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RESUMO

Neste trabalho foram desenvolvidos métodos analiticos, baseados no conceito de
multicomutacdo, para analise de espécies quimicas em alimentos. Para isto, foram
sintetizados dois materiais: um composto de coordenacdo usado como fase soélida
na determinacdo de acgUcares redutores e uma rede de silica utilizada como resina
de pré-concentracdo de percloratos. O composto de coordenacgdo cobre (Il) - 4,4 -
bipiridina foi usado no desenvolvimento do método para a determinacdo de agucares
redutores em agua de coco e sucos empregando sistema em fluxo multicomutado
com deteccdo espectrofotométrica. A metodologia de andlise baseou-se na reacéo
de oxi-reducdo em meio alcalino entre o reagente solido e os agUcares redutores. A
reacdo entre a fase sdlida (de coloragdo azul) com (glicose + frutose) resulta em
produto de cor amarelada, monitorada em 420 nm. A fase sélida foi fixada em 50 mg
e temperatura de 90°C. Com volume de zona de amostragem de 160 uL, que
corresponde a 20 ciclos, obtendo resposta linear entre 1,0 e 20,0 g L™ de AR com
RSD de 4,47% (n = 7 ), limite de deteccéio de 0,2250 g L™, limite de quantificacdo de
0,7496 g L™, frequéncia analitica de 75 determinges por hora e geracdo de
efluentes de 320 pL por determinagao. Os teores de acUcar redutor encontrados em
sucos e agua de coco variaram de 38,35 a 98,50 g L* e 61,80 a 68,70 g L*
respectivamente. A rede de silica, 2,5,8,11,14-pentaoxa-1-silaciclotetradecano, foi
empregada num sistema multicomutado como coluna de pré-concentracdo de
perclorato. O sistema foi acoplado a um detector potenciométrico para determinar
percloratos em vegetais. Usou-se um eletrodo tubular com membrana constituida
por 1% (m/m) de BNIP 4,4 Dapm LC1 solubilizado em 68% (m/m) de 2-nitrodifenil-
éter, como solvente mediador e 31% (m/m) de poli (cloreto de vinila). Obteve-se
limite de deteccdo de 2,8x10” mol L™ resposta linear no intervalo de 1,0x10° a
1,0x10™" mol L™, coeficiente de correlacéo linear de 0,9998 e a coluna apresentou

uma capacidade de retencéo de 2,86x10 mol de perclorato.



O sistema foi aplicado as amostras de diferentes vegetais e foram encontradas
concentracdes de percloratos de 1,30 a 5,08 pg L™ o teste recuperacdo variou de
96,5 a 110,8 %.

Palavras-Chave: Acucares Redutores. Fase Sodlida. Andélise em Fluxo.

Multicomutacdo. Mini-bombas. Perclorato . Potenciometria. Pre-concentracéo.



ABSTRACT

Two new multicommutation-based analytical methods were developed aiming to the
quantification of chemical species in food. The first method is intended to the
determination of reducing sugars in coconut water and fruit juices, while the second
one is a potentiometric determination of perchlorates in horticultural products. The
method eveloped for the determination of reducing sugars uses a multicommuted
flow system with spectrophotometric detection employing a (copper (ll) - 4,4 —
bipyridyl) coordination compound as the solid-phase reagent. The reaction of the
solid blue phase with glucose/fructose resulted in a yellowish solution, which was
monitored at 420 nm; 50 mg of the solid phase was used and the temperature was
set at 90°C. The volume of the sample zone was, 160 pL, corresponding to 20
cycles, with a linear response of 1.0 e 20.0 g L™ to the RA and RSD of 4.47% (n = 7),
detection limit of 0.2250 g L™, the limit of quantification was 0.7496 g L™, analytical
frequency of 75 determination per hour and effluent generation of 320 pL per
determination. The potentiometric method used to determine perchlorates used a
tubular electrode formed by a polymeric membrane which showed the best features
consisted of 1% (w/w) BNIP Dapm LCL1 solubilized in 68% (w/w) of 2-nitrodiphenyl
ether as a mediator solvent and 31% (w/w) poly(vinyl chloride) as the polymeric
matrix. A limit of detection of 2.8x10” mol L™ was obtained with a linear response in
the range of 1.0x10® at 1.0x10™ mol L™, linear correlation coefficient of 0.9998 and
the column retention capacity 2.86x10° mol perchlorate. Was applied to samples of
different vegetables found perchlorates 1.30 to 5.08 pug L™ and recovery between
96.5 and 110.8%.

Keywords: Reducing Sugars. Solid Phase. Flow Analysis. Multicommutation. Mini

pumps. Perchlorate. Potentiometric. Pre-concentration.
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1 INTRODUCAO

Os monossacarideos, glicose e frutose sdo agucares redutores por possuirem o
grupo carbonilico e cetbnico livres, esses grupos sao suscetiveis a sofrerem
oxidacdo em meio basico na presenca de agentes oxidantes fracos. Os acucares
redutores sdo analisados de forma rotineira em laboratorios das industrias de
alimentos e bebidas (VILLELA, G.G.; BACILA, M.; TASTALDI, H., 1973), e por isso,
existem varios métodos néo seletivos para estimar o teor de acUcares redutores. No
entanto, para a obtencdo de resultados confiaveis € necessario a eliminacdo de
interferentes (BORGES, M.T.M.R.; PARAZZI, C.; PIEDADE, S.M.D.S., 1987)

Neste capitulo da tese, objetivou-se o desenvolvimento de um procedimento
analitico em fluxo multicomutado empregando um composto de coordenacdo cobre
Il — (4,4-bipiridina) como reagente em fase solida para a determinacao
espectrofotométrica de acucares redutores em amostras de agua de coco e de
sucos. Neste caso, realizou-se a sintese e a caracterizacdo do composto cobre Il —
(4,4’-bipiridina) e, posteriormente, desenvolveu-se procedimento em fluxo utilizando
vélvula solenoide de trés vias associada a mini-bombas solendide. Neste sentido,
pretendeu-se a construcdo de um moédulo de analise compacto e robusto

minimizando o consumo de reagentes e geracao de efluentes.

O perclorato € um anion monovalente, de estrutura tetraédrica contendo o
cloro como espécie central (TRUMPOLT et al., 2005). O ion perclorato tem sua
ocorréncia natural ou pode ser produzido quimicamente. E usado em propelentes
sélidos para foguete, combustivel, munic¢des, explosivos comerciais, usos industriais
e agricolas (fertilizantes), assisténcia meédica e farmacéutica (tratamento de
distarbios tiroidal). O perclorato € um contaminante liberado no meio ambiente a
partir de fontes naturais e antropicos sob a forma de diferentes sais, especialmente
em cursos de agua e de solos. O uso de fertilizantes naturais a base de perclorato
podem contaminar a agua de irrigacdo e solos levando altas concentracbes aos
vegetais cultivados. A desinfeccdo da agua com substancias cloradas
potencialmente formadoras de perclorato pode ser outra fonte potencial de

contaminagao.
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O perclorato € um contaminante ambiental emergente que tem uma
capacidade Unica para interferir na absor¢cdo de iodo normal da glandula tireéide
humana (CAPEN, 1997), e, portanto, tem o potencial de afetar adversamente o
crescimento normal e desenvolvimento de criangas.

Na ultima década, principalmente nos Estados Unidos, tem sido estudado o
comportamento do perclorato no meio ambiente. Evidéncias recentes sugerem
fortemente que o perclorato ocorre naturalmente em niveis baixos e esta presente
na dieta humana (URBANSKY, 2002). A sua presenca foi detectada em fontes de
adgua superficial e subterranea (ZHANG et al., 2007), em diferentes matrizes
ambientais, tais como as aguas de superficie (LAMB et al., 2006), leites (KIRK et al.,
2005), peixes (THEODORAKIS et al., 2006) e solos (MACMILLAN et al., 2007).
Estudos recentes tém mostrado que o perclorato se acumula em varias espécies de
plantas (SANCHEZ et al., 2005a,b; SEYFFERTH AND PARKER, 2006, 2007, 2008;
SANCHEZ et al., 2006; PARKER, 2009), em amostras de agua, solo utilizados em
atividades agricolas e em vegetais, tendo como destaque o alface (CALDERON et
al., 2014). A exposicdo da populacdo a este contaminante e as consequéncias
resultantes tornou-se um problema de salde publica (BLOUNTA, et AL., 2007;
MURRAVA., et al, 2008), tendo recebido atencéo especial por parte da Agéncia de
Protecdo do Ambiente (EPA), em 1998. Em janeiro de 2009, a EPA lancou um
comunicado estabelecendo a permissdo de um total de 15 microgramas por litro
(ug/L) em agua de beber. O nivel estabelecido na recomendag¢do do Conselho
Nacional de Pesquisa (NRC), propondo o acompanhamento obrigatério de
perclorato na agua potavel (HENLEY, 2011).

Na Europa, a autoridade para a seguranca alimentar (EFSA) recebeu os
resultados analiticos para 4731 amostras apresentadas pelos seis Estados-
Membros, principalmente para frutas e produtos horticolas no seu Painel dos
Contaminantes da Cadeia Alimentar, e publicou um artigo emitindo preocupacdes
para a saude publica relacionado com a presenca desse contaminante em
alimentos. Foi dado parecer sobre o0s riscos para a saude publica relacionado com a
presenca de perclorato em alimentos, em particular frutas e legumes (EFSA, 2014).
Diante destes fatos, existe uma necessidade de desenvolver novos sistemas
analiticos que podem ser utilizados para detectar este contaminante em matrizes
alimentares em concentragcbes muito baixas. Os métodos atualmente reconhecidos

para a determinacdo de perclorato sdo EPA 314.0 e 314.1, ambos baseados em
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cromatografia idbnica (HAUTMAN et al., 1999) ou em linha com coluna de
concentracdo e eliminacdo cromatografia ibnica com deteccdo de condutividade
suprimida (WAGNER et al., 2005). Foi também desenvolvida a técnica de IC-MS,
para tratar esse tipo de contaminante (MARTINELANGO et al., 2005), conhecida
como o método EPA 332.0 ( HEDRICK; BEHYMER, 2005). Embora este método
seja capaz de determinar concentracdes inferiores a 4 ppt, ndo foi amplamente
utilizado devido ao custo elevado e a disponibilidade limitada de instrumentacao.
Além disso, estes métodos de pré-tratamento necessitam de amostras de cartuchos
de limpeza para remover os componentes interferentes de matriz (KOESTER,;
BELLAR; HALDEN, 2004), e a adicdo padrdao deve ser empregada para compensar
a supressdo da matriz. Outras estratégias tém sido recentemente relatadas na
literatura (LAMB et al., 2006; KUMAR et al., 2012; Shu-Ling; CHIH-YU; MING-REN,
2012; ISAAC et al., 2011; ROMANO, 2006), pois estes métodos ndao impedem pré-
tratamentos de amostras, particularmente se forem turvas, como € o0 caso de
amostras de alimentos. A potenciometria empregando eletrodos ion-seletivo € uma
técnica simples permitindo de uma forma seletiva e rapida a determinacdo da
atividade de um ion numa faixa de concentracdo, mesmo se as amostras sao turvas.
Além disso, quando acoplado a sistemas de fluxo continuo, que sdo associados de
forma simples e econbmica, e em sistemas de pré-concentracdo o seu desempenho
€ melhorado. Neste trabalho foi desenvolvido um sistema em fluxo para deteccéo e
quantificacdo potenciométrica de perclorato em vegetais, através do uso de um
eletrodo ion seletivo e uma coluna de pré-concentracdo contendo silica

organofuncionalizada.

1.1  SISTEMA DE ANALISE POR INJECAO EM FLUXO (FIA)

Em 1975, Ruzicka e Hansen propuseram um sistema de analise por
injecdo em fluxo, do inglés Flow injection analysis (FIA), este sistema permitia a
determinacdo analitica fora do equilibrio quimico. Este sistema foi chamado de
analise em fluxo continuo ndo segmentado, pois consistia na insercdo de analitos
em um fluxo transportador ndo havendo necessidade de insercdo de bolhas para
evitar a dispersdo da zona de amostra. Uma caracteristica importante do sistema

FIA € a viabilidade em explorar a cinética das rea¢des quimicas, uma vez que 0
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processo de analise por injecdo em fluxo tem como proposta a inser¢cdo de
pequenas aliquotas de amostra (RUZICKA; HANSEN, 1975). Nos primeiros relatos
da literatura, (RUZICKA; STEWART, 1975), (RUZICKA; HANSEN, 1975) a amostra
era inserida no sistema com auxilio de uma seringa hipodérmica, a qual atravessava
um septo de borracha, sendo assim, introduzida na solugéo carreadora. O sistema
de anélise em fluxo é uma ferramenta analitica utilizada nos estudos de: especiacéo
quimica ambiental (BOZA, F.L, LUQUE, DE CASTRO M.D, VALCARCEL., 1985;
LUQUE DE CASTRO M.D., 1992.; MIRO M, FRENZEL W. 2004), reacbes
cataliticas (FITSEV, I.M, BUDNIKOV, G.K., 1999), determinacdo eletroquimica
(BRAININA, K.Z, MALAKHOVA, N.A, STOJKO NY., 2000), imunoensaios (ZHI, Z.L.
1999), determinacédo de amostras ambientais com a técnica cromatografica (CERDA,
V. ESTELA, J.M., 2005), e, em pré-tratamento de amostras por andlise sequencial
(ECONOMOU, A., 2005).

O desenvolvimento e evolugao do FIA iniciou-se a partir da implementagcéao do
injetor proporcional e da valvula rotativa, que foram utilizados para a introducéo das
aliquotas de solucdes de amostra e de reagente no percurso analitico (REIS;
BERGAMIM, 1993). O uso da seringa hipodérmica e do septo de borracha tinha
duas desvantagens principais: a primeira estava relacionada com seringa, pois
dependendo do operador poderia existir variacdo no volume introduzido no fluxo no
momento da injecdo; e a segunda estava relacionada ao septo, pois tinha um tempo
de vida util curto, apés trés injecdes deveria ser trocado a fim de eliminar possiveis
contaminagdes do sistema. Segundo Reis e Bergamin (1997) o surgimento do injetor
proporcional corrigiu o principal problema da técnica, otimizando a repetibilidade dos
resultados, sendo, portanto, o mais versétil dentre os dispositivos para injecdo de
aliquota de reagentes e de amostra em sistemas FIA. (PASQUINI; DE OLIVEIRA,
WALACE, 1985), (SOUZA etal, 1991).

Na valvula rotatoria, para se variar o volume da solucdo de amostra era
necessario trocar o rotor do injetor. Enquanto no injetor proporcional, o volume da
solugdo de amostra era definido pela troca da algca de amostra, sendo este um
procedimento bem mais facil em relagdo ao primeiro. Do ponto vista conceitual, os
dois injetores séo iguais, porém o injetor proporcional € mais facil de ser construido,

podendo ser apresentar varias configuracdes (REIS; BERGAMIM, 1993).
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Na evolugédo dos sistemas FIA, Pasquini e Oliveira (1985) desenvolveram o
primeiro sistema empregando o processo de analise em fluxo monosegmentado (do
Inglés, Monosegmented Flow Analysis - MSFA), o qual reunia as caracteristicas
favoraveis dos sistemas FIA e dos sistemas analise em fluxo continuo segmentado.
Neste sistema, uma aliquota da solucdo de amostra e de reagente era introduzida
entre duas bolhas de ar. O MSFA podia e pode ser usado através do emprego de
reacoes que requeiram um alto tempo de residéncia no sistema. A duas principais
vantagens desses sistemas em relacdo ao sistema de Skeggs é a possibilidade de
trabalhar com pequenos volumes de amostra e com alta frequéncia analitica. Em
relacdo ao sistema FIA, o MSFA tem como principal vantagem a possibilidade de

trabalhar com reacfes de cinética lenta.

No inicio da década de 90, os sistemas FIA ja se encontravam popularizados
e largamente empregados em quimica analitica (SANTOS; MASINI, 2010).
Buscando entdo por uma ferramenta projetada para o monitoramento de processos,
Ruzicka e Marshall (1990), a partir de pesquisas no Centro de Quimica Analitica de
Processos da Universidade de Washington, publicaram o primeiro trabalho sobre a
analise por injecdo sequencial (SIA), que posteriormente, foi considerada a segunda
geracdo dos métodos em fluxo (SANTOS; MASINI, 2010). Segundo Santos e Masini,
(2010) a principal caracteristica fisica do sistema € a utilizacdo de uma valvula
seletora rotatoria multiportas cuja finalidade é permitir a comunicacao entre cada
uma das portas através da porta central. Esta porta, por sua vez, esta conectada a
uma bobina coletora, que tem por objetivo agrupar as zonas de amostra e de
reagentes aspiradas através das diferentes portas, sem que essas zonas atinjam o
sistema de propulsédo. Diferentemente dos sistemas FIA uma seringa conectada a
uma bomba de pistéo, realiza tanto a aspiracdo como a propulséo de solugdes no
sistema. Ressalta-se a importancia que existe na parada automatica da bomba de
pistdo quando a valvula rotatoria seletora se encontra em operagao, evitando-se
assim a pressurizagdo do sistema (SANTOS; MASINI, 2010). Existem algumas
desvantagens dos sistemas SIA em relagdo ao FIA, tais como conhecimento minimo
em linguagem de programacdo, custo de aquisicdo de um sistema SIA, menor
flexibilidade para a escolha de volumes de amostra e de reagentes que vao circular

no sistema, e, frequéncia analitica menor (SANTOS; MASINI, 2010).
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Sistemas hibridos em fluxo foram propostos como sistemas automaticos de
analise quimica em fluxo-batelada (ou simplesmente analisadores automaticos em
Fluxo-Batelada) proposto por Honorato e colaboradores (1999) como uma nova
estratégia para automacdo de analise titulométricas, onde denominaram como
andlise em fluxo-batelada (do inglés: Flow-Batch Analysis - FBA). O principal
componente de sistema FBA € a utilizacdo de uma camara de mistura. Nos sistemas
FBA, a solucdo de amostra e de reagente € bombeada ou aspirada para uma
camara de mistura onde se processa a reacdo quimica respeitando a cinética da
reacdo. Posteriormente, a mistura € bombeada para o detector ou é realizada na
prépria camera de deteccdo. Dessa forma, esses sistemas garantem o controle do
equilibrio quimico e fisico da reacdo com o minimo de intervencdo humana,

mantendo elevada frequéncia analitica (DINIZ DIAS et al, 2012).

De uma maneira geral, ao se realizar procedimentos de andlise quimica pelo
método de batelada, a quantidade de reagentes usados € maior que a quantidade

de reagente necessaria empregando procedimentos em fluxo.

A necessidade do desenvolvimento de métodos analiticos seletivos e
autossustentaveis levou a busca da automacédo de sistemas de analise em fluxo no
sentido de melhorar o gerenciamento de solucdes. A reducdo de materiais nocivos a
salude humana e ao meio ambiente, hoje €& um pardmetro primordial no
desenvolvimento de métodos de analise quimica (ANASTAS, 1999). Os sistemas em
fluxo apresentam essas caracteristicas quanto a seletividade e autossustentacao.
Nestes sistemas, podem-se citar diversas vantagens, como: baixo consumo de
reagentes, pouca ou nenhuma interferéncia do operador na manipulacdo dos
reagentes e amostars, as reacdes quimicas ndo necessariamente devem se
completar para se realizar as medidas de analises (MELCHERT,; REIS; ROCHA,

2012), alta frequéncia analitica, reprodutibilidade, e confianca nas medidas.
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1.2 SISTEMA DE ANALISE EM FLUXO MULTICOMUTADO

Sistemas de fluxo sdo ferramentas que permitem a analise de espécies
quimica por via umida através da manipulacdo de solugbes (ROCHA et al., 2002),
por isso é de fundamental importancia a variabilidade dos sistemas em fluxo. Estes
sistemas podem ser ligados a dispositivos como valvula rotatéria, injetor comutador
e bomba de pistdo, melhorando assim, o desempenho do mesmo (TROJANOWICZ,
2008). Desta forma, esses dispositivos trabalham em dois estados de repouso de
modo que os sistemas funcionem em apenas dois estagios, sendo assim, inviavel

em sistemas complexos (REIS et al., 1994).

Na década de 90, foi publicado o primeiro artigo que aborda a analise em
fluxo por multicomutacdo (REIS et al, 1994). No entanto conceitos de
multicomutacado ja estavam presentes em trabalhos feitos anteriormente na década
de 70 (REIS et al., 1979).

Em 1994, Reis e colaboradores propuseram o uso de valvulas solendide
como dispositivos de acionamento discretos para manejar as solu¢des nos sistemas
de analises, permitindo assim, uma maior versatilidade do sistema. Os dispositivos
sao interligados a um microcomputador e o processo de multicomutacdo em fluxo
torna-se automatico (MORALES-RUBIO et al., 2009).

Multicomutacdo e amostragem binaria tém como premissa a insercao
sequencial, no caminho analitico, de solu¢cdo de amostra e dos reagentes. Podemos
entender a multicomutacdo baseada no sistema FIA em linha Unica e na comutacao,
entendendo como uma chave que abre e fecha, permitindo ou interrompendo a
passagem de solugcdes no sistema. Para injetar uma determinada solucdo, de
amostra ou de reagentes, no sistema em fluxo é preciso utilizar varias valvulas
acionando-as alternadamente ou mais de uma simultanea gerando um ciclo de
amostragem, podendo esse processo ser repetidos por diversas vezes quando for
necessario (MARTELLI et al., 1995).

Neste sentido podemos destacar algumas potencialidades do sistema, como
a versatilidade, a possibilidade de manipular pequenos volumes e a reducdo no

consumo da solucdo de amostra e reagentes, como consequéncia disso, menor
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geracao de efluentes. O uso de mini-bombas solendide em sistemas multicomutados
possibilitou o desenvolvimento de novos métodos analiticos (LAPA et al., 2002.;
RODENAS-TORRALBA. et al., 2006), com diversas vantagens, como: diminuicdo no
consumo de reagentes e amostras; e geracdo de residuos. As mini-bombas
produzem volumes distintos devido a sua capacidade de bombeamento individual.
Isto conduz a uma maior versatilidade que permite a utilizacdo de abordagens
diferentes para o gerenciamento de solucdes. A versatilidade do sistema proposto foi
demonstrada utilizando as estratégias para insercdo de solucdo de amostra e de
reagentes. Deste modo, o sistema foi caracterizado como fluxo pulsado, ressaltando
a eficiéncia na introducéo e na mistura das solucdes de amostra e reagente (LIMA et
al., 2004).

A Figura 1 mostra uma representacdo das mini-bombas solendide em

funcionamento num sistema hipotético.

Figura 1 - Representacdo de mini-bombas solenoide em funcionamento. ON

acionamento da mini-bomba; OFF = desligamento da mini-bomba; C

compartimento interno de volume fixo para onde a solugéo é aspirada

ON B OFF
— —
= —
= =
e —)
Entradade | ISaida de | I |_|
fluidos fluidos

Fonte: SOUZA, 2012, P,18.

Quando é aplicada uma diferenca de potencial na mini-bomba uma bobina
solendide é acionada (B), permitindo a aspiracao dos fluidos pela mesma. As mini-
bombas solenéide como unidades de propulsdo de fluidos tém-se caracterizado
como sistemas de analises compactos, de facil operagéo, versateis na manipulacdo
das solucdes e, principalmente, proporcionando reducéo significativa no consumo de
solucBes de amostra e reagentes; e na producéo de efluentes (LAPA et. al., 2002).

Segundo Morales Rubio e colaboradores (2009); as mini-bombas solendide,
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oferecem uma alternativa interessante a miniaturizacado e implantacdo de sistemas
em fluxo portateis, pois operam com uma diferenca de potencial de 12 V.

Alguns autores ressaltaram também, a importancia do uso da multicomutacéo
associado as mini-bombas solenoide e diodos emissores de luz (LEDs), com intuito
de diminuir o custo de implementacdo de um sistema em fluxo, pois ndo haveria a
necessidade do uso de espectrofotdmetros. Em 2007, Lavorante e colaboradores,
desenvolveram um sistema em fluxo multicomutado para a determinacéo sequencial
de surfactantes anidnicos e catibnicos em amostras de dguas. O mdédulo de analise
baseou-se na utilizacdo de sete valvulas de estrangulamento e duas mini-bombas
solenoide, utilizando o conceito de amostragem binaria. Também é demonstrado o
uso desses sistemas multicomutados empregando minibomba solenoide na
determinacdo de nitrato em dgua (MELCHERT, W.R.; INFANTE, C.M.C.; ROCHA,
F.R.P., 2007.; LIMA et al., 2008).

1.3 APRESENTACAO E JUSTIFICATIVA

Esta tese sera divida em duas partes que apresentam como principal objetivo
o desenvolvimento de sistemas de analise em fluxo multicomutado para a
determinacao de espécies quimicas em alimentos.

A primeira parte tarta da determinacdo espectrofotométrica de acuUcares
redutores empregando composto de coordenacao (cobre Il- 4,4" — bipiridina) como
reagente solido, para tanto foi desenvovido um composto de coordenacdo, com
caracteristicas poliméricas, a partir de sulfato de cobre e 4,4’bipiridina. Este
composto de coordenacdo foi aplicado como reagente em fase solida para a
determinacdo de acUcares redutores. As amostras reais utilizadas foram de sucos
de frutas e de 4gua de coco. A justificativa para o desenvolvimento deste sistema foi
a reducdo do uso de reagentes, ja que 0 ion cuprico reage especificamente com
acucar redutor, o uso do reagente solido permite uma melhora no sinal analitico, o
sistema proposto mostra-se simples e operacional apresenta alta reprodutibilidade
sendo bastante versatil. A segunda parte, tratou-se da determinacdo de perclorato
em produtos horticolas, num sistema multicomutado com deteccdo potenciométrica
e pré-concentracgéo, foi aplicado um material de silica desenvolvido pelo nosso grupo
(BELIAN et al., 2012), para a pré-concentracdo de perclorato. O sistema

desenvolvido baseou-se no conceito de multicomutacdo, cuja deteccdo foi
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potenciométrica. O sensor utilizado foi cedido pelo Professor Paul Kong Thoo Lin,
Robert Gordon University Scotland United Kingdom.

A coluna de pré-concentracdo foi necessaria para otimizacao do sistema, pois
através desse processo era possivel aumentar a concentracdo de perclorato na
coluna de pré-concentracdo, que posteriormente era eluido permitindo a detecgéo
do analito em analise mesmo que este se encontre em pequenas quantidades em

amostras reais.
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2. DETERMINACAO ESPECTROFOTOMETRICA DE ACUCARES REDUTORES
EMPREGANDO COMPOSTO DE COORDENACAO (COBRE II- 4,4’ — BIPIRIDINA)
COMO REAGENTE SOLIDO

2.1 OBJETIVOS

2.1.1 Geral

Desenvolver uma metodologia eficiente com maior sensibilidade e menor
geracdo de efluentes para a determinacdo de acucar redutor em amostras de

alimentos.

2.1.2 Especificos

Sintetizar um composto de coordenac¢do usando ion cobre Il e o ligante

organico 4,4’ — bipiridina pelo método hidrotermal, usando forno programavel;

Caracterizar o composto obtido através das técnicas de espectroscopia nha
regido do infravermelho, andlise termogravimétrica e microscopia eletrbnica de

varredura, espectroscopia de energia dispersiva e difracao de raios — X;

Empregar o composto de coordenacdo como reagente solido no

desenvolvimento de um sistema em fluxo multicomutado;

Aplicar o sistema multicomutado na determinacdo espectrofotométrica de

acucar redutor.
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2.2 REVISAO DA LITERATURA

2.2.1 Quimica de Coordenacéao: breve historico e definicbes

Os compostos de coordenacédo podem ser defidos como produtos de uma
reacdo entre um 4cido e uma base de Lewis, sendo o &cido de Lewis (metal ou ion
metalico) o receptor de par de elétrons e a base um doador de par de elétrons
(ATKINS, SHRIVER, 2003). Estes compostos sao estudados dentro da area da
quimica inorganica onde sao exploradas suas estruturas, propriedades e aplicacdes.
Em 1597, foi reportado o primeiro composto de coordenacédo, hoje denominado de
cloreto de tetramincobre (II) com formula [Cu(NH3)4]Cl,, pelo quimico aleméo
Andréas Libavius. Em 1704, Heinrich Diesbach reportou a sintese do azul da
Prussia, cuja formula inicialmente construida foi KCN.Fe(CN)..Fe(CN)s;, hoje
conhecido como Fey[Fe(CN)g]s (FARIAS, R. F, 2009).

Em 1798, Tassaert citou a sintese do composto de coordenacdo de aminas e
cobalto visando o estudo estrutural (BASOLO, R., JOHNSON, R. 1976). Werner e
Jorgernsen também contribuiram para a compreensdo futura dos compostos de
coordenacdo. Para Jorgensen, esses compostos se formavam por ligagbes quimicas
em cadeias (FARIAS, R. F; 2001., KAUFFMAN, G. B. 1959). E para Werner, os
complexos eram formados por um atomo metalico central envolto por espécies que

estariam ligadas ao mesmo (Figura 2) (Kauffman, G. B. 1968 e 1976).

Figura 2 - Estrutura proposta por Werner do complexo [Co(NH3)g]Cls.

Cl
NH3 | 3

H3N//,,, | ‘\\\\NH3
o
HNY | WNHg

NH3
Fonte: Do Autor, 2016.
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Werner em seus estudos concluiu que no composto [Co(NH3)s]Cls, os trés
cloretos sdo a valéncia primaria do ion Co(lll), e as seis moléculas de ambnia séo a
valéncia secundaria, ou seja, numero de coordenacdo. Logo, com relacdo ao ion
Co(lll), os trés cloretos apresentam ligacao i6nica e as seis NHz formam ligacdes
coordenadas.

O numero de coordenacédo, dependendo da geometria, pode variar entre 1 e
12, com excecdo do 11 que ainda nédo foi reportado na literatura. Os numeros de
coordenacdo mais comuns em compostos de metais do bloco “d” sdo 4 e 6, e do
bloco “f” sdo 8 e 9. Os metais de transicdo que apresentam NC=6, geralmente
apresentam geometria octaédrica, e os NC=4 podem ser quadrado plano ou
tetraédrico. Compostos tetraédricos sdo formados geralmente quando o ion metalico
€ pequeno e apresentam alta carga nuclear, como no caso dos complexos de Cu(ll)
(GREENWOOD, N. N., EARNSHAW, A.1997).

2.2.2 Tipos de ligantes organicos

Segundo Huheey, Keiter e Keiter, ligantes podem ser definidos como
espécies que possuem existéncia independente. Ou seja, anions e moléculas
neutras que se comportem como bases de Lewis. As ligacdes quimicas nos
compostos de coordenacao sao do tipo metal-ligante, de natureza coordenativa.

Os ligantes podem ser inorganicos (basicamente anions) e organicos, sendo
esta ultima classe de grande importancia devido as diversas possibilidades de atuar
na coordenacgédo, como também em contribuir na estrutura que o ligante traz para o
complexo como um todo.

Os compostos organicos utilizados como ligantes, naturalmente contém
atomos de oxigénio, nitrogénio, fésforo, enxofre e outros que se ligam devido a
presenca de par de elétrons nao ligantes. Consequentemente, moléculas com
grupos funcionais aldeidos, cetonas, acidos carboxilicos e aminas sao espécies

utilizadas na sintese de compostos de coordenagdo (ZHANG et al., 2008).

O ligante orgéanico pode se coordenar ao ion metalico por um ou mais pontos
(pares de elétrons). Quando um ligante apresenta apenas um ponto de
coordenacado, esses ligantes sdo chamados monodentados. Os ligantes do tipo
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quelato apresentam dois ou mais sitios de coordenacdo. Espécies com varios sitios
de coordenacdo sdo ditos também polidentados (ATKINS, SHRIVER, 2003). Na
Figura 3 sdo apresentadas algumas estruturas de ligantes comumente utilizados na

sintese de compostos de coordenacéo.

Figura 3 - Estrutura de alguns ligantes organicos usados na sintese de compostos
de coordenacdo. Em destaque () o ligante utilizado na sintese do composto deste

trabalho.
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Fonte: Do autor, 2016.

2.2.3 Algumas aplica¢gbes dos compostos de coordenacgao

As aplicagbes dos compostos de coordenacéo sdo variadas, isto devido a sua
diversidade estrutural e propriedades apresentadas por esta classe de compostos.
Os compostos de coordenacdo podem ser aplicados como corantes inorganicos
(CAO et al., 2005), sensores quimicos (SUN, S. S., LEES, A. J., 2002), sensores
magneéticos (GARCIA, Y., KSENFONTOV, V., GUTLICH, P., 2002), materiais com
propriedades oOpto-eletronicas (GRATZEL, M., KALYANASUNDARAM, K., 1998) e
farmacos (OCHIAI, E-l., BAKHTIAR, R., 1999). Além disso, estes compostos
também tém sua aplicacdo do campo da eletrocatalise em reacdo de oxi-reducéo,
(CHENG et al., 2007) e da catalise assimétrica, em quimica organica (TROST, B.
M., CRAWLEY, M. L., 2003). Uma caracteristica bastante explorada desses
compostos atualmente é a porosidade, pois estes compostos sdo capazes de agir

como agente adsorvente (KRAP et al., 2010).
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O composto de coordenacdo contendo o ion cobre coordenado a
Neocuproina (Figura 4) foi aplicado na determinacdo de acucares redutores em
vinho por sistema de injecdo em fluxo (FIA,). (ANGEL, M.; CASTRO, M. D. L
VALCARCEL, M.; 1987.; PERIS-TORTAJADA, M., PUCHADES, R. E MAQUEIRA,
A., 1992), e por sistema de injecao sequencial ( SIA ) (ALBERTO, et al.; 2000).
Outro complexo utilizado com esta finalidade foi o K3[Fe(CN)¢] através de uma
reacao em sistema em fluxo assistida por micro-ondas (Oliveira, A. F; Fatibello-Filho,
O; Nobrega, J.A., 2001).

Figura 4 - Estrutura do complexo Cu(ll)-Neocuproina.

Fonte: Do autor, 2016.

2.2.4 Aclcares Redutores

Acucares Redutores, do inglés reducing sugar (RS), sdo monossacarideos
simples, que consistem de unidades cetoses e aldoses (HODGE E OSMAN, 1976).
RS sao solidos cristalinos, insolliveis em solventes organicos e sollveis em agua
(FRANCISCO, JR., 2008), que apresentam a propriedade de serem oxidados por
ions cuapricos Cu(ll) e férricos Fe(lll) em solugbes alcalinas (LEHNINGER et al.,
2000). Nestas reacdes os grupos carbonila sdo oxidados a acido carboxilico
enguanto, os ions cupricos Cu(ll), por exemplo, sdo reduzidos a ions cuprosos Cu(l)
(HODGE E OSMAN, 1976.; FRANCISCO, JR., 2008).

Para um acucar se considerado redutor, 0 mesmo deve possuir um grupo

anomeérico ndo comprometido. A sacarose € um dissacarideo formado por dois
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monossacarideos, portanto 0os grupos anoméricos estdo comprometidos formando
ligacdo glicosidica, fazendo com que a mesma nao seja um acucar redutor, diferente
da glicose e frutose, que tem seus grupos carboxilicos livres (DEMIATE, et al, 2002).
Na Figura 5 é representado o mecanismo de oxidacdo da glicose com o ion Cu(ll),
onde através da conformacdo de Fisher ou conformacdo aberta da glicose, o

carbono anomérico é representado livre para sofrer a reacdo de oxidacao.

Figura 5 - Representacdo do mecanismo da reacdo da glicose com ion cuprico.

Carbono anomérico
H o] OH

A% N\

—_1 H———OH
H O cu cut — Cu,0

H—————O0OH HZO , HO® H—-——OH
H———OH H——OH
CH,0H CH,0H

A determinacdo de acUcares redutores é uma pratica rotineira em analises de
controle de qualidade em alimentos (ARAUJO et al., 2000). Na industria do vinho
essa analise é feita com alta frequéncia (LOPES et al., 1995), sendo uma ferramenta
versatil na verificacdo e acompanhamento do processo de fermentacdo (SARTINI et
al., 1998) e controle de qualidade, atestando aos mesmos limites estabelecidos de
guantidades acucares redutores (AMERINE E OUG, 1980).

Na industria sucro-alcooleira, a quantificacdo de acucares redutores e totais
sdo parametros de fundamental importancia no acompanhamento da produtividade,
na maturacdo e no pagamento da cana-de-agucar (ZAGATTO et al.,, 2005). A
determinacdo de acucar redutor tem também sua importancia no controle de
qualidade de mel (CRANE, 1990.; MARCHINI, 2001).
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2.2.5 Métodos de determinacéo de aclcares redutores

A maioria dos métodos utilizados para a determinacdo de acucares redutores
€ baseado na reacdo de Fehling (STRYER et al.,, 2001). Alguns métodos mais
seletivos vém sendo reportado ao longo do tempo, como a analise empregando
reagdes enzimaticas (FROST, 1984; KUNSST et al.; 1984; MATISSEK et al, 1998) e
baseada na cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (CANO E ALMEIDA —
MURADIAN, 1998; COURTIN, et. al., 2000).

A Tabela 1 mostra alguns métodos utilizados na determinacdo de Acucares

Redutores e A¢Ucares Redutores totais.

Tabela 1 - Métodos de determinacéo de acucares redutores reportados na literatura.

TECNICA METODO REFERENCIA
Lane-Enyon (Shneider, 1979).
Volumetria Luff-Schorl (Villela et al.,1973).
EDTA (Matissek et al., 1998).
Gravimetria Musson-Walker (Spencer, G.L., Meade, G.P.,
1945)
Espectrofotometria Antrona (Brevil e Saddler, 1985)

Somogyi-Nelson  (Nelsom, 1960).

Fonte: Do autor, 2016.

No método Luff-Schoorl, os acglcares redutores sdo oxidados e os ions
cupricos séo reduzidos a ions cuprosos, que em meio alcalino precipita como Cu,0,
enquanto que o excesso de Cu(ll) € determinado por lodometria (VILLELA et
al.,1973).
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No método complexométrico o residuo de Cu(ll) é titulado com solucdo
padrdo de EDTA, apds os ions Cu(ll) presentes na amostra sado reduzidos a ions
Cu(l) e precipita na forma Cu,O (MATISSEK et al., 1998).

O metodo de Musson-Walker baseia-se na quantificacdo do precipitado 6xido
de cobre I, sendo este composto formado pela reacdo entre os ions Cu(ll) e os

acUcares redutores.

O método de Lane-Eynon € um dos mais utilizados para determinacdo de
acucares redutores em diferentes amostras. Esse método se baseia também na
reducdo de Cu(ll) a Cu(l) em meio basico na presenca de tartarato, formando 6xido
de cobre | (SHNEIDER, 1979).

No método com antrona (9,10-diidro-9-oxoantraceno), para a determinacao
dos RS, o &cido sulfdrico € usado para desidratar os carboidratos. Apos a
condensacao, € formado um produto de cor azul que pode ser determinado por
espectrofotometria a 620 nm (BREVIL E SADDLER, 1985).

No método de Samogyi-Nelson os acucares redutores sdo convertidos em
enodidis em meio basico, reduzindo o Cu(ll) a Cu(l) formando Cu,O. O
heteropolidcido arsenomolibidico é reduzido pelo Cu,O reduzindo um composto de
coloracdo azul que pode ser determinado por espectrofotometria sendo monitorado
a 640 nm (NELSOM, 1960).

Os acucares redutores também tém sido determinados por espectroscopia no
infravermelho, contudo, essa analise apresenta alguma dificuldade devido a
presenca de véarias bandas na regido de impressoes digitais, o que deixa o espetro
bastante complexo. Além disso, a presenca de bandas de OH largas proveniente da
absorcdo de agua pelas amostras encobre sinais carcateristicos importantes (ACHA
et al., 1988, BAKER, 1985, CADET et al., 1997).
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2.2.6 Determinacao de agucares redutores empregando sistema de anélise em fluxo
(FIA)

A determinacdo de acucares redutores empregando a analise em fluxo tem
sido reportada na literatura (REIS et al.,, 1994), pois as etapas de analise néo
necessitam de interferéncia do operador, o que € considerado um fator de
diminuicdo de riscos de contaminacdo; apresenta baixo custo e alta produtividade
(PERIS — TORTAJADA et al., 1992). O FIA tem sido proposto fazendo o uso de
varias técnicas de deteccdo, como: quimiluminescéncia (KOERNER et al., 1986),
gravimetria (SARTINI et al., 1998), fluorimetria (DANIELSON et al., 1999),
amperometria (PARELLADA et al., 1986), entre outras.

AcUcares redutores, neste contexto, tém sido determinados empregando uma
reagcdo com acido picrico, que € monitorada de acordo com a diminuicdo da
concentracdo de picrato em solucdo (LOPES et al., 1995). Este método emprega
potenciometria com 0 uso de eletrodo ion-seletivo (MAQUIERA et al.,, 1987).
Também foi proposto por andlise em fluxo, outro método que trata da reducdo em
meio bésico e sob aquecimento, do ion complexo [Fe(CN)e]* (OLIVEIRA et al., 2001;
ALVES et al., 2005), neste caso a reacao € monitorado através da técnica de analise
espectrofotométrica. A determinacdo de acuUcares redutores por gravimetria em
andlise de injecdo em fluxo foi reportada por Sartini et. al., em 1998. Esse método se
baseiou na reacdo do reagente de Fehling com o agucar redutor. Outro método
visando a determinacdo de acucares redutores foi proposto baseado na sintese do
composto de coordenacdo de cobre | com o 2,9-dimetil- 1,10- fenantrolina ou
neocuproina, neste caso a deteccao € através da espectroscopia de absorc¢do, onde
a formacao do Cu,0O é monitorado (ARAUJO et al., 2000). Esta técnica de deteccéo
€ sem duvida a mais explorada nos sistemas de analise em fluxo que visam a
determinacio de acucar redutor (ARAUJO et al., 2000; FATIBELLO-FILHO, 1999;
MATTOS et al, 1988; ZAGATTO et al., 1988; TRENT et al., 1986; REIS et al., 2003,
NETO, 2006).
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2.2.7 Reatores Fase Sdlida

Os reatores em fase solida, do inglés Solid Phase Reactor (SPR), séo
reatores contendo reagentes solidos. Os reatores em fase sélida podem ser do tipo
que haja apenas para pré-concentracdo, para reacdo, com intuito de formar uma
espécie detectavel, para pré-tratamento de reagentes e amostras. O
desenvolvimento de métodos de andlise que utilizam os sistemas em fluxo
apresenta grande versatilidade e permitem a incorporacdo de novos componentes
de acordo com o analito em estudo. Pode-se adicionar ao sistema, por exemplo, um
reator fase solida em uma certa posicdo do sistema com a finalidade de detectar um
analito através da reacdo que ocorre entre a interface solido-solucdo ou por pré-
concentragdo (MARTINEZ-CALATAYUD, J. & MATEO, J. V. G., 1993).

O uso de SPR acoplado a sistema FIA vem sendo muito utilizado, pois
permite o confinamento de reagentes sélidos através da sua baixa solubilidade ou
por retencdo dos reagentes em um suporte especifico. Tem-se usado solucbes
como reagente em sistemas por injecdo em fluxo, no entanto, o emprego de
reagentes solidos é justificado pelas inUmeras vantagens, como: diminuicdo da
dispersdo da amostra, aumento da sensibilidade do sistema, conversdo do analito
ou reagente num determinado ponto do SPR, aumento do sinal analitico, menor
volume da amostra injetada, simplicidade do sistema, economia de reagentes,
consumo de reagente solido apenas pela espécie de interesse, menor geracao de
rejeitos e menor impacto ao meio ambiente (MARTINEZ- CALATAYUD, J. M., 1996;
ZAMORA et. al., 1992).

Um reator em fase solida pode ser posicionado no sistema FIA dependendo da
sua fungcéo no processo analitico (ZAMORA et. al., 1992), podendo ser utilizado com
as seguintes finalidades: (i) Pré-tratamento de reagentes - O SPR remove impurezas
liberando ou gerando reagentes instaveis; (ii) Pré-concetracdo e conversdo de
amostras — o reator € posicionado na alca de amostragem; (iii) Pré-tratamento de
amostras - SPR é colocado antes do sistema de inje¢ao; (iv) como Optossensor - O
reagente é imobilizado no sistema de detec¢do, o qual tem como objetivo verificar a
seletividade e sensibilidade; e (v) Conversao da amostra - O SPR é posicionado
entre o injetor e o detector.
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Os reagentes solidos devem apresentar algumas caracteristicas para serem
utilizados em fase sdlida, como, tamanhos de particulas adequados para que a
pressdo do sistema ndo seja alta, permitindo assim, a passagem da solucéo pelo
reator; rapida reacdo com o analito; e inerte a solucado carregadora (MARTINEZ-
CALATAYUD, J. M., 1996). Varios materiais sdo usados com reagentes solidos em
SPR, tais como, sais, 0xidos, resinas, enzimas e membranas microporosas. A resina
de troca ibnica, por exemplo, € bastante utilizada como reagente solido na
preparacdo de SPR (COLLINS, C. H. 1987). Neste contexto algumas resinas
anidbnicas tem se mostrado um bom eliminador de interferentes presentes em
amostras (VASCONCELOS, M. T. S. D.; GOMES, C. A. R. & MACHADO, A. A. S. C.
1994).

2.3 MATERIAIS E METODOS

2.3.1 Solugbes e Reagentes

As solucdes utilizadas neste trabalho foram preparadas com agua deionizada,
(18,2 MQ cm™) obtida através de um sistema deionizador basico - Q380M fabricado

pela QUIMIS e os reagentes foram adquiridos com alto grau analitico.

A solucdo estoque de acucares redutores foi preparada através de 1,5 g de
frutose e 1,0 g de glicose em 25,0 mL de agua destilada.

Para o preparo de uma solucgéo de hidréxido de sédio a 0,05 mol L™?, foram
pesados 2 g de NaOH e dissolvidos em 1000 mL de agua destilada.

As solucbes de trabalho foram preparadas a partir de diluicdes das solucdes
estoque de acUcares redutores. Foram preparadas 5,0 solugbes de concentracdes
de 1 a 20 g L™, a partir da diluicdo da solucdo estoque conforme os dados

apresentados na Tabela 2.



Tabela 2 - Concentracéo e Volume das solugdes de trabalho utilizadas.

Concentracdo (g L™)

Volume da solucéo estoque (mL)

1,00

5,00

10,0

15,0

20,0

0,25

1,25

2,50

3,75

5,00

Fonte: Do autor, 2016.

Na Tabela 3 séo apresentados o0s reagentes e solventes utilizados neste

trabalho, com suas respectivas descri¢des.

Tabela 3 - Reagentes usados no desenvolvimento do método proposto.

Reagente Férmula Massa Grau de Pureza (%) Fabricante
molar
g mol™
4.4’ -bipiridina C1oHgN> 156,18 98,0 Aldrich
Nitrato de Cobre Cu(NOs3),.3H,0 241,60 99,0 Dinamica
Il Tri-hidratado
Frutose CeH1206 180,16 99,0 Dinamica
Glicose CeH1206 180,16 99,0 Vetec
Hidréxido de NaOH 40,0 98,0 Dinamica
sodio
Sulfato de CuS0,.5H,0 249,69 98,0 Dinamica
Cobre Il Penta-
hidratado
Tartarato de KNaC4H,04-4H,0 282,22 99,0 Vetec
sodio e Potassio
Azul de metileno C16H1gN3SCI 319,85 82,0 Dinamica

Fonte: Do autor, 2016.
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2.3.2 Materiais e Equipamentos Utilizados

Para a determinacdo dos acucares redutores, o moédulo de analise foi
construido empregando-se trés mini-bombas solenoide (Ref.P/N 090SPSP12-8
12VDC), sendo duas com capacidade de 4 puL por pulso, e uma com capacidade de
10 uL, todas fabricadas pela BIO-CHEM (Valve Inc, Boonton, USA). Foi utilizada
também uma valvula solenoide de 3 vias (Ref. Nresearch 161P011). Para a
confecgao das linhas de fluxo e da bobina de reagdo de 100 cm utilizou-se tubos de

polietileno de 0,8 mm d.i., e confluéncias construidas em acrilico.

Para o sistema de deteccédo utilizou-se um espectrofotdmetro multicanal com
arranjo linear de fotodetectores do tipo CCD modelo USB 4000 (Ocean Optics, Inc)
com cela de fluxo de quartzo AGILENT de 10 mm de caminho Optico e 80 pL de
volume. Também foi utilizado um espectrofotbmetro da Oceans Optics multicanal
com arranjo linear de fotodetectores do tipo CCD modelo USB4000 UV-Vis (Figura
6), conectado a uma entrada USB de um microcomputador. Foram utilizados
também, cabos de fibra Optica para a conducdo da radiacdo emitida por uma
lampada de tungsténio-halogénio (Ocean Optics, modelo LS-1). Como fonte de
radiacdo foi utilizado um espectrofotometro USB4000 com arranjo linear de
fotodetectores tipo CCD. Esse equipamento possui uma lampada de tungsténio-
halogénio, que é alimentada por uma fonte de 12 V. Também foram utilizados cabos
de fibra 6ptica com 0,2 mm de diametro para transporte da radiacdo até a cela de
deteccao e para a interface contendo o monocromador e o arranjo de fotodetectores.
A cela de fluxo foi colocada em um suporte conectada a lentes convergentes para a
focalizacao do feixe de radiagao, o qual permitiu o alinhamento dos cabos de fibra
Optica na entrada e na saida da cela. O sistema de deteccdo é formado por um
monocromador que permite a dispersao da radiacdo incidente sobre o arranjo linear
de 1024 fotodetectores do tipo CCD e uma interface analégica/digital que permite a

aquisicao de dados num intervalo de comprimento de onda entre 280 e 840 nm.
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Figura 6 - Espectrofotbmetro multicanal com arranjo linear de fotodetectores,
modelo USB4000 UV-Vis utilizado neste trabalho.

Detector

Fonte de radigdo / Cabos de fibra

Fonte: (OCEAN OPTICS - USB4000 FIBER OPTIC SPECTROMETER, 2012).

Foi usado um microcomputador, para a manipulacdo dos dispositivos, através
de uma interface eletrbnica construida no laboratério com um circuito integrado
ULN2803A. Este circuito foi conectado a uma interface USB6009, (National
instruments). A interface USB6009 foi ligada a porta USB do microcomputador
(Figura 7). As mini-bombas foram acionadas usando uma interface de poténcia de
12 V, intensidade de corrente de aproximadamente 2 A, e a uma frequéncia de 5 Hz,
que corresponde aos intervalos de tempo de acionamento (ligado / desligado) de
0,1s/ 0,1 s (LAVORANTE, 2006).
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Figura 7 - Diagrama do circuito empregado para o controle das valvulas de
estrangulamento e mini-bombas solendide, V e P, respectivamente. Controle atraves

da porta USB do microcomputador, através da interface USB6009.
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Fonte: SOUZA, 2012, P.36.

Para o controle do modulo de andlise e aquisicdo de dados foi desenvolvido
um programa em linguagem Lab View 8.6. Este foi estruturado para realizar também
o controle das variaveis do sistema proposto. A porta USB do microcomputador foi
empregada para conectar o espectrofotbmetro multicanal. Os sinais transientes e
absorbéancia versus tempo, em comprimento de onda especifico, foram adquiridos
fornecendo parametros de entrada, como numero de pontos que serdo gerados em
funcdo do tempo fornecido pelo analista (tempo de integracdo), e comprimento de

onda especifico para monitorar a reagao.

Para a aquisicdo dos dados de absorbancia (A) em funcéo do tempo, isto é,
intensidades geradas pelos 1024 fotodetectores, foram realizadas leituras na
auséncia de radiacao proveniente da lampada de tungsténio-halogénio (medidas no
escuro) e das respectivas solucdes de referéncia. Aplicando-se a Equacéo 1, onde,

lp = intensidade no escuro, I; = intensidade com a solugdo carreadora e I, =
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intensidade com a solugdo da amostra, pode-se calcular a absorbancia relativa da

solucéo da amostra.
A = -log ((I2-lo) / (12— l0)) Equacéo 1

Um formulario de interacdo (Figura 8) foi desenvolvido para manipulacédo do
sistema, permitindo ao analista a interagcdo com o sistema, selecionando as variaveis
de entrada e de dados de interesse, tais como tempo de integracdo, nimero de
replicatas, numero de ciclos de amostragem, tempo de acionamento das mini-
bombas solendide, valvulas de 3 vias e comprimento de onda selecionado. Foram
criados botbes para salvar, parar as minibombas e valvulas de trés vias, parar a
leitura, medir o branco e escuro e iniciar a leitura. O formulario continha na parte
central o espaco reservado onde o0s sinais transientes s&o visualizados em
comprimento de onda fixo. Foi possivel programar o formulario para que sejam

gerados sinais transientes em quantos comprimentos de onda forem necessarios.

Figura 8- Formuléarios para a interacdo com o usuario.
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Fonte: Do autor, 2016.
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2.3.3 Sintese e caracterizacdo do composto de coordenacao de cobre (Il) com 4,4 '-
bipiridina

Em balanca analitica pesou-se 0,155 g (6,4 x 10™* mols) de Cu(NO3),.3H,0 e
0,100 g (6,4 x 10™ mols) de 4,4’ bipiridina. Os compostos foram adicionados em um
reator de teflon, seguindo da adicdo de 7,0 mL de agua destilada. O sistema foi
entdo selado com uma capa metélica e levado ao forno programavel, submetido a
uma temperatura de 120°C durante 24h com taxa de aquecimento e resfriamento de
10 °C min®. O sélido obtido foi lavado com &gua destilada e acetona, e
posteriormente, seco a temperatura ambiente. Este mesmo procedimento foi
repetido para os tempos de 48 e 72 horas, a fim de verificar o melhor tempo
reacional com maiores rendimentos.

Os espectros de infravermelho do ligante e do complexo foram obtidos a
temperatura ambiente varrendo uma janela de 4000 a 400 cm™ usando um
Espectrofotdmetro de Infravermelho com transformada de Fourier BRUKER, modelo
IFS66 usando pastilha de KBr, pertencente a Central Analitica do Departamento de
Quimica Fundamental da Universidade Federal de Pernambuco.

A curva termogravimétrica para avaliacdo da estabilidade térmica e
decomposicdo do composto foi realizado num THERMOGRAVIMETRIC ANALYZER
da SHIMADZU, modelo TGA-50/50H com fluxo de 50 mL/min de N, com taxa de
aquecimento de 5°C/min até 700°C, pertencente ao Laboratério de Anélise Quimica,
Inorganica e Sensores do Departamento de Quimica da Universidade Federal Rural
de Pernambuco.

As imagens de superficie do produto sintetizado para a verificacdo da
qualidade e distribuicdo dos elementos no mesmo foram feitas através de um
Microscopico Eletrénico de Varredura (MEV) associado a espectroscopia de energia
dispersiva (EDS). A amostra foi primeiramente metalizada com uma camada de 10-
20 nm de ouro, e as imagens foram obtidas em um microscépio FEI Quanta 200
FEG com voltagem de 20.00 KV e distancia de trabalho de 10 mm, no Centro de

Tecnologias Estratégicas do Nordeste - CETENE.
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A avaliacdo da cristalinidade do produto foi verificada pela técnica de difracdo
de raios-X pelo método do pd. O difratograma foi obtido utilizando um difratdmetro

Bruker D8 Advance, com fonte de cobre, também no CETENE.

2.3.4 Desenvolvimento do método proposto empregando sistema em fluxo

multicomutado

2.3.4.1 Preparo do Reator Fase Soélida

Para a construcdo do reator (Figura 8) empregou-se uma placa de acrilico,
onde a mesma foi cortada em forma de um retangulo, cujas dimensdes internas
foram de 4 mm x 40 mm. Nesta coluna foram adicionados 200 mg de areia
previamente tratada, em seguida, adicionou-se uma mistura proporcional de 50 mg
do composto de coordenacéo e 500 mg de areia. A areia tem a funcao de diminuicédo
da presséao no interior da coluna, pois promove uma maior distribuicdo do complexo
ao longo da coluna, sendo a mistura de areia com o composto uma forma também

de evitar a compactacéo do material dentro na coluna de reacéo.

Figura 9 - Foto da coluna de reacéo construida e preenchida com o composto de

coordenacao sintetizado.

Fonte: Do autor, 2016.
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2.3.4.2 Desenvolvimento do método para a determinacdo espectrofotométrica

de acUcares redutores

Para a determinacao espectrofotométrica dos acgulcares redutores utilizou-se
um sistema de analise em fluxo baseado na reacéo de oxidacéo- reducéo entre o Cu
(I) e os acucares redutores, ja que o Cu(ll) sofre reducdo sob aquecimento em meio
bésico quando em contato com os agucares redutores (Araudjo et. al., 2000) a Cu(l).

Na Figura 10 € apresentado o diagrama em fluxo para a determinacdo
espectrofotométrica dos acuUcares redutores, baseado no conceito de

multicomutacao.

Figura 10 - Diagrama em fluxo utilizado neste trabalho, onde: A = amostra.; R =
NaOH . ; C = solucéo carreadora, H,0. ; P31, P,, P3 = Minibombas solenoide de 4, 4
e 10 pL; V = valvula solenoide de trés vias; x = Confluéncia.; B.T. = banho

termostatizado; F.S.= Fase sélida.; D= detector.; Espectrofotdometro; W = Descarte.

Fonte: LEOTERIO et al., 2015
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A sequéncia de acionamento das mini-bombas e valvulas é apresentada na
Tabela 4.

Tabela 4 - Sequéncia de acionamento das mini-bombas e valvulas, para

determinacao de AR.

ETAPA P, P, Pj3 V  Pulsos Ciclos

/0 O 0 1 100

Enchimento das mini-bombas 0O 10 O 1 100

0 0 1/0 1 100

Insercdo de Amostra 10 O 0 0 2 20
Insercado de NaOH 0O 10 O 0 2
Transporte, deteccao e limpeza 0 0 1/0 0 300

1/0 e 1: mini-bomba ou valvula acionada.; 0: mini-bomba ou valvula desativada.

Fonte: LEOTERIO et al., 2015.

Inicialmente, as mini-bombas e a valvula sdo acionadas para que todo o

percurso analitico seja preenchido.

Para a determinacdo de acucares redutores, as mini-bombas P; e P»
sequencialmente (2 pulsos cada), com 20 ciclos de amostragem para a formacao da
zona de amostragem. Posteriormente, a mini-bomba P3 é acionada para o transporte
da zona de amostragem até o detector. Durante o transporte da zona de
amostragem a mesma atravessa reator onde estad adicionado o composto de

coordenacao (reagente solido) acondicionado em banho termostatizado. Neste



47

ponto ocorre a reacao de oxirreducao entre o acucar redutor e o Cu(ll) presente no
composto de coordenacao, onde Cu(ll) é reduzido a Cu(l) formando uma solucéao de

cor amarela, monitorado em 420 nm.

Os parametros fisico-quimicos do sistema proposto podem influenciar no na
reacdo de oxirreducdo. Inicialmente, foi estudado o parémetro quimico de
concentracdo de hidroxido de sodio que tem grande importancia para o sistema,
uma vez que 0 reagente solido sofre uma maior degradacdo quando a essa

concentracdo € aumentada e vice-versa.

Posteriormente, foram estudados os parametros fisicos: razdo volumétrica
entre as solugdes de hidroxido de sédio (NaOH) e de solucao de referéncia, nUmero
de 2 a 100 pulsos das mini-bombas e niumero de ciclos de amostragem variando-se

entre 5 e 35 ciclos com intervalo de 5 ciclos.

2.4 METODO DE REFERENCIA

Para uma melhor analise do método desenvolvido, foi realizada uma
comparacao dos resultados do método proposto com o método de referéncia de
Lane-eynon descrito na “Association of Official Aanalytical Chemists” ((SHNEIDER,
1979). No método de Lane-Eynon os sais cupricos, em solucdo de tartarato de sédio
e potassio (solucdo de Fehling), sdo reduzidos a quente por aldoses ou cetoses
formando sais cuprosos de coloragdo avermelhada. O tartarato reage com os ions
Cu(ll), formando um complexo soluvel, impedindo assim, a formacéo de hidréxido
cuprico que é insolavel, o que resultaria na existéncia de cobre livre na solucéo
alcalina. Na reacdo observa-se um precipitado vermelho tijolo formado por éxido
cuproso (LITWACK, 1960).

2.5 ANALISES DAS AMOSTRAS

Apés a otimizacdo do sistema proposto realizaram-se analises de amostras

de sucos e agua de coco de diferentes marcas sendo 8 tipos de sucos e 2 tipos de
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dgua de coco. As amostras foram adquiridas em mercados locais da Regido
Metropolitana do Recife. Também foram realizados testes de adicdo e recuperagao
para avaliar o efeito de matriz.

O composto de coordenacgédo sintetizado apresentou-se em forma de po de
coloracdo azul e ndo apresentou afinidade por agua. Antes da andlise das amostras
realizou-se um procedimento de diluicdo das mesmas a fim de deixa-las numa
concentracdo dentro da faixa de trabalho estudada. As amostras foram filtradas
usando um filtro 0,42 um (Whatman) para eliminar particulas dispersas a fim de

evitar falhas na leitura do sinal analitico.

2.6 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.6.1 Caracterizacdo do Composto de Coordenacao

O composto de coordenacédo de Cu(ll), Cu-Bip, apresentou aspecto cristalino
e coloracdo azul intenso. O teste de solubilidade do complexo Cu-Bip mostrou pouca
solubilidade em agua e etanol. O complexo ndo apresentou caracteristicas
higroscépicas, permitindo assim, uma boa manipulagio do mesmo para a

caracterizagao e aplicagao.

A espectroscopia na regido do infravermelho € um método fundamental para a
caracterizacdo dos grupos funcionais. O estudo desta técnica permitiu observar o
deslocamento de bandas de absorcéo referente a grupos funcionais do ligante,
sugerindo se houve ou ndo a formagdo do complexo (ligacdo coordenativa). A
ligagéo entre o ligante e metal ocasiona geralmente, uma diminuicdo na constante
de forca da ligacdo e nos graus de liberdade da molécula, logo, o sistema passa a
vibrar em menores frequéncias. A Figura 11 mostra o espectro de infravermelho do

ligante 4,4’- bipiridina e do composto de coordenacgé&o obtido sobrepostos.
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Figura 11 - Espectros na regido do infravermelho do ligante livre (A:---) e do
composto Cu-Bipy (B: ).
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Fonte: LEOTERIO et al., 2015.
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Analisando o espectro na regidao do infravermelho do complexo € possivel
observar uma banda em torno 1390 cm™, atribuida ao estiramento C=N, que se
encontra deslocada para menor frequéncia, uma vez que no ligante livre (4,4'-
bipiridina) esta banda aparece em torno de 1414 cm™ (Figura 11A). Este
comportamento sugere que o ligante estd coordenado ao ion metélico, através do
grupo C=N. Os espectros mostram bandas correspondente a deformacéo axial C-H,
em 3122 cm™ mostra ainda sinais das deformagées C-C em 1570 cm™ para o ligante
livie e 1483 cm™ para o Cu-Bipy. Entre 3223 e 3687 cm™ para o ligante livre é
mostrado a banda referente ao grupo OH devido a hidratacdo, essa banda nao é
observda no espectro do Cu-Bipy o que €& comfirmado pela analise

termogravimétrica

A andlise termogravimétrica analisou a dindmica de decomposicdo e a
estabilidade térmica do complexo Cu-Bipy. De forma geral, o produto apresentou
apenas um evento térmico bem definido, mostrando a degradacéo e carbonizacao
do ligante. A temperatura on-set é de 250°C com término em 324°C, referente a uma
perda de massa de aproximadamente 93,7%. Este comportamento € observado em

complexos de cobre (II) que sdo inflamaveis quando aquecidos em taxas superiores
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a 1°C min™. Este fato ainda sugere que o Bipy esta coordenado ao cobre. Observa-
se ainda a auséncia de agua no composto, o que corrobora com os dados da
espectroscopia de infravermelho, ou seja, auséncia de banda de absorcéo
relacionado as deformacdes da ligagdo do grupo hidroxila presente em moléculas de

agua. A Figura 12 mostra a curva termogravimétrica do composto Cu-Bipy.

Figura 12 - Curva termogravimétrica do composto Cu-Bipy.
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Fonte: Do autor, 2016.

A avaliacao da cristalinidade do composto de coordenacao foi feita usando a técnica
de difratometria de raios-X, através do método do p6. Se os arranjos dos atomos,
planos ou espagamento paralelos entre planos séo irregulares o padréo de difragao
€ caracteristicos de material amorfo com picos largos, porém a presenca de picos
estreitos indica cristalinidade no material analisado. A Figura 13 mostra o
difratograma de raios-X do complexo Cu-Bipy.
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Figura 13 - Difratograma de raios-X do composto Cu-Bipy.
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Fonte: Do autor, 2016.

Analisando o difratograma do complexo de cobre é possivel observar um
padrédo de difracdo tipico de sistemas policristalinos, ou seja, presenca de diversos
planos cristalograficos. A morfologia e superficie foram analisadas através da
microscopia eletrbnica de varredura. Na Figura 14 sédo apresentadas imagens de

microscopia eletronica de varredura do complexo Cu-Bipy.

Figura 14 - Imagens de MEV do complexo Cu-Bipy com aumento de (a) 3.500x, (b)
10.000x, e (c) 20.000x.

Fonte:LEOTERIO et al.,2015.
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A partir da imagem de micrografia é possivel observar que se trata de um
composto com organizacdo morfolégica e homogeneidade. Na Figura 14.a observa-
se uma estrutura provavelmente cristalina formando uma placa, com o aumento
desta imagem de 3500x para 10000x evidencia uma forma organizada desses
cristais (Figura 14.b). Na Figura 14.c, com aumento de 20000x, observa-se um

aglomerado dessas estruturas com espessuras de placas da ordem de 200 nm.

A Figura 15 apresenta o EDS do composto Cu-Bipy. Analisando os dados
obtidos é possivel observar a presenca de carbono, nitrogénio, oxigénio e cobre,

corroborando com os dados de caracterizagao.

Figura 15 - EDS do composto de coordenacéao de cobre (ll) — 4,4’-bipiridina.
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Fonte: LEOTERIO et al., 2015.
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2.6.2 Desenvolvimento do método para determinacdo espectrofotométrica de

acucares redutores

Inicialmente, realizou-se o estudo da concentracdo de hidroxido de sodio
variando-se a concentracéo entre 0,025 e 0,100 mol L™. Os resultados obtidos para
o estudo da concentracdo de NaOH s&o apresentados na Figura 16.

Figura 16 - Perfil de sinais analiticos para o estudo da concentracdo de NaOH
menor que 0,050 mol L™ (a); igual a 0,050 mol L™ (b); e maior que 0,050 mol L™ (c).
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Fonte: Do autor, 2016.

Através da analise do perfil dos sinais analiticos (Figura 16), com uma
solucdo de acucar redutor de 10 g L™, observa-se que em concentracées abaixo de
0,050 mol L™ os sinais apresentam baixa magnitude (Figura 16a) quando
comparados aos sinais referente a concentracdo 0,050 mol L™ (Figura 16b). Em
concentracdes acima de 0,050 mol L™ os sinais analiticos diminuem drasticamente,
uma vez que a fase solida presente na coluna de reacdo se degrada rapidamente
(Figura 16c). Neste caso foi selecionada a concentracdo 0, 050 mol L™, o qual
permitiu um melhor resultado na intensidade e repetitividade dos sinais analiticos,

além de ndo causar a degradacéo na fase solida.

Estabelecida a concentracdo de hidréxido de sodio, foi realizado o estudo da
influéncia da temperatura na reacao da fase sélida com a solucéo de acgucar redutor,
na de concentracdo 10 g L™ (Figura 17).
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Figura 17 - Gréfico da Influéncia da temperatura na absorbancia do produto obtido.
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Fonte: Do autor, 2016.

Através do grafico apresentado na Figura 17, é possivel observar que o
aumento gradativo da temperatura de 60 para 90 °C ocasiona hum aumento na
resposta analitica (absorbéncia). Em temperaturas superiores a 98 °C o sinal
analitico é diminuido. Dessa forma, foi selecionada a temperatura de 90 °C para o
desenvolvimento do método em fluxo proposto para a determinacdo de acgUcares

redutores.

Em seguida realizou-se o estudo da razdo volumétrica entre RS e hidréxido
de sddio. Para tanto, utilizou-se a temperatura de 90 °C, uma solug¢édo de hidréxido
de sédio de 0,050 mol L™, uma solucgéio de RS 10 g L™ e, estabeleceu-se um total de
dois pulsos para injecao das solucdes de amostra e NaOH.

Neste caso a razdo volumétrica afetou a sensibilidade do procedimento. Na
Figura 18 é apresentada a resposta analitica variando-se as proporcoes

volumétricas RS/NaOH.
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Figura 18- Efeito da temperatura (a) e da razdo volumétrica (b) entre AR/NaOH.
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Fonte: LEOTERIO et al., 2015.

Observou-se que na propor¢ao acucar redutor/hidréxido de sodio de 0,5:1, o
valor de absorbancia foi baixo, e a medida que aumenta essa proporcdo (maximo
1/1) é aumentada a absobancia. Desta forma, fica estabelecida a razdo volumétrica
de 1/1 para o sistema em fluxo proposto.

ApoOs a realizacdo do estudo de razdo volumétrica, efetuou-se o experimento
para a definicdo do numero de ciclos. Neste estudo houve uma variagdo do numero
de ciclos de 10 a 30, cuja taxa foi de 5 ciclos. Para execucdo do estudo de numero
de ciclos utilizou-se uma concentracdo de aclcar redutor de 5 g L™ e tempo de
acionamento da minibomba da amostra foi de 0,1s para dois pulsos. Na Figura 19 é
apresentado o grafico da influéncia do numero de ciclos de amostragem na

determinacao de agucares redutores para o0 sistema proposto.
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Figura 19 - Influéncia do numero de ciclos de amostragem na magnitude do sinal

Analitico.
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Fonte: Do autor, 2016.

De acordo com os resultados mostrados na curva, observa-se que o sinal
analitico aumenta linearmente entre 10 e 20 ciclos; e aumenta néo
proporcionalmente a partir de 20 ciclos. O sinal analitico foi maior com 25 e 30 ciclos
de amostragem, contudo fixou-se em 20 o numero de ciclos de amostragem, o qual
corresponde ao volume de 320 pL de uma solucdo de aclcar redutor com
concentracdo de 5 g L™. Apesar da condicéo 25 e 30 ciclos ter magnitude de sinal
maior que a condic¢ao de 20, a condigédo 30 ciclos nédo foi selecionada devido a uma
maior gerac&o de residuos e efeito Schlieren (ROCHA ; NOBREGA, 1996).

Apo6s o estudo de numero de ciclos foi verificada a estabilidade da linha de
base e a repetibilidade do sinal analitico, utilizando a agua destilada como agente
carreador. Nao foi observada instabilidade na linha base ap6s uma repeticdo de sete

sinais (Figura 20).
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Figura 20 - Avaliagdo de linha de base e repetibilidade do sistema em fluxo

multicomutado.
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Fonte: Do autor, 2016.

Com a repeticao dos sinais analiticos foi estimado o desvio padréo relativo em
4,47%, demonstrando assim, a estabilidade da linha de base do sistema proposto.
Os sinais transientes obtidos para as solucbes de referéncia foram obtidos através
da variacdo da concentracdo entre 1,00 a 20,0 g L™ e para as amostras (A e B)
utilizou-se a concentracdo de 10 g L™ (Figura 21). A curva analitica correspondente

a analise de amostras também é apresentada na Figura 21.
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Figura 21 - Sinais transientes referentes as solugdes de referéncia (1,00; 5,00, 10,0;

15,0; 20,0 g L); A e B Sinais transientes referentes as amostra 10 g L™ e a curva

analitica.
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Fonte: LEOTERO et al., 2015.
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Observa-se que a resposta analitica para as solugbes de referéncias

estudadas apresentaram repetibilidade para cada solucdo de referéncia e amostra.

O sistema em fluxo proposto mostrou uma resposta linear entre 1,00 gL e 20,0 gL ™,

de acordo com o método dos minimos quadrados, obteve-se a equacao linear Y
(0,29 £ 0,04)C + (0,068 + 0,0023) e coeficiente de correlacéo linear r = 0,9978, n

5, onde Y € o sinal analitico e C € a concentracdo de acucar redutor. De acordo

com os resultados pode-se afirmar que o sistema multicomutado proposto € viavel

para andlise de amostras de acgUcares redutores. Na Tabela 5 sdo apresentadas as

figuras de méritos do sistema proposto.
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Tabela 5 - Caracteristicas analiticas do sistema em fluxo multicomutado proposto.

Figuras de mérito

Linearidade (g L™ 1,00-20,0
Limite de deteccéo (g L™) 0.225
RSD (%) 4,47
Consumo de NaOH ( mg) 0,32
Massa de reagente solido (mg) 50
Coeficiente de correlacéo linear (r) 0,9978
Geracao de efluente (mL) 0,32
Frequéncia analitica (h™) 75

Fonte: Do autor, 2016.

As caracteristicas do sistema em fluxo multicomutado proposto sao de
fundamental importancia para um novo método analitico, tendo como destaque a
frequéncia analitica de 75 por hora, o baixo consumo de solucdo de amostra e
reagentes; e a geracdo de pouco efluente, pois na metodologia oficial temos um
consumo de amostra e reagente elevado em comparagdo com o procedimento
proposto. Na Tabela 6 sdo apresentadas as caracteristicas analiticas de sistemas em

fluxo para determinacédo de acucares redutores comparados a este trabalho.

Tabela 6 - Caracteristicas analiticas de sistemas em fluxo para determinacao de

acucares redutores comparados a este trabalho.

(Oliveira et.  (Maquieira (Aradjo et. (Sartini et.  (Lopes et. Este
al., 2001) et. al., al., 2000) al., 1998) al., 1995) trabalho
1987)
Limite 0,0016 - 1,20ull,2 - - 0,225
deteccéo
gLh
Frequéncia 54 50 18 ou 14 15 50 75
analitica
(h™)
Faixalinear  7.2-72 x107 0,05-1,0 2-250u20 - 25-200 1-20
QL™ - 140
R.S.D. (%) 1,9 (n=12) 1,61 (n=3) 2,10ul7 <0.9 <4 4,47 (n=7)
(n=10)

Fonte: LEOTERIO et al., 2015.
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2.6.3 Anélise das amostras

Concluida a otimizacdo dos parametros fisico-quimicos do sistema em fluxo
multicomutado proposto foram analisadas 10 amostras, sendo oito amostras de
sucos de diversas marcas e sabores; e duas amostras de agua de coco de marcas
diferentes. O sistema também foi aplicado em cinco amostras de suco para o teste
de adicdo e recuperacdo. Antes da andlise das amostras realizou-se um
procedimento de diluicdo das mesmas a fim de deixa-las numa concentracéo dentro
da faixa de trabalho estudada. Os resultados para os testes de adicdo e recuperacao

estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7- Resultados obtidos para os testes de adi¢do e recuperacéo.

Amostras Adicionado (g L™) Encontrado (g L™) Recuperacéao (%)

1 10,0 9,86 + 0,02 98,6
2 10,0 10,95 +0,01 109,5
3 10,0 9,46 £ 0,01 94,6
4 10,0 10,93 £ 0,03 109,3
5 10,0 9,60 £ 0,01 96,0

Fonte:LEOTERIO et al., 2015.

Os resultados apresentados demonstram a exatiddo do método analitico
proposto conforme descrito por Taverniers, Loose, e Bockstaele, em 2004. As
recuperacdes nas amostras variaram de 94,6 e 109,5 %, demonstrando que nao ha
influéncia de interferentes da matriz analisada, corroborando a eficiéncia do método

na determinagéo dos acucares redutores.
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Os resultados obtidos na determinacdo dos acUcares redutores para 10
amostras usando o método proposto sdo mostrados na Tabela 8. Esses valores
apresentaram-se de forma concordante quando comparado ao método oficial de

Lane-Eynon com nivel de confianca foi de 95 %.

Tabela 8 - Resultados obtidos para a determinacdo dos acguUcares redutores pelo
método proposto e pelo método de Lane-Eynon.

AMOSTRAS METODO PROPOSTO METODO DE LANE-EYNON
gL? gL’
1 38,35 + 0,01 31,20 + 0,07
2 41,30 £ 0,03 43,90 £ 0,1
3 57,75+ 0,01 62,00 £ 0,1
4 54,40 + 0,05 61,85 +0,1
5 45,50 + 0,01 48,85 + 0,3
6 69,40 + 0,04 76,65 £ 0,1
7 98,50 + 0,01 104,5 0,2
8 58,90 + 0,07 61,65 £ 0,2
9 68,70 + 0,02 67.65 0,2
10 61,80 + 0,05 67,00 £0,1

Fonte:LEOTERIO et al., 2015.
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2.7 CONCLUSAO

O composto de coordenacédo Cu-Bipy foi sintetizado por reacéo hidrotermal,
apresentou coloracdo azul e foi caracterizado por espectroscopia na regido do
infravermelho, andlise termogravimétrica, microscopia eletrbnica de varredura,
acoplado a espectroscopia de energia dispersiva; e difracdo de raios-x. Os dados
obtidos por essas caracterizagbes sugerem que o ion Cu(ll) se condenou
efetivamente ao ligante bipiridina

O procedimento desenvolvido baseado no conceito da multicomutagéo
utilizando mini-bombas solenoide para a propulsdo das solucbes e empregando
reatores fase solida apresentou-se de forma operacional simples e de alta robustez.
Essas propriedades somadas a alta produtividade analitica, baixo consumo de
amostra e pequena geracao de efluentes, tornou o procedimento proposto uma
alternativa para analise rotineira na determinacdo de acuUcares redutores em
alimentos e bebidas. Este método foi aplicado na determinacdo de acucares
redutores em amostras de agua de coco e sucos, e apresentou um RSD de 4,7 para
sete repeticdes. Os resultados obtidos neste trabalho foram comparados ao método
referéncia de Lane-Eynon, e aplicado o teste t foi observada uma concordancia para
95%, o que confirmam a potencialidade do método proposto. O sistema em fluxo
multicomutado empregando reatores em fase solida nas condi¢cées de otimizacéo
apresentou uma frequéncia analitica de 75 por hora e limite de deteccao de 0,225 g
L. O desempenho analitico apresentado no procedimento proposto em relacéo &
precisdo, exatiddo e frequéncia de amostragem; pode ser comparavel a
procedimentos citados na literatura, contudo, apresenta uma estrutura de facil
implementacdo e operagcdo. Outra caracteristica importante do sistema é a baixo
custo de implementacdo e manutencéo, o que viabiliza sua aplicacdo em laboratorio

de anédlises de rotina.
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3 DETERMINACAO DE PERCLORATO EM PRODUTOS HORTICOLAS ATRAVES
DE UM SISTEMA MULTICOMUTADO COM DETECCAO POTENCIOMETRICA E
PRE-CONCENTRACAO

3.1 OBJETIVOS

3.1.1 Geral

Desenvolver uma metodologia eficiente para a determinacdo potenciométrica
de perclorato em vegetais usando siloxano, 2,5,8,11,14-pentaoxa-1-

silaciclotetradecano em coluna de pré-concentracao

3.1.2 Especificos

Sintetizar um siloxano funcionalizado a base de silica partindo dos
precursores tetraetilortosilicato e tetraetilenoglicol que seja capaz de pre-concentrar

o ion perclorato;

Caracterizar o siloxano obtido através das técnicas de ressonancia
magneética nuclear, analise elementar, espectroscopia na regido do infravermelho,

analise termogravimeétrica e microscopia eletrénica de varredura;

Empregar o siloxano como resina de pré-concentracdo num sistema em fluxo

multicomutado;
Preparar e avaliar uma membrana sensora seletiva a perclorato;

Aplicar o sistema multicomutado na determinagdo potenciométrica de

perclorato.
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3.2 REVISAO DA LITERATURA

3.2.1 Potenciometria

Em 1888, Walther Hermann Nernst estabeleceu a base da potenciometria
(ROSS, 1967), descrevendo a origem do potencial do eletrodo entre um metal e uma
solucéo contendo ions desse metal, e o potencial redox entre um metal inerte e uma
solugdo contendo um sistema redox (BAKKER; BHAKTHAVATSALAM; GEMENE,
2008).

A potenciometria € uma técnica eletroquimica bastante conhecida e usada
com frequéncia em andlise de amostras alimentares, ambientais, farmacéuticas,
entre outras. No campo eletroanalitico se destaca em parte, os eletrodos ions

seletivos (ISEs) em analises dessas amostras (MALON et al., 2006).

Esta técnica permite a determinacéo direta e seletiva da espécie quimica em
estudo de uma forma simples, sem necessidade de reacdes para a formacao de
compostos secundarios com reagentes, muitas vezes, toxicos. Associadas a estas
caracteristicas de desempenho, destaca-se ainda a alta rapidez na resposta,
geralmente em periodos inferiores a 30 segundos, assim como, a simplicidade do
equipamento e da operacao. A detecdo potenciométrica permite a determinacao do
analito independentemente da coloracdo ou turvacdo das amostras, dispensando
técnicas de filtracdo prévia das amostras (MALON et al., 2006), diferentemente do
gue acontece em metodologias espectrofotométricas. A potenciometria pode ser
acoplada a procedimentos de pré-concentracdo do analito, permitindo melhorar os
limites de detec&o dos ISEs.

Atualmente, medi¢cbes de concentracdes em niveis nhanomolares sdo comuns
e a deteccdo de ions em pequenos volumes de amostra na ordem de 1pL
mostraram que quantidades baixas podem sermedidas potenciometricamente sem
etapas de pré-concentracdo (LINDNER; PENDLEY, 2013).
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A construgdo dos eletrodos € muito simples e sédo portateis, podendo ser
usados numa vasta gama de ions. Os eletrodos ion-seletivo permitem a deteccéo do
analito de forma ndo-destrutiva da amostra em diferentes concentracdes, sendo
possivel a sua miniaturizagdo, sem perda significativa da sensibilidade. Esta técnica
€ de baixo custo e permite a producado em grandes quantidades destes sensores, 0s
quais podem ser aplicados na monitorizacdo de espécies quimicas de interesse
(SILVA et al., 2000). O aperfeicoamento destes sensores contribuem para analises
de rotina. Todas as vantagens deste método associado ao baixo custo dos
detectores e do equipamento, faz a determinacdo potenciométrica uma técnica de
controle analitico importante, quando comparado a metodologias convencionais,
sendo mais trabalhosa e lenta. Para a construcdo de eletrodos ion-seletivo é
necessario uma espécie quimica, ionéforo, que tem a finalidade de sensor de

reconhecimento quimico a espécie de interesse.

3.2.2 lon6foros

Sensores potenciométricos baseados em membranas lipofilicas, projetados para
detectar um Unico analito de interesse, estao entre as tecnologias de sensores mais
bem estabelecidas e estudadas. Uma caracteristica comum destes sensores é que 0
reconhecimento do analito ocorre quimicamente por bioreceptores, e por varios
outros receptores supramoleculares sintéticos, imobilizados nos substratos
poliméricos (SKOOG, 2014). O reconhecimento quimico de anion tem seu estudo
iniciado nos anos 60, em torno do mesmo tempo que a quimica de coordenacao de
cations a éteres de coroa e criptandos foi publicada por Pedersen e Lehn
(FERNANDES et al., 2001). Entretanto, a quimica de coordenagdo de anions tem
recebido pouca atencdo, sendo apenas nos ultimos 20 anos estudada e aplicada a
problemas inerentes a ligacdo de anions (MALON et al., 2006). Os anions
desempenham papéis importantes na area da medicina e catalise, e também é
associado a eutrofizacdo dos rios (ROSS, 1967) e relacionado com material
carcinogénico (BAKKER; BHAKTHAVATSALAM; GEMENE., 2008), uma vez que
pode interromper a producdo de hormdnios necessarios para se ter um boa saude
(LINDNER; PENDLEY., 2013). Contudo, a concepcdo de receptores de ions é
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particularmente dificil devido ao maior raio de ions relativamente aos cétions, por
interacbes de ligacdo eletrostatica mais complexas, a maior sensibilidade a
variacbes de pH (SILVA et al., 2000) diferentes dos cations, apenas um nuamero
comparativamente pequeno dos eletrodos seletivos de anions sdo conhecidos e
suas seletividades sao frequentemente pior do que para os cations (ROSS, 1967;
FIEDLER; RUZICKA.,1973). Assim sendo, sensores potenciométricos para anions
bastante lipofilicos tais como ClO4, 10, e NOj3 sdo geralmente baseados em
membranas poliméricas contendo trocadores de &anions, como sais de amoénio
lipofilicos (TORRES et al., 2001). Nos ultimos anos, foi dada uma especial atencéo a
concepcao e sintese de analogos / homdlogas / derivados de poliaminas naturais.
Suas estruturas quimicas também tem sido atraente para ser explorado no processo

de reconhecimento de tecnologias de sensores de aterramento seletivas.

3.2.3 Eletrodo ion-Seletivo (ISE)

A potenciometria baseia-se na medicdo do potencial de uma célula
eletroquimica constituida por um eletrodo de referéncia e um eletrodo indicador,
imersos na mesma amostra, na auséncia de corrente elétrica.

Nos ultimos anos foram publicados varios trabalhos reportando aplicacées de
ISE, muitos dos quais foram comercializados para anélises de rotina em laboratérios
( SANCHEZ-PEDRENO et al., 2000; SHAMSIPUR et al., 2008; GHOLAMIAN et al.,
2011; NEZAMZADEH-EJHIEH; BADRI, 2011; GUPTA et al., 2014). Com a evolucéo
notada nesta area foi permitida a melhora da seletividade, podendo também,
diminuir os limites de deteccdo dos ISE para grandezas na ordem de micro e
nanomolar (PERES-OLMOS et al., 2001).

Em 1989, Nernst propds esta técnica, para medir a acidez de uma solucéo
aguosa, com o eletrodo ion seletivo a hidrogénio, (BAKKER; BHAKTHAVATSALAM,;
GEMENE, 2008). No entanto, devido a sua complexidade n&do apresentava
finalidade pratica. Em 1906, Cremer desenvolveu o eletrodo de vidro para a
determinacado da acidez, destacando a detecgdo potenciométrica.

Existem vérios tipos de eletrodos de referéncia comercialzados, sendo o mais
utilizado, o eletrodo de prata/cloreto de prata (Ag/AgCl). A potenciometria é aplicada
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guando o operador conhece com exatiddo o potencial e que este seja constante e
completamente independente da solugcdo em andlise. JA4 o eletrodo indicador é
constituido por uma membrana sensora seletiva que tenh a capaidade de
reconhecer a espécie quimica de interesse sendo possivel determinar a
concentracdo de um determinado ion em solucédo, através da medida da variacdo do
potencial da célula eletroquimica.

Os eletrodos indicadores podem ser classificados segundo varios critérios,
sendo importante destacar os eletrodos ion-seletivos. O principal objetivo do ISE é
identificar e interagir seletivamente com a espécie de interesse, em que uma
alteracdo da sua atividade (ou concentracdo) em solucdo produz uma alteracdo no
potencial quimico do sistema e consequentemente no potencial elétrico da
membrana, o qual pode ser medido relativamente ao eletrodo de referéncia (
MALON et al., 2006). A relagao entre a atividade do analito idnico e a variagdo do

potencial registrado é traduzida pela equacdo de Nernst-Nikolsky (Equacéo 1).

RT
E=E, +ﬁlog an Equacéo 1

Onde:
E = Potencial da célula eletroquimica,;

E,= Potencial normal do eletrodo seletivo, do eletrodo de referéncia e da jungao

liquida;

R = Constante dos gases ideais;
T = Temperatura absoluta;

F = Constante de Faraday;

Z ,= Carga do ion primario;

a, = Atividade do ion primario.

Esta relacdo € considerada como resposta Nernstiana quando um eletrodo
interage com o ion em solugdo de acordo com um equilibro termodinamico dentro de

um determinado intervalo de atividade (ou concentracdo, caso a forca ibnica se
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encontre ajustada). Graficamente, € possivel visualizar quando a diferenca de
potencial entre o eletrodo indicador e o eletrodo de referéncia em funcdo do
logaritmo (log a») da atividade i6nica (ou concentracdo) de uma espécie quimica é
linear, apresentando um declive correspondente a Equacgéo 2.

2,303RT
7 F Equacao 2
A

Onde:
Z,= carga do ion;

F = constante de Faraday.

3.2.4 Adsorcéao

A adsorcdo pode ser entendida como quantidade de uma espécie quimica
acumulada numa superficie solida da fase estacionaria. Este processo poder ser
guimico, denominado de quimissorc¢ao; e fisico, onde € denominado de fisissorcao. A
quimissorcao ocorre quando ha formacéo de ligacbes quimicas entre as espécies
adsorbato e adsorvente alterando as propriedades quimicas, assim sendo,
considera-se como uma nova espécie quimica. Na fisissor¢cdo, ndo ocorre mudanca
nas ligacdes quimicas, ocorrendo adsorcéo por interagdes do tipo Van der Waals
elou ligagbes de hidrogénio (ARAKAKI, 2000; OLIVEIRA, 2008). A adsorcédo da
espécie de interesse ocorre através de sua imobilizacdo na superficie do

adsorvente, esse processo € a base da extragcdo em fase solida aplicada na

separacao e pré-concentracdo de espécies quimicas (TUMANG et al., 2009).
3.2.5 Silica

O silicio € um dos elementos mais abundante da crosta terrestre, e juntamente
com o oxigénio, forma o Oxido de composto binario que pode ser encontrado na
forma cristalina ou amorfa. O termo silica refere-se aos compostos de 6xido de silicio
(SiO,) em suas diversas formas, e esses compostos sdo responsaveis por cerca de

60% em peso de toda crosta terrestre. Assim sendo, a silica é o principal constituinte
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das rochas e areias. A silica possui uma estrutura semelhante a do diamante em sua
forma elementar (LLLER, 1979).

Em 1771, Scheele sintetizou o SiF4, e, em 1823 Berzelius sintetizou o SiCly,
esses foram os primeiros haletos de silicio obtidos pela dissolugédo de éxido de silicio
(SiO;) em &cidos inorganicos como HCl e HF, respectivamente. O primeiro
organossilano, o tetraetilssilano (SiEt,s) foi sintetizado em 1863 por C. Friedel e J.M.
Crafts (DEGEN, 1976).

Podemos encontrar o silicio em diversos materiais e suas aplicacdes permeiam
diversas areas de conhecimento. Os materiais de silica podem ser utilizados como
dispositivos eletronicos, vidros, argilas, ceramicas, e tantas outras aplicacfes de
grande importancia tecnologica e biomédica (YI, 2006). O silicio pertence a0 mesmo
grupo do carbono, mas apresenta comportamento quimico deferente. Esta
diferenciacdo deve-se principalmente aos numerosos compostos do tipo silicopenta
ou hexacoordenados (DENMARK; STAVENGER, 2000 ). Esses compostos existem

devido a participacao dos orbitais 3d vazios localizados no atomo de silicio.

A superficie da silica é formada por grupos silandis (Si-OH) e siloxanos (Si-O-Si),
sendo os silandis responsaveis pela reatividade da silica (NASSAR et al., 2002).
Essa reatividade confere a esses compostos uma grande diversidade estrutural,
além da capacidade de formacdo de materiais hibridos organico-inorganico. Esta
diversidade confere aos materiais de silica diversas aplicacdes como, por exemplo,
na separacao e pré-concentracao atraves da construgdo de sensores e extragdo em
fase sélida (SPE, do inglés solid phases extration). Neste trabalho foi usada uma
silica funcionalizada como fase solida, para pré-concentrar o ion perclorato, que sera
determinado potenciometricamente, através de membrana sensora, contendo um

ionéforo como reconhecedor quimico.
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Na Tabela 9 sdo apresentados os reagentes e solventes que foram utilizados

neste trabalho, com suas respectivas procedéncias. Os solventes e reagentes nao

passaram por nenhum processo de purificagdo prévio.

Tabela 9 - Reagentes usados no desenvolvimento deste trabalho.

Reagente Férmula Massa Grau de  Fabricante
molar Pureza
(g/mol) (%)

Tetraetilortosilicato SiCgH504 208,33 98,0 Aldrich
Tetraetilenoglicol C4H1003 194,23 99,0 Aldrich
Acetona CH3COCH; 58,08 99,0 Dindmica
Dioxano C,Hg0, 88,11 99,0 Vetec
Etanol CH3;CH,OH 46,07 99,0 Vetec
2-nitrofeniléter C1oHgNO3 215,20 99,0 Fluka
Cloreto de poli(vinil) (CH,CHCI), Fluka
Tetrahidrofurano C4HsO 72,11 99,0 Fluka
Cloreto de sodio NaCl 58,44 99,0 Fluka
Acetato de sédio CH;COONa 82,03 99,0 Fluka
Borato de sddio Na,B,0--10H,0 381,37 99,0 Fluka
Aminobenzoato de potassio C/HgNOLK 175,23 99,0 Fluka
Nitato de sodio NaNO3 84,99 99,0 Fluka
Sulfato de sédio Na,SO, 142,04 99,0 Fluka
Fosfato de sddio NasPO, 163,94 96,0 Fluka
Brometo de potassio KBr 119,00 99,0 Fluka
Citrato de sédio NazCgHs0- 294.10 99,0 Aldrich
Clorato de sédio NaClO3 106,44 99,0 Aldrich
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lodeto de potéssio Kl 166,00 98,0 Aldrich
Perclorato de sddio NaClO, 122,44 99,0 Aldrich
Periodato de sédio NalO, 213,89 99,0 Aldrich
Fluoreto de potéssio KF 58,10 99,0 Fluka
Salicilato de sédio C;HsNaO; 160,00 99,0 Fluka
Tiocianato de sédio NaSCN 81,07 98,0 Fluka

Fonte: Do autor, 2016
3.3.1 Solucdes

Todas as solugcdes foram preparadas utilizando-se &gua deionizada
preparada num sistema Milli - Q (condutividade < 0,1 uScm™ ) e reagentes de grau

analitico.
3.3.2 Solugéao estoque

Foram preparadas solu¢cdes em balBes volumétricos de 250 mL na concentracéo
de 0,10 mol L™ dos ions, a serem avaliados usando os sais cloreto de sédio, acetato
de sdédio, borato se sédio, aminobenzoato de potassio, brometo de potassio, fluoreto
de potéssio, fosfato de sdédio, nitrato de sddio, sulfato de sédio, fosfato de sdédio,
citrato de sodio, clorato de sédio, iodeto de potassio, perclorato de sodio, periodato

de sédio, salicilato de so6dio e tiocianato de sodio.
3.3.3 Solugdes de trabalho

As solugbes de trabalho foram preparadas a partir de diluicdes das solugdes
estoque. Foram preparadas solugcdes em concentracdes, cujo intervalo foi de uma
década, a partir da diluicdo da solucdo estoque. As concentracdes das solucdes de
perclorato variaram de 1,0 x 10 **a 1,0 x 10 mol L™
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3.3.4 Sintese e caracteriza¢do da silica funcionalizada (fase soélida)

Em um baldo de 100 mL, acoplado a um sistema de destilacdo (Figura 22),
foram adicionados 20 mL de 1,4-dioxano, 2,0 mL de tetraetilenoglicol (TEG), e 3,6
mL tetraetilortosilicato (TEOS) A reacgédo foi mantida em agitagédo e ap6s 10 min foi
adicionado o etoxido de sddio (previamente preparado utilizando 140 mg de sédio
metalico e 500 pL de etanol). O sistema foi deixado em agitacdo e refluxo numa

temperatura de 120°C pelo periodo de 4 h.

Figura 22 - Sistema reacional utilizado na obtencéo da fase solida.

Terminada a reacdo o solvente foi evaporado e o produto foi lavado com
etanol e acetona, e seco sob vacuo. Posteriormente, o material foi caracterizado, por
analise elementar, espectroscopia na regido do infravermelho, ressonéancia
magneética nuclear, analise termogravimeétrica e microscopia eletronica de varredura.
Este material foi preparado e caracterizado no decorrer do mestrado, no entanto
todos os procedimentos de sintese e caracterizacdo foram rigorosamente

reproduzidos a fim de avaliad-lo como resina de pré-concentragéo.

A andlise elementar de carbono e hidrogénio foi realizada utilizando hélio
como gas de arraste, em um equipamento modelo EA 1110 da Carlo Erba (CE
Instruments), da Central Analitica no Departamento de Quimica Fundamental da

Universidade Federal de Pernambuco.
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Os espectros de FTIR dos produtos foram obtidos utilizando-se pastilha de
KBr, cuja regido espectral foi varrida entre 4000 a 400 cm™. Os espectros de
infravermelho foram obtidos a temperatura ambiente por um espectrofotometro com
transformada de Fourier Bruker, modelo IFS66. As analises foram realizadas na

Central Analitica do Departamento de Quimica Fundamental da UFPE.

As medidas de ressonancia magnética nuclear de '*C (em cloroférmio
deuterado, CDCl;) e ?°Si (s6lido) foram realizadas em um equipamento VARIAN
Unity Plus 300 MHz, da Central Analitica do Departamento de Quimica Fundamental
da UFPE.

As andlises termogravimétricas foram realizadas em um equipamento da
SHIMADZU, modelo TGA-50/50H utilizando um fluxo de 50 mL/min de N, com taxa
de aquecimento de 10°C/min até 900°C. Para tanto, a amostra foi pesada e

colocada num recipiente de platina onde acontecia o processo de decomposicao.

As imagens foram obtidas em um microscépio de filamento de tungsténio da
SHIMADZU SS550, com voltagem de 12 KV, sonda 3.0 e distancia de trabalho de 16
nm. Cada amostra foi previamente metalizada com uma camada de 10-20 nm de

ouro.

3.3.5 Construcao do eletrodo convencional e tubular

3.3.5.1 Preparacéao do corpo do eletrodo

Para a confeccéao do eletrodo proposto, inicialmente, foi preparado um tubo de
perspex constituido por polimetiimetacrilato (PMMA), com 7 mm de diametro interno
e 10 mm de diametro externo, com tamanho cerca de 120 mm de comprimento. Para

eliminar as superficies irregulares obtidas, as extremidades dos tubos foram polidas.
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3.3.5.2 Preparacao do suporte condutor convencional e tubular

O eletrodo convencional usado neste trabalho, foi constituido por uma
membrana polimérica que continha a espécie responsavel pelo reconhecimento
quimico, depositada diretamente sobre um suporte condutor. Este ionoforo foi cedido
pelo grupo de pesquisas de sensores e biosensores da Faculdade de Farmacia da
Universidade do Porto, Portugal liderado pela professora Maria da Conceicao
Branco S. M. Montenegro.

O suporte condutor, composto por uma resina epoxidica (Araldite® M), um
endurecedor HY 5162 e grafite em p6 nas propor¢cdes adequadas, para servir de
apoio a membrana sensora e permitir também a conducao do sinal elétrico gerado
quando a menbrana entrar em contato com o analito.

Para preparo usou-se inicialmente uma mistura de Araldite® M e endurecedor
HY 5162, na propor¢cao de 1/0,4 (m/m), obtendo uma mistura homogénea. Foi
adicionado uma parte desta mistura ao grafite em p6 de modo a obter uma pasta
homogénea e de boa consisténcia. Para permitir a obtencédo de unidades funcionais
com caracteristicas adequadas, a relacao percentual entre a Araldite, o endurecedor
HY 5162 e a grafite, foi de de 32%, 13% e 55% (m/p), respectivamente.

Posteriormente, a pasta preparada foi imediatamente aplicada na extremidade
do tubo de perspex, de forma a ocupar uma camada com aproximadamente 5 mm
de espessura. Devendo ter o maximo de cuidado para fixar corretamente a pasta as
paredes do tubo de acrilico, para evitar qualquer infiltracdo de liquidos durante a
utilizacado dos eletrodos. Em seguida, foi introduzido pela extremidade oposta um
cabo condutor de cobre para permitir o contato direto com o suporte condutor. Para
gue o fio de cobre fosse fixado ao suporte condutor, o conjunto obtido foi mantido
em repouso a temperatura ambiente, durante 48 horas, para que ocorresse a
polimerizacao da resina epoxidica e endurecimento do proprio suporte.

Depois da secagem, o cabo foi fixado na outra extremimade do tubo de perspex
com filme plastico. Além disso, de modo a remover o excesso de suporte condutor
aplicado e a permitir uma ligeira concavidade para posterior deposicdo da
membrana sensora, promoveu-se 0 excesso por atrito do suporte de grafite com lixa

Rhynowood P420, permitindo também obter uma superficie lisa e eliminar a fracao
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oxidada. Por fim, para eliminar a presenca de eventuais residuos existentes na
superficie condutora, que posteriormente pudesse interferir na geracdo do sinal
elétrico, esta foi limpa eficazmente com papel absorvente embebido em
tetrahidrofurano (THF).

Para confeccionar o eletrodo tubular foi cortado tubo de perspex em tamanhos
de 10 mm, e depois foi preenchido com a pasta e, em seguida, fixou o fio de cobre
apos o endurecimento da pasta, Foi feita uma abertura de 0,8 mm d.i. os lados, e os
mesmos foram lixados com lixa Rhynowood P420. Para o eletrodo convencional foi
feito o mesmo procedimento. Na Figura 23 € apresentada uma fotografia dos

eletrodos confeccionados neste trabalho.

Figura 23 - Imagem dos eletrodos usados neste trabalho (eletrodo tubular e

convencional).

Fonte: Do autor, 2016.

3.3.5.3 Preparacdo das membranas sensoras

A membrana sensora testada ao longo deste trabalho foi preparada usando o
bis-naftalimidopropil-4,4'-diaminodifenilmetano (BNIP (4,4) DADPM (LC1)) cedida
pelo professor Paul Kong Thoo Lin, Robert Gordon University Scotland United
kingdom, (Figura 24) como candidato a ionoforo para preparacdo de membranas
potenciométricas. Varios eletrodos de contato sélido foram incorporados a uma
membrana de PVC plastificada com BNIP (4,4) DaDPM em diferentes solventes



76

mediadores na presenca ou na auséncia de aditivos (catibnicos ou aniénicos) com
alguns ions inorganicos e organicos usuais. Os coeficientes de seletividade indicam
claramente que o sensor é seletivo para CIO, diante de um nuamero de outras

espécies organicas e inorganicas avaliadas.

Figura 24 - Estrutura quimica de bis-naftalimidopropil-4,4'-diaminodifenilmetano
(BNIP (4,4) DADPM) (GIL et al., 2015).

O @)
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Fonte: GIL et al., 2015.

Foi dissolvida 180 mg de PVC em 6,0 mL de tetrahidrofurano a temperatura
ambiente. Em seguida, 5,8 mg do iondéforo foi solubilizados em 400mg do solvente
mediador. Usou-se uma vareta para garantir a homogeneidade da solucdo. Depois
de dissolvido, o PVC foi misturado com os restantes constituintes, obtendo-se assim

a membrana sensora.
3.3.5.4 Aplicacdo da membrana sensora (método convencional)

Depois de preparada a membrana sensora foi depositada, gotejando a solucao
sobre a superficie do suporte condutor previamente limpo com THF. O solvente foi
evaporado a temperatura ambiente entre cada aplicacdo. O gotejamento da solugéo
sensora foi efetuado o niUmero de vezes necessario para que no final fosse formado
uma pelicula com cerca de 2 mm de espessura. A deposi¢cdo da solugdo sensora
apresentava alguma precaucao em determinados aspetos, tais como, ndo danificar a
camada anteriormente aplicada e promover uma distribuicio homogénea da
membrana ao longo de toda a superficie.

Apés obtencdo da espessura desejada, os eletrodos foram deixados por
cerca de 24 horas em repouso para que todo o THF fosse evaporado. Neste ponto o

eletrodo foi coberto com o uso de um béquer, a fim de proteger a superficie dos
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eletrodos, para que ndo fossem incorporadas particulas presentes no ar, que
posteriormente pudessem interferir nas caracteristicas do eletrodo, alterando seu
funcionamento.

Antes da utilizacdo dos eletrodos preparados, foi necesséria a hidratacdo da
membrana sensora por contato com agua Milli-Q, sob agitacdo intensa e constante,

por um tempo minimo de 30 min.

3.3.5.5 Avaliacéo do eletrodo convencional

A membrana sensora foi usada na avaliacdo de diversos ions. Para isso usou-se
um béquer de 200 mL com 25 mL de 4gua deionizada, com os eletrodos de trabalho
e de referéncia imersos. O conjunto béquer-eletrodos foi colocado em uma placa de
agitacdo magnética, e com o auxilio de uma pipeta automética (Gilson modelos
P100, P1000 e P5000) foram adicionados volumes que variaram de 20 a 2500 uL de
sulfato de sédio com concentracdes foram 102 e 10* mol L?, em intervalos
suficientes para a estabilizacdo do sinal analitico. O sinal foi registrado por um
voltimetro digital da marca Crison micro pH (sensibilidade de +0,1mV) que mede a
diferenca de potencial entre os eletrodos indicadores e de referéncia. Este voltimetro
foi acoplado a um comutador de eletrodos da marca Orion, modelo 605. Um eletrodo
de Ag/AgCl de dupla jungédo, Orion 90-02-00, foi utilizado como eletrodo de
referéncia, contendo solucdo padrédo de nitrato de potassio, como solucéo externa, e
cloreto de prata, como solucédo interna. O aparato utilizado é apresentado na Figura
25.
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Figura 25 - Fotografia do sistema usado na avaliacdo da membrana sensora.

|

Fonte: Do autor, 2016.
3.3.5.6 Teste de influéncia do pH

Depois de selecionado o fon perclorato, usou-se as concentracdes 10° e 10™
mol L™, com variacdo de pH entre 2 e 12. Fez-se entdo uma avaliacédo para verificar
a influéncia do pH na resposta potenciométrica dos eletrodos construidos. Foi
utilizado um potencidmetro, contendo um eletrodo de vidro, da marca Phillips GAH
110. A determinacdo na resposta potenciométrica foi efetuada através da realizacédo
de diagramas de Reilley, que consistiam em provocar variacdes crescentes e
decrescentes de pH em solucdes da espécie quimica em estudo a diferentes
concentracdes. Para isso, foram preparadas duas solu¢des do ion perclorato num
volume de 250 mL, em que as concentracdes diferiam entre si uma década (uma
solucdo de concentracdo 10 mol L™ e outra de 10* mol L™). Posteriormente, num
bequer de vidro foram colocados, aproximadamente, 200 mL da solucdo 10 mol L™,
na qual se introduziram trés unidades dos eletrodos indicadores construidos, o
eletrodo de referéncia e o eletrodo de pH.

Os ensaios foram realizados no sentido crescente de pH, procedeu-se o ajuste
prévio do pH da solucdo, em que os eletrodos estavam mergulhados, a um valor
proximo de 2, através da adicdo de uma solugdo concentrada de &cido sulfarico
(H2SO,). Depois foram adicionados pequenos volumes de uma solucédo concentrada

de hidréxido de sodio (NaOH), com o objetivo de promover ligeiras alteracdes do pH



79

para valores superiores, até atingir um valor proximo de 12. As variacfes de pH era
na ordem das 0,2 unidades, registrando para cada alteracdo, o valor do potencial e
do pH obtidos.

Apés lavagem dos eletrodos com &gua deionizada sob agitacdo constante e
secagem com papel absorvente, repetiu-se 0 mesmo procedimento para a solugéo
mais concentrada.

Apoés obtencdo de todos os valores, foi tracado o grafico do potencial da
célula eletroquimica em funcdo da variacdo de pH, sendo definido como patamar
operacional dos eletrodos em estudo, o intervalo dos valores de pH em que as

variacfes do potencial registadas eram inferiores a £ 5 mV.

3.3.6 desenvolvimento do método proposto empregando sistema em fluxo

3.3.6.1 Preparo da Fase Solida e do eletrodo tubular

A avaliacdo da fase sélida sintetizada foi realizada fazendo uso de duas
massas diferentes de composto, 45 e 70 mg. Essa quantidades de massas, foram
adicionadas a colunas acrilicas com 0,3 mm de didmetro interno e 1 ou 2 cm de
comprimento, entre duas rolhas de 1a de algod&o. A insercéo da coluna foi feita entre
a valvula solenoide e a confluéncia. O sensor de perclorato com uma configuracéo
tubular, foi preparado por enchimento de um tubo acrilico (10 mm de comprimento e
8 mm de diametro) com a pasta polimérica. A ligacéo elétrica foi assegurada atraves
de um cabo elétrico blindado inserido através de um furo na parede da superficie
lateral do tubo. Em seguida, o furo central foi perfurado ao longo da resina
condutora, pela qual a mistura do sensor em THF foi descartada. Para permitir a
evaporacao de THF, os sensores recém-preparados foram deixados a temperatura
ambiente durante 24 h. Os sensores foram embebidos em agua deionizada durante
uma semana antes da primeira utilizagdo para promover a hidratacdo membrana. O
sensor de perclorato com a configuracdo tubular foi adaptado ao sistema de fluxo

multicommutado, e empregado ao sistema de deteccdo potenciométrica (Figura 26),
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e avaliado por meio de respostas para solugbes padroes de perclorato com

concentracdes variando entre 10° e 10" mol L™

Figura 26 - Fotografia do sistema multicomutado utilizado na determinag&o do
perclorato.

Fonte: Do autor, 2016.

3.3.6.2 Sistema em fluxo multicomutado para a determinacéo de perclorato

O diagrama em fluxo utilizado neste trabalho é apresentado na Figura 27. Para a
determinacdo potenciométrica de perclorato o diagrama se baseou no conceito de

multicomutacao.
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Figura 27 - Diagrama em fluxo utilizado neste trabalho, onde: Py, P,, P3 = Mini-
bombas solenoide de pL; V = valvula solenoide de trés vias; x,y = confluéncias.; ISE

= eletrodo de trabalho; E Ref. = eletrodo referéncia F.S.= fase sdlida.; W = descarte.

Amostras /= P
2

Eluente
ou agua

Fonte: Do autor, 2016.

A seguencia de acionamento das mini-bombas e valvulas é apresentada na Tabela
10.

Tabela 10 - Sequencia de acionamento das mini-bombas e valvulas.

Etapas P P, Ps V  Tempo (s) Pulsos

1/0 0 0 0 - 80

Enchimento das mini-bombas 0 1/0 0 1 16 80
0 0 1/0 1 16 80

Amostragem e pré- concentracao 0 1/0 0 0 - 80
0 0 1/0 0 - 60

Eluigao, leitura do sinal e lavagem  q/q 0 0 0 . 100
Troca de amostra 0 1/0 0 1 16 80

*]1 e 1/0 = Acionada; 0 Desativada

Fonte: Do autor, 2016.
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Inicialmente as mini-bombas e a valvula sdo acionadas para que todo o percurso
analitico seja preenchido. A mini-bomba P; foi empregada para a insercdo das
solucbes de reagentes e de amostras sem a solucdo passar pela coluna. As
solucbes de perclorato de concentracdo que variaram de 10° a 10" mol L™ foram
inseridas usando a mini-bomba P, durante 80 segundos, permitindo assim a pré-
concentracdo da amostra na coluna. Em seguida, uma solucéo de cloreto de sodio
0,2mol L™ foi usada como eluente durante 100 s, o perclorato eluido era entdo
detectado. O eluente foi introduzido pela mini-boma P3;. Toda vez que a solucdo de
perclorato ou amostra era alterada a valvula solendide era ativada durante 30 s, e a
solucéo anterior dentro do percurso analitico se dirigia para o descarte, ja que foram
empregadas para o transporte da zona de amostragem, deteccdo e limpeza do
sistema.

A taxa de bombeamento da mini-bomba P1 foi resolvida a 4,0 pl s, com a
solucéo fluindo através do sensor de perclorato por um tempo de 100 s. Em seguida,
o fluxo foi interrompido, e a leitura apos a estabilizacdo do potencial registado em *
0,2 mV. O coeficiente de seletividade potenciométrico para os anions mais comuns
apresentados na matriz de amostra foram avaliadas por meio do método de
interferéncia fixa (PEREZ, et al., 2003) por adicdo de volumes de perclorato
rigorosamente de solucdo para solucées contendo 102 ou 10™ mol L? de cada fon,
em seguida foi medido o potencial de interferéncia resultante.

Para a determinacdo do ion perclorato, o médulo de andlise foi construido
empregando-se trés mini-bombas solenoide (Ref.P/N 090SPSP12-8 12VDC) de
capacidade de 4,0 uL fabricadas pela BIO-CHEM (Valve Inc, Boonton, USA) e uma
valvula solenoide de 3 vias, (Ref. Nresearch 161P011). Para a confeccao das linhas
de fluxo foram utilizados tubos de polietileno de 0,8 mm d.i. Foram também usadas
confluéncias e suporte para os eletrodos de referéncia tubular construidas em
acrilico.

O sistema detector é composto por voltimetro digital da marca Crison micro
pH (sensibilidade de +0,1mV), que mede as diferencas de potenciais, um comutador
de eletrodos da marca Orion, modelo 605, Um elétrodo de referéncia de Ag/AgCl de
dupla juncéo, Orion 90-02-00 e o eletrodo de trabalho preparado. Equipamentos e
acessorios complementares, tais como, baldes volumétricos, béqueres e pipeta
automatica, foram utilizados para preparar as solucdes. O controle desses

dispositivos foi realizado pelo microcomputador, através de uma interface eletronica
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que foi confeccionada no laboratério usando o circuito integrado ULN2803A, o qual
estava conectado a uma interface USB6009, (National instruments). A interface
USB6009 foi ligada a porta USB do microcomputador conforme apresentado na
Figura 6. Para o acionamento das mini-bombas utilizou-se uma interface de poténcia
de 12 V e intensidade de corrente de aproximadamente 2 A. As mini-bombas foram
acionadas mantendo uma frequéncia de 5 Hz, correspondendo aos intervalos de
tempo de acionamento (ligado / desligado) de 0,1s/ 0,1 s.

A manipulagdo do sistema foi permitida devido aos formulérios de interacéo
que permite ao analista interagir selecionando as variaveis de entrada de interesse,
tais como, numero de replicatas, numero de ciclos de amostragem, tempo de
acionamento das mini-bombas solendide, valvulas de 3 vias. Para tanto foram

criados botbes para salvar, parar a mini-bombas e valvulas de 3 vias, e iniciar leitura.

O programa para o controle do modulo de analise foi desenvolvido em
linguagem Lab View 8.6, os quais foram estruturados para realizar o controle das
variaveis do sistema propostos. Para a aquisicdo dos dados no procedimento de
determinacao do ion perclorato foi preciso fornecer dados de entrada como pulsos e
tempo de acionamento dos dispositivos. Os dados registrados no voltimetro eram

anotados e salvos no programa Microsoft Excel® para tratamento posterior.

3.3.6.3 Desenvolvimento do método para a determinacdo potenciométrica do

ion perclorato

Para a determinagéo potenciométrica do ion perclorato utilizou-se a metodologia
de andlise em fluxo baseada na inser¢cdo das amostras em contato com eletrodo
indicador, onde o ionéforo esta presente através da membrana sensora, permitindo
a deteccao do analito atraves da diferenca de potencial. Antes desse processo, era
necessario que a amostra passasse pela coluna, com o objetivo de pré-concentrar o
analito, e apos a eluicdo o sinal era registrado. Foram estudados os parametros de
volume de amostras e tempo de acionamento das mini-bombas, para a introducéo

das solucdes de padrbes e amostras.
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3.4 ANALISES DAS AMOSTRAS

Apoés a otimizacdo do sistema, foram realizadas as analises de amostras de
batata, alface, tomate, pimentdo, cebola, feijao, cenoura, beterraba e abodbora para
determinacdo do ion perclorato. As amostras foram adquiridas nos mercados locais
da Regido do Porto, em Portugal. Também, foram realizados testes de adicédo e
recuperacdo em 5 diferentes tipos de amostras, onde as solu¢cdes de amostras
foram adicionadas as solu¢ées de referéncias.

As amostras foram trituradas em seguida foram pesadas cerca del00 g de
cada vegetal triturado sendo transferidos para um misturador com solucéo de sulfato
de sédio (0,033 mol L") na proporcdo de 1: 3 (w / w). Foram misturadas durante
cinco minutos e em seguida centrifugadas a 2000 rpm durante 1 h . O sobrenadante
foi filtrado através de filtros de membrana de seringa Corning® - nylon, tamanho de

poro de 0,45 um e estocado para posterior uso ( CALDERON et al., 2014).

3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.5.1 Caracterizacao da Silica Funcionalizada

O material de silica, 2,5,8,11,14 - pentaoxa - 1 - silaciclotetradecano , usado na
coluna foi obtido na forma de um sélido de coloracdo branca, e apresentou

estabilidade térmica e mecéanica.

Na anélise do RMN de °Si da silica gel (Figura 28) é verificada a presenca de
trés sinais, atribuidos as espécies Q4, Q3 e Q2, que aparecem em valores
aproximados de deslocamento quimico de -110, -100 e -95 ppm, respectivamente
(MOSCOFIAN; SILVA ; AIROLDI., 2008).
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Figura 28 - Espectro de ressonancia magnética nuclear de *°Si de uma amostra de
silica gel (MOSCOFIAN; SILVA ; AIROLDI., 2008).
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Fonte: MASCOFIAN et al., 2008.

Estes sinais tem relacdo com os grupos siloxanos (silicio ligado a quatro atomos
de oxigénio), aos grupos silandis isolados [(SiO)3SiOH] e aos grupos silandis
geminais [Si(OSi),(OH),], respectivamente. Na analise das amostras obtidas serdo
atribuidos sinais a silicios presentes quanto a sua vizinhangca quimica assumindo
gue as unidades C-O-Si se comportam e apresentam mesmo deslocamento quimico
que as unidades siloxanos.

No caso da ressonancia magnética nuclear de '*C no estado sélido, os
espectros indicam o ambiente quimico de cada carbono presente nas estruturas das
matrizes. A analise desse ambiente quimico permite identificar a maneira de como
as cadeias organicas foram ligadas a rede inorganica da matriz hibrida. Os sinais
apresentados por cada espectro indicam que existe ligacdo covalente nas estruturas
inorganicas (SALES; PRADO; AIROLDI., 2005).
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A Figura 29 mostra 0 espectro de ressonancia magnética nuclear de ?°Si da

silica funcionalizada, cujos picos foram identificados.

Figura 29 - Espectro de ressonancia magnética nuclear de *°Si (sélido) da silica

funcionalizada.
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Fonte: Do autor, 2016.

O espectro de RMN de #*Si mostra trés sinais. O primeiro sinal aparece com
valor de deslocamento quimico igual a -114.98 ppm e esta relacionado com o silicio
do tipo Q2. O espectro mostra ainda a presenca de silicio do tipo Q3, com valor de
deslocamento quimico igual a -125.26 ppm, e outro em torno de -131.90 ppm

referente ao silicio do tipo Q4.



87

A Figura 30 mostra o espectro de ressonancia magnética nuclear de *C da

silica sintetizada neste trabalho.

Figura 30 - Espectro de 3C (s¢lido) (75 MHz).
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Fonte: BELIAN et al., 2012.

O espectro de RMN *3C apresentou os seguintes picos:

Ca 2> 6 61,326; 2C: referentes aos carbonos préximos ao silicio, que apresentam
maior blindagem sendo deslocado para a direita (minimizando o efeito do oxigénio

préximo ao carbono em questao).

Os demais carbonos aparecem apresentam na regido de éteres, entre 60-80 ppm:
Cb: 6 69,799; 2C; Cc: 6 70,336; 2C; e Cd: 6 72,710; 2C.

O espectro de RMN de **C mostra um sinal com valor de deslocamento quimico
em torno de 59.18 ppm este sinal se refere aos carbonos préximo ao silicio podendo
estar ligado de modo a formar o grupo (C-O-Si) indicando a existéncia da ligacao
entre o carbono o oxigénio e o silicio, 0 espectro mostra ainda outro sinal com valor
de deslocamento quimico em cerca de 68.16 ppm este deslocamento esta

relacionado com o carbono que esta na regido caracteristica para grupo éter (C-O-
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C), com evidéncias da existéncias de dois tipos de carbono é possivel saber como

ele se organizam na estrutura analisando a partir do material de partida.

A partir dos dados de ressonancia magnética nuclear de *C e 2°Si, foi possivel
atribuir uma estrutura inicial (Figura 31), que posteriormente apresentou coeréncia

frente as demais caracterizacdes realizadas.

Figura 31 - Estrutura proposta para a silica sintetizada, o 2,5,8,11,14 - pentaoxa - 1

— silaciclotetradecano-soédico.
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Fonte: BELIAN et al., 2012.

7

A espectroscopia na regido do infravermelho é um método utilizado para
caracterizar os grupos funcionais presentes nos compostos sintetizados. Essa
técnica é rapida, econdémica e ndo destrutiva, podendo ser aplicada universalmente
em analises estruturais e como fonte para a elucidacédo das relacdes qualitativas

entre espécies (RUSSEL; FRASER., 1994).

O espectro na regido do infravermelho para o organosilano sintetizado Figura
32, apresenta bandas caracteristicas dos grupos que constituem a superficie e o
interior da rede inorganica, e apresenta também bandas caracteristicas de grupos

organicos.
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Figura 32 - Espectro de infravermelho da silica funcionalizada.
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Fonte: Do autor, 2016.

Pelo espectro de infravermelho é possivel observar uma banda intensa na

regido de 1070 cm ™

, que é atribuida aos estiramentos dos grupos siloxanos (Si-O-
Si) da rede inorgéanica de silica; uma banda também de alta intensidade na regido de
1100 cm™ referente aos estiramentos dos grupos Si-O-C, e, uma banda em 1120
cm™ atribuida aos grupos glicdis C-O-C. Observa-se ainda uma banda fraca na

regido de 947 cm *

referente & deformacdo angular dos grupos Si-OH livres na
superficie da rede inorganica; na regido de 1350 cm™ observa-se uma banda
referente ao grupo C-C; e, uma banda em 2900 cm™ atribuida ao grupo CH..
Também é possivel verificar a presenca de uma banda intensa em 3390 cm *

referente aos grupos OH de moléculas de agua adsorvidas na superficie do material.

A férmula minima proposta para a estrutura esta relacionada com os dados
obtidos dos espectros de RMN e de infravermelho, no entanto foi necessario realizar
uma analise elementar para estimar uma proporcéo entre silicio e carbono na silica

produzida.
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A Tabela 11 mostra os dados da analise elementar do composto. Os dados
tedricos e experimentais confirmam a formula minima proposta e apresentou um erro

menor que 0,2%.

Tabela 11 - Dados de anélise elementar e férmula minima para a silica

funcionalizada.

Foérmula minima %C %H

Experimental Tedrico  Experimental Teorico

Si5030H69023Na3 33,17 33,15 6,36 6,35

Fonte: Do autor, 2016.

A analise termogravimétrica fornece dados que nos permitem obter
conhecimento a respeito da estabilidade térmica dos materiais sintetizados, da
temperatura de degradacdo dos grupos ligados as estruturas e, também, da
guantidade de moléculas imobilizadas. Esses dados complementam as informacdes
fornecidas pela andlise elementar e pelos métodos espectroscépicos utilizados.
Através da termogravimetria pode-se ainda estimar a quantidade de grupos silandis
presente na superficie da silica gel (FARIAS; AIROLD, 1998). Esses dados séo
importantes no planejamento estequiométrico de uma reacdo especifica na
superficie da rede inorganica, de maneira que essa informacao € fundamental para a
realizacdo de reacdes de imobilizacdo em superficie de polimero inorganico. Nesta
técnica, uma quantidade definida de cada amostra € submetida a um aumento
gradual da temperatura em um forno, em atmosfera controlada, e a perda de massa
produzida pelos processos decorrentes deste aumento de temperatura é detectada
por uma termobalanca. Este procedimento gera curvas, que representam a perda de
massa de amostra em funcdo da temperatura do forno. Para os compostos
sintetizados, a dindmica de decomposi¢cdo, bem como, sua estabilidade térmica foi
analisada através da técnica de termogravimetria. De maneira geral, todos 0s
produtos apresentaram um padrdo caracteristico de decomposicdo com eventos

sucessivos de perda de massa.
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A andlise termogravimétrica para o composto mostrou trés eventos de perda de

massa (Figura 33).

Figura 33 - Curva térmica da silica funcionalizada, tendo em destaque o0s

percentuais de perda de massa para cada evento térmico.
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Fonte: BELIAN etal., 2012.

Analisando os valores de perda de massa, sugere-se uma estrutura estendida
para o composto. A primeira perda de 2,8% em torno de 100 °C atribuiu-se a perda
de duas moléculas de agua adsorvidas e, na segunda perda de massa, estima-se a
saida das moléculas dos grupos glicois dispostos nas extremidades da rede de
silica, conforme mostra a Figura 34, com uma perda de massa de 39,8%. A terceira
etapa mostra uma perda de massa em 21,7 % referente aos glicéis mais internos
(ZHURAVLEV, 2000).



Figura 34 - Esquema simplificado para a primeira e segunda perda de massa da

silica funcionaliza.
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Fonte: BELIAN et al., 2012.
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Através da microscopia eletronica de varredura (Figura 35) foi possivel observar

um material aglomerados de particulas e com alta homogeneidade.

Figura 35 - Micrografias do material ampliadas em (a) 120 vezes e (b) 10.000 vezes
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Fonte: BELIAN et al.,, 2012.

A silica funcionalizada sintetizada foi usada como fase solida para pré-concentrar
o ion perclorato. Em seguida o perclorato foi determinado potenciometricamente

usando um eletrodo ion seletivo a base de Bisnaftalimidopropil-4,4-

diaminodifenilmetano como molécula sensora.

3.5.2 Avaliacéo do eletrodo convencional

No decorrer deste trabalho, foi utilizado um eletrodo desenvolvido por Gil e
colaboradores (2015) contendo a bisnaftalimidopropil-4,4-diaminodifenilmetano,
como espécie eletroativa a ser usada na construcdo de eletrodos seletivos a ions.
Em testes iniciais, para verificar as caracteristicas de seletividade aniénica foram
avaliados diferentes espécies anibnicas tais como, acetato, aminobenzoato, borato,
brometo, citrato, cloreto, clorato, fluoreto, fostato, hidrogenofosfato, iodeto, nitrato,
perclorato, periodato, salicilato, sulfato tartarato e tiocianato na concentragéo de 10

mol L™, na presenca da membrana polimérica constituida por 1% do ionéforo, 31%
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de PVC e 68% do solvente mediador (ONPPE). Os resultados obtidos sao

apresentados na Tabela 12.

Na Tabela 12, é possivel observar que o BNIP (4,4) Dapm (LC1) apresentava

seletividade por resposta potenciométrica Nernstiana.

Tabela 12 — Respostas potenciométricas do sensor obtidas para diferentes
espécies aniodnicas.

Anions Res.posta Anions Resposta
potenciométrica potenciométrica
Acetato Ausente Hidrogenofosfato Ausente
Aminobenzoato Ausente lodeto Nernstiana
Borato Ausente Nitrato Ausente
Brometo Ausente Perclorato Nernstiana
Citrato Nernstiana Periodato Nernstiana
Cloreto Ausente Salicilato Nernstiana
Clorato Nernstiana Sulfato Ausente
Fluoreto Ausente Tartarato Ausente
Fostato Ausente Tiocianato Nernstiana

Fonte: GIL et al., 2015

Deste modo foi verificado resposta potenciométrica Nerstiana para sete espécies: o
citrato, o clorato, o iodeto, o perclorato, o periodato, o salicilato e o tiocianato, o que
mostra a capacidade do BNIP (4,4) DaPM (LC1) ser usado como reconhecedor de
espécie quimica, sendo o BNIP (4,4) DaPM (LC1) um promissor ion6foro para o
desenvolvimento de sensores potenciométricos. Em seguida, foram avaliadas as
caracteristicas gerais de funcionamento do sensor para os diferentes Anions que
apresentava uma resposta potenciométrica que segue a equacao de Nernst, através
da realizacdo de curvas de calibracdo. Para tanto, foram preparadas solucgdes
padrdo em concentracdes que permitissem, apos o tragado da curva de calibracéo,
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obter dados como o limite inferior de resposta linear (LIRL), o limite pratico de

deteccao (LPD) e o declive da zona de resposta linear.

Tabela 13 - Caracteristicas gerais de funcionamento do Sensor para anions

estudados neste trabalho e na referéncia (GIL et al.,2015)

Citrato Clorato Iodeto Perclorato Periodato Salicilato Tiocianato
Anion
Caracteristicas de
desempenho
Declive (mV/dec) -57,1 -55,7 -51,9 -54,1 -57,6 -49,1 -51,5
Reprodutibilidade
Entre calibra¢des 4,6, --- 2,0=3 0,7n=3 1,57 =4 --- 2,50=>
Entre eletrodos 1,8,-3 0,514 0,4n=3 1,303 0,543 1,24 1,6n=3
Rz | 0,9841, 0,9992,-4 0,9978,-9 0,9993, - 0,9988,-1> 0,9964,-, 0,9987 ¢
(8,96 + ( (3,26 +
4,11 + - (1,24 £0,00) (9,08 + (1,97 + (4,11 + 0,00)
LIRL (M) O’fg)ax 0,00)x 10° 079X 10 x 107 1,82)x 107 0,00) x 10° x 107
(6,47 + ( (1,55 +
3,93+ (7,66 £0,42) (6,41 + (1,27 + (2,77 £ 0,34)
LPD (M) O’fg.%x 019)x10° 017x10 X 10° 1,76)x 107 0,03) x 10° x 107
pH [3,5;11]

Legenda: LIRL . Limite inferior de resposta linear; LPD . Limite pratico de deteccéo.

Fonte: GIL et al., 2015.

Os resultados obtidos encontram-se descriminados na Tabela 13 que

mostram as caracteristicas gerais da calibracdo. Esses resultados mostram as

caracteristicas do funcionamento do eletrodo para diversos ions. Foram avaliados os

ions presentes na tabela 13 segundo Gil e colaboradores (2015), com adicional dos

resultados para o ion citrato e para os resultados de pH. A Figura 36 mostra as

curvas de calibracao para os anions analisados.
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Figura 36 - Curvas de resposta potenciométrica para diferentes anions, obtidas

usando o sensor proposto (GIL et al., 2015).
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Fonte: Gil te al., 2015

Durante a realizagdo dos varios ensaios experimentais verificou-se uma
melhora das propriedades gerais de funcionamento dos eletrodos, que foi atribuida a
hidratacdo progressiva da membrana sensora, 0 que facilitava a estabilizacdo do
sistema interno de referéncia. Embora, ao fim de vérias calibracdes, a lixiviacdo dos
constituintes da membrana polimérica conduzia a perda ou diminuicdo das
caracteristicas de funcionamento dos eletrodos.

O resultado do teste da influéncia do pH é apresentado na figura 37. O
funcionamento do eletrodo nos permitiu afirmar que a faixa de trabalho seria no

intervalo de pH que varia de 3 a 10.
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Figura 37 - Influéncia do pH no eletrodo seletivo de perclorato para as

concentracdes 1x10“*mol L™* 1x10° mol L™.
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Fonte: GIL et al., 2015

3 5.3. Sistema em fluxo multicomutado para a determinacdo potenciométrica de

perclorato

Depois da avaliacdo do eletrodo convencional, realizou-se o estudo com o
eletrodo tubular. Inicialmente, realizou-se um teste para a obtencdo da curva
analitica para o perclorato empregando a membrana sensora depositada no eletrodo

tubular.

A solucdo de perclorato de concentracdo, numa faixa de 1,0x10"? a 1,0x10*
mol L, foi inserida no sistema pela mini-bomba P; (sem pré-concentracdo) e,
posteriormente, pela mini-bomba P, passando pela coluna contendo a fase soélida

(pré-concentracao).

Foi previamente evidenciado que a poliamina bisnafitilimido propil-4,4 '-

diaminodifenilmetano fornece resultados potenciométricos para a determinacdo de
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perclorato com limite inferior pratico de deteccéo (LPD) de 7,7 (+ 0,4) x10® mol L™ e
o limite inferior de intervalo linear (LIRL) de 1.24x10" mol L. Este desempenho é
melhor do que outros eletrodos seletivos a perclorato descritos na literatura
(FARRELL, 1997.; GHOLAMIAN, SHEIKH-MOHSENI, & SALAVATI-NIASARI, 2011.;
GUPTA, SINGH, SINGH, & UPADHYAY, 2014.; QIN, ZHANG, GAN, & SUN, 2014.;
BAGHERIFAM ET AL., 2014.; ONTIVEROS-VALENCIA, TANG, KRAJMALNIK-
BROWN, & RITTMANN, 2014), e foi justificada pelo equilibrio de associacédo /
dissociagao (log BIL1 = 3,18 (x 0,04)), estabelecido entre a poliamina e a massa de
perclorato na membrana. A auséncia de sitios iGnicos as impurezas anibnicas na
membrana assegura a baixa atividade do perclorato livre e a capacidade de dar
resposta nernstiana a niveis baixos do analito. Para acoplar o sensor no sistema de

fluxo com robustez fisica adequada foi adotada a configuracao tubular.

A curva analitica obedeceu a equacédo Ecell = -222,1 (+ 1,5) - 52,4 (+ 0,6)
logperciorato)- OS tempos de resposta para obter uma resposta potenciométrica para as
solucBes de percloratos com concentragdes abaixo 5.0x107" mol L™ variou de 80 s
até 15 min. De modo a limitar o volume da solu¢do padrdo no sistema e a fim de
atingir a resposta, o tempo foi fixado em 80 s, e quando necessério a
reprodutibilidade da resposta do sensor de perclorato com solugbes de
concentracdes mais elevadas, como 1,0x10° mol L. Numa segunda experiéncia, a
resposta potenciométrica das solucdes-padréo agora acionados pela mini-bomba P,
com a solucdo de perclorato passando através da coluna com 70 mg de silica .
Durante o periodo de tempo de 80 s a mini-bomba inseriu as solu¢cbes padrao e
nenhuma mudanca no potencial de leitura foi observada para todas as solugdes de
perclorato com concentracdes inferiores a 10™ mol L™. Em seguida, a diminuicdo do
potencial mais alto para as solugdes concentradas atingir rapidamente resposta

nersntiana para concentracées mais elevadas que 5,0x10™ mol L™

Este comportamento foi indicativo de que, durante a passagem da solucao atraves
da coluna, os ions percloratos foram retidos na coluna. O mesmo comportamento foi
reproduzido quando a taxa de fluxo fornecida pela mini-bomba P, foi aumentada até
8 uL s™. A Figura 38 mostra as curvas de calibracdes a partir do teste com o padréo

de perclorato, com o fluxo passando na coluna e fora dela.
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Figura 38 - Curva de calibracdo, a) sem pré-concentracdo; b) com pré-
concentracao.
150
100
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Fonte: Do autor, 2016.

Para eluir o perclorato da coluna usou-se ions cloretos. A resposta do sensor
como fungdo do volume e a concentragéo de cloreto no eluente (mini-bomba Pg),
apos atravessar a resina e a pré-concentracao, durante 60 s, e volume de 320uL de

solucao de perclorato 10° mol L™ est4 representado na Figura 39.
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Figura 39 - Resposta potenciométrica do eletrodo proposto, onde: a) variacdo do

volume do eluente; e b) variacdo da concentracdo dos ions cloreto.
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Fonte: Do autor, 2016.

Pode-se observar que a resposta do potencial para 0 sensor aumenta com o
aumento do volume de eluente que flui através da coluna (Figura 39a) e diminui com
a concentracdo de cloreto no eluente (Figura 39b). Este comportamento indica que
as melhores condi¢des para a eluicdo ocorra € a utilizagdo de um pequeno volume
de solucdo de cloreto de sédio altamente concentrada. No entanto, 0 ensaio de
eluentes com altas concentracdes de cloreto faz com que o sistema apresente

leituras de potenciais com respostas mais positivas.

Este comportamento foi, provavelmente, causado pelos menores volumes
requeridos para o perclorato a partir da coluna. O ensaio de volume do eluente
inferior a 40 pL nao foi possivel por causa do curto tempo de passagem através do
sensor (10 s), o que foi inferior ao tempo de resposta do sensor (cerca de 15 s).

Uma segunda limitacdo explicando a variacdo que afeta principalmente a
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determinacdo de concentracdes baixas de perclorato € que a inclinagdo da curva de
calibracdo diminuiu quase 7,5 mV dec™, quando a curva de calibracdo do sensor foi
realizada apds as experiéncias citadas antes com o eletrodo convencional. Este
comportamento pode ser explicado pelo vazamento de perclorato livre a partir da

membrana do sensor na solucéo de troca de fluxo e progressiva por ions cloreto.

Para avaliar a capacidade da coluna de silica, uma solucdo de perclorato 10° mol L™
foi bombeado através da coluna durante 80 segundos isso foi feito por periodos
sucessivos até que a resposta do sensor correspondesse a mesma obtida na
auséncia da coluna, verificando a massa total de perclorato presente no volume
correspondente calculado depois da diversas vezes bombeado. O mesmo
procedimento foi repetido com as solucbes de perclorato com concentragdes de,
respectivamente, 1x10” e 1x10™“ mol L™ e todo o estudo foi repetido para uma nova
coluna carregada com 45 mg de silica modificada. A massa média de perclorato de
0,284 (+ 0,010 n = 6) mg g™ de silica correspondente & capacidade de 2,86 (+ 0,10)
foi encontrado mEq g . Uma vez que 1,00 g da resina corresponde a silica 1,04x10"
% mol, e a sua capacidade calculada significa a capacidade de reter cerca de 2,86 x
102 mol de perclorato, pode concluir-se que aproximadamente corresponde a
proporcdo molar de 1: 3, a mesma proporcao de grupos éter coroa no mondémero de
silica modificada. Esta descoberta sugere que 0s anions perclorato tem ligacdo com
pares ibnicos com as cargas positivas de atomos de sdédio coordenados ao anel éter
coroa. O valor da capacidade determinada experimentalmente excede as resinas
comerciais disponiveis para 0 mesmo objetivo. Uma das caracteristicas mais
importantes para o eletrodo seletivo é sua resposta relativa para o ion primario sobre
0s outros ions presentes na solucdo, esta caracteristica é expressa em termos de
coeficiente de seletividade potenciométrica e esse teste teve como objetivo a
avaliacdo da seletividade potenciométrica da membrana. O teste de interferentes foi
realizado usando uma solucdo de perclorato de concentracdo 5,0 x 10”° mol L’e
solugcdo dos possiveis interferentes, como: clorato, tiocianato, periodato, citrato,
salicilato e iodato, também de concentracdo 5,0 x 10° mol L*. Os testes foram
realizados, bombeando a solucdo de perclorato 5,0 x 10° mol L?, medindo o
potencial de perclorato, e em seguida adicionava-se a solucdo de interferentes na
proporcao interferente/ perclorato de 1/2 e 2/1. Observou-se que é preciso uma boa
quantidade de interferentes para que haja alteragdo significativa na leitura do
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potencial. A Tabela 14 mostra os coeficientes de seletividade potenciométrica para

os interferentes estudados.

Tabela 14 - Coeficientes de seletividade potenciométrica para duas concentracdes

(2,5x10° e 1,0 x 10® mol L) de perclorato e diferentes ions estudadas.

ion log KP°' 1:2 log KP' 2:1
interferente
(ClO4 / interferente) (ClO4 / interferente)
Razéo molar Razéo molar
Clorato -1,23 -0,64
Tiocianato -1,10 -0,38
Periodato -1,00 -0,27
Citrato -1,41 -1,07
Salicilato +1,94 - 0,88
lodeto +2,12 -1,07
Borato ni ni
Acetato ni ni
Brometo ni ni
Fluoreto ni ni
Fosfato ni ni
Nitrito ni ni
Nitrato ni ni

ni: nao interfere

Fonte: Do autor, 2016.
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O sistema em fluxo proposto foi operado de acordo com a Tabela 10,
mostrando uma resposta linear entre 1,0 x 10° e 1,0 x 10 mol L™ A curva analitica
foi estimada em Ecell = -222,1 (£ 1,5) - 52,4 (* 0,6) l0g [perciorato] € CO€ficiente de
correlacao linear r = 0,9989, n =9 e com RSD de 3,4%. De acordo com os resultados
podem-se afirmar que o sistema multicomutado proposto é viavel para andlises de
amostras, cujo objetivo for a determinacdo de perclorato. Na Tabela 15 séo
apresentadas as figuras de méritos do sistema proposto neste trabalho. Através dos
dados apresentados na Tabela 15, observa-se caracteristicas de fundamental
importancia para um novo meétodo analitico, tendo como destaque o limite de
deteccdo, o baixo consumo de solucdo de amostra e reagentes; além de uma
excelente adsorcdo da fase solida somada a sua capacidade de reutilizacdo, uma vez

que que é possivel lava-la e armazena-la para uso posterior.

Tabela 15 - Figuras de mérito do sistema em fluxo multicomutado proposto.

Figuras de Mérito

Linearidade (mol L) 1,0x 10°-1,0x10*
Limite de deteccdo (mol L™) 2,8 x10”
RSD (%) 3,4
Massa da fase solido (mg) 45-70
Capacidade de retencéo (mol) 2,86x107
Coeficiente de correlacgéo linear (r) 0,9989

Fonte: Do autor, 2016.

3.5.4 Analises das amostras

Concluida a otimizacdo dos parametros fisico-quimicos do sistema em fluxo
multicomutado proposto, foram analisadas 9 (nove) amostras de vegetais para
verificacdo da presenca de perclorato. O sistema também foi aplicado em cinco

amostras para o teste de adicdo e recuperacdo. Antes da andlise das amostras
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realizou-se um procedimento de filtragem das mesmas a fim de evitar dispersdes de

particulas sélidas.

Os resultados para os testes de adicéo e recuperacao estao apresentados na
Tabela 16.

Tabela 16 - Resultados obtidos para os testes de adicdo e recuperacdo em

amostras de vegetais.

Amostras Adicionado Encontrado Recuperacéo
(g L™ (ug L™ %
Batata 2,05 1,90 + 0,020 92,3
Alface 2,19 2,11 + 0,005 96,5
Tomate 3,17 3,24 + 0,010 102,3
Pimentao 6,69 7,42 £ 0,032 110,8
Fava 5,10 5,28 + 0,015 103,3

Fonte: Do autor, 2016.

Os resultados apresentados demonstram exatiddo do método analitico
proposto. As recuperagdes nas amostras variaram de 92,3 e 110,8 %, demonstrando
gue nao héa influéncia de interferentes da matriz analisada corroborando a eficiéncia
do método, na determinacdo de perclorato nos produtos horticulas. Os resultados
obtidos na determinacdo dos percloratos para as amostras de vegetais usando o
meétodo proposto sdo mostrados na Tabela 17.

Os resultados mostram que a coluna € capaz de reter o analito e 0 método

proposto pode ser utilizado na determinagao de perclorato.
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Tabela 17 - Resultados obtidos para a determinacéo de perclorato

Amostras Massa (9) Resultados
ug L

Batata 100 2,32 £0,01
Alface 100 2,48 +0,01
Tomate 100 3,71+0,02
Pimentao 100 5,08+ 0,03
Fava 100 1,30 +0,01
Cebola 100 3,90 +0,01
Cenoura 100 ND*
Beterraba 100 ND*
Abdbora 100 ND*

* ND = N&o detectou.

Fonte: Do autor, 2016.

3. 6 CONCLUSAO

O material de silica sintetizado apresentou-se na forma de um p6 amorfo de
coloracado branca, e foi caracterizado por espectroscopia na regido do infravermelho,
andlise termogravimétrica, microscopia eletrénica de varredura, por ressonancia
magnética nuclear de ?°Si, 'H e '3C, e andlise elementar. Os dados obtidos por

essas caracteriza(;(”)es sugerem a estrutura proposta.

O procedimento desenvolvido baseado no conceito da multicomutacdo
utilizando mini-bombas solenoides para a propulsdo das solu¢gbes e empregando a
silica como resina de pré-concentracdo apresentou-se de forma operacional simples
e de alta robustez. O procedimento proposto € uma boa alternativa aos métodos
cromatograficos descritos para perclorato e pode ser aplicado para a determinagéao
deste contaminante em alimentos, bebidas e outras matrizes. Neste trabalho, foram
encontrados percloratos de 1,30 a 5,08 pg L™* em amostras de vegetais.

A técnica é simples, com baixo consumo de reagentes, utiliza reagentes que
fornece pouco impacto ao meio ambiente, produzindo pequena geracdo de

efluentes. Além disso, tanto o material de silica e a metodologia utilizada apresenta
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custo reduzido em comparagdo com as técnicas descritas para a analise deste
composto, com a possibilidade de detectar niveis muito baixos de concentracao.
Este método foi aplicado na determinacdo de perclorato em amostras de vegetais
apresentou um RSD de 3,4. O sistema em fluxo multicomutado empregando coluna
de pré-concentracdo nas condi¢des de otimizacdo apresentou um limite de deteccao
de 2,8 x 10”7 mol L™ e uma capacidade de retencédo da coluna de 2,86 x 10 mol de

perclorato.
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1L Introduction

Reducing sugars are monosacchanide {aldoses and ketoses) that
im a hasic mediom and in the presence of cupric andfor ferric lons
are easlly oxidized to their respective carboxylic adds (Hodge &
Osman, 1976), The cupric lons are comeeried to cuprous lons in
thee redax process, where copper (1) carboxylate i generated as the

* Lo authen Rua Dom Sane] die Bede s, 58, Duis b, Becike,
PR, CEP: 5270 -89, fraril
o) gafvbress: all qpaiipe b (AE | b

By el b o L BV Fewsalensint BN S.0L0TT
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product (Lehninger, Nelson, & Cox, 1993) The determination of
rechucing sugars is economically interesting because of its impor-
tance as a classification and product quality parameter in
food (Duita, Muokhepadinay, Dasgupta. & Chakrabartl, 2014;
Mukhopadbyay, Duita, Chatiopadhyay, & Chakrabartl, 2013;
Sibveira, Agular, Silka-aho, & Ramos, 2004; Vais & Negl, 2013)
The developrment of new methodolagies for the determination
of reducing sugar in samples of wine, julce and sugarcane has
received considerable amention. The monitoring of the generation
of reclucineg sugars during the production proossess of these drinks
Ihas brought an improsement in te marker quality of these prod-
wets {Baoulion, Singheton, Bsson, & Kunkee, 1996). The Lane—Eymon
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msethind [ Gaithershburg. 1996, chap. 44), is based ona tiration of the
reducing sugar with copper{ll) in alkaline solution {Fehlings so-
luriom), in the presence of methylens blue, and has commonly been
used e determine reducing sugar. This conventional method,
howeser, has some disadvantages: (i) inaoouracy in the reaction
times, temperatures amnd reagent concentrations that must be
carefully controlbed; {it]) high reagent use; (i) low analytical fre
cpuency, and {iv ) susceplibility (o interference fom other moleculbes
Ilu!rnhc!lhemppu[l]lm.hmhrmmmmwlhzﬁnd
wanlages pr v o d, some harwe rep | the wse
of such things as a flow analysis system (Aranjo, Lima, Rangel, &
Segundo, 2000; Fermindez-Novales, Lipez, Sinchez, Morales, &
Gonzdlez-Caballers, M9 Lopes, Range, Llima, & Montensgro,
1969¢; Maguirira, De Castro, & Valcarcel, 1987; Mattos, Zagatio, &
Jacinte, 1988; Oliveira, Fatibello, & Wobrega, 2001; Sartind, Ofi-
wrira, fagatin, & Bergamin 1998; Peris-Tortajada, Pochades, &
Maruieira, 2000), gas-chromatgraphy (Marsill, 1977). near-
infrared spectrometry (Femdndez-Novales et al., 2009) and the jon
selective cloctrode {Papastathopoulos, Nikolelis, & Hadjileamnou,
1977) as altermatives o the comentional method (Lome—Eymon
methad |

The use of comrdination compounds in te determination of
anpmatic compounds. (Mistr, Zangrando, & Manna, 2003, glucose
(Gao et al., H009) and jons (Kl dat e al, 2002 Fina-Luois, Martinez-
Quiipo, OvhasTerdn, Saniacmaz-Oregs, & Mendez-Valenznels,
B0NF), increases e sensitivicy and, sometimes, te specificityg of
the methodology developed. In the literature, the copper (1) oo
uﬁmmhn!bemmdln determine reducing
sugar in wine samyples Ao of al, 3000; Maquicira of al, 1987
Peris Tortajada el al, 2000}, demonstraling promising resulls
with relationship o method sensitivity.

Then:mn'rq:liunn!'m'uapmblrmﬂi:hhubuna
hallenge m the development ol new analytical methods. For this,
Ilrmpllwmnfmlld-phﬂrrmrm‘ﬂﬂimﬂwmﬂyn
systems is a versatile albemative to determine analytes in phar-
marentical (Kojlo & Calataymd, 1995, 19695%h; Vicentini, Suanez,
Coalheim, & Fatthello, 23M2L  emvironmental  {Bonifacio,
Figuciredo-Filho, Marcoling, & Fatibello, 2007] and food samples
(Fatibello, Marmolino-mmior, & Percim, 199 Nomozifar &
Khorasani-Motlagh, 2003

Thee phase-solid reacior construction s generally used for the
norparation of oxidizingfreducing agents, insoluble salts or ion
exchangre resins, all within a small column {LiBey, Mewton, Insmom,
Fhys, & D Castro, 1992 ], The immabdlization process should be fast,
simple and nonspecific. The main advantages of the use of solid-
phase reactors coupbed to Oow systems are lower consumglion ol
reagents, greater stability, long-lile reproducible supplies, high
sensitivity and throughpur (Vicentin, et al, 20120

This paper proposes a movel coondination compound hased o
copper (1) and AA4-dipyridyl, as the phase-solid reagent. This
complex 5 claracierized by Inlraned spectroscopy (FTIR), power X-
ray diffrsction {XRD), sanming electron microscopy (SEM), energy
dispersive spedrometer (EDS) and thermogravimetnic analysis
[TCA) amad thevealiter applied 1o determine reducing sugar in juio:
and tooonul waler samples employing a multicommuotation Oow
proselare.

2. Experimental
21 Splutinns and samples

All reagents used werne of analytical-grade, The solutions were
prepared with delonized water (resistivity < 18.2 MOom ')

A stock solution of 100 g L' was preparcd according to the
literature {Lopes et al. 1995), using ghucose {100 g) and froctose

(150 g} (Sigma—Akdrich, >%9.5T) in 25.00 ml and oonditioned at
A “C This selution was dilubed o obtain of five solutions wiose

conoenirations ranged foom L00 o 300 gL
A LD mol L' sedivm Ipdroxide stock solution was prepared by
dlissnlving 4000 g of NaO#l (Vetec) in 10 L of water. Working solu
tions onlsining berween 002 and 00 mol L' of MaDil were
prepared by appropriate dihution of the stock solution wilh waber.
The juice (samples 1-8) and coconul water (samples 9 and 10)
\mmedﬁmh:almpmnmﬁﬂ:aﬂmﬂﬂ:mﬂ!na!m
ol 4 = C. For analysis, the samples were diluted a5 oeeded.

22 Apparmtus

For the characterization of the copper—A4.4"-dipyridyl coondi-
nation compound, we used a thermogravimetric analyzer (Shi-
madm, moded T6A S050H) under N2 atmosphere and an FIIE
spectrophatemeter (Bruker, modie IFS65) with spectral resalution
of B am !, with 32 scans and range between 000 and 400 cm ',
For to FTIR analysis, the samples were prepared in a KBr tablet,
Scanning electron microscopy (SEM) and encrgy dispersive spoc-
tromsetry (EDS) were accomplishied using a Quanta 26 FEC. FE1
mirdel The power X-ray was obtained using a Bruker DE Advance
Heoray dilfraciometer with a Copger sounce.

Th T sysbern was composed of three solenoid micro-pumps
(BI0-CHEM Valve™), nwi of them witli 4 pl (BN 0305P124 4TV-
12WVIC) and one with 10 pl (PN 130SPEZI0 TTV- 12 VDC) amd a
three-way solenoid valve (Bel 16101, NReseanch inc). The fow
lines were meade of FTFE® tubing (08 mmidl) and an acogic cobemn
{40 mam w4 mam, il ) was prepared as a physical support, Tor placing
the solil-phase reagent. A home made eledronic interface, based
an an LN 2B03A integrated ciroait {Lavorante, Morales-Rulio, de
La Guardia, & Reis, 2005) was attached to that used 1o control the
micro-pumgs and solenoid valve. The data acquisition was carmied
out using an Intel Pentivm laptop equipped with an elecmanic
interface LISB-GIOEMGS (National Instruments™) and a program
writhen in Lab View (Labview™ 20) language. An Ocean Optics
Specirmphotometer UV-VIS USHE-30E) was wsed for deteciion,
compased of a suppaort cell of 1.00m, a quartz flow cell of the 1.00m
aptical path and optical Abers af 200 @m id,

23 Symihests and characterized of copper (1) complex

Thie coondination compound was hydrothermally prepared from
a mixmre with a 1:1 molar ratio, consisting of 00100 g of 4.4'-
digyridyl {Sigma—Aldrich, 985) and 0155 g of copper(0) nitrate iri-
Iypdrared (Dindmica, 99%) in 600 ml of defonized water. The
mimiure was sealed in a Tellon flask of e 24 mil coaged with
srainless steel, and maintained in snoeeen a0 130°C during 249 b The
product was washed with deionized water and ethamol for o pa-
rification of the coondination compound, and dried ar reom tem-
perature. The coordination compound was characerized by FTIR,
WED, SEM, EDS aned TCA

24, Row system and proposed procedure

The solicl phase resctor was prepared in an srylic minicohmsmn
containdrg 0 mg of copper (1) comiplex: and polyester soreens on
hoth sides of the column, in order to prevent leaching of the

A diagram of the Aow system shivwm in Fg 1 was designed o
implemeni the procedure for the determination of reducing sugars
using the multicommmutated approach with tandem streams (Rocha
et al, 2002 In this configuration all the micro-pomps and valve ane
switched OFF and no solution s lowing along the analytical path,
The time interal used to maintain switched OMJOFF micro-pamps
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Fip. L Diagram of the multioommaiel D syem, whene: 5 - sanple; © - @i
suthalinn, Hyll Py Py, Py sobemoid macso-pungs; ¥ — Deor-way selensil] wabee, solid
Bine cmeeapnds bo valve e Ob-poaition, 8 confucde; TH - Thermstatic batl,
SF - salied phase; 1} - detevion W - Wade.

Py, Py and Py was set at 01 5, giving a switching fregquency of 5 Hz.
Thus, the micro mplhkhmrddplmdh&hmudiﬂﬂ
per stroloe, In arder to iz procedire se . the chemical
anl physical parmnfﬁrmnwnrn]mwd inchling
reagent concentration, volumetric fraction, nmber of sampling
oyrles and temperature,

The multicommmstated  system was operated a5 descoribed in
Table 1, The Py and F; micro-pumps were used (o insert the nefier-
enscefeample and sodinm hyd roxdde solatiens, respectively. and the
P meboro-pump transported the zone sampling to the detection and
the cleaning system,

The operating soquenoe begins with the Alling of the analytical
path using the Py, Pz and Py micro-pumps for the insertion of the
referenoefsample, reagent and carrier solutions, respectively (fow
lines filling stepl AL this step, s solenoid valve (V) remains
Switched ON 0 raspo the eoress sample, reagent and carmier
solulions o wasie.

Iy the sampling step, micio-pumps Py amd Py were switched
(0N MOFF) altermately for tiventy cycles, therely inserting a string
comprising twoe shegs of sample and MaDH solutions in a tasdem
streany. Thas, 160 pl ol cach solution (reference or sample and
MO solution) was inserted into the resctor containing the solid
phase reagent immersed ina Chermostal with lemperalure set al
90 “C_ Alverwards, the micro- purmp Py wias switched OO several
times o establizh a stream allowing carrier sohation o displace Uhe
ﬂ.mpl.:mrnrtn rn.ld.url:nnlm the copgrer—d4, 4" dipyridyl
el ing a reaction  between  the
mdl.l.'lngmg;uani mpprrmmnllrmfhnﬂmrm
poumd, This reduced the coppeer inn from Ca(ll) for Cul 1), pramoting
the formation of a yellow copper (1) carboxylate, monitored at
read by the microcompater thooagh an electmonic interface USE and
stosred a5 an b file to allow further treatment,

After the detection step, the sample solution was changed and a
new cyche began with the introduction of 100 pulses wsing the 7y
micro-pam, with the solenodd valve switched O,

Thi esperimients described below were implemented to deter-
mine the best operational conditions Conoerning sensitivity and
precsion using a 50.0 mg of copper—LA"-dipyridyl coordination
compound a8 the solid-phase reagent and a ser of reducing sagar

Table 1
Chserating sequene of the prspesed o sypdm.
St I Py Fy Vo Pube Oyl
Fiow lines liling 1w oW 1w
o o w 1w
o o w1 i
Sampling 1w L] L] z m
o wowoa 2
Signial reading and washing o o W I
Changng the sunple whtion 1 oW 1
o o 1 1

srandand soluticns with concentrations ranging froom 0 o 20 2 L !
AL first, thse Mow consisted of § pulses of the nelenence)semple and
RaDH solutions and 10 sampling cycdes. The chemical and hydro-
dynamic variales of te system wene oplimized in e fellowing
order: NaOb coneentration; volumetric ratio between sanple ancd
Halil; temperatone; number of pulses per cample and NaOH 5o
lutions; sampling oydes.

Determuination of the reducing sugars was based on the redox
reaction between a monosaccharide (fuctose amd ghsoose) ancd
Cul(l) in an alkaline mediom. For the reaction, a stody was made
ranging the concentrations of the NaOH between 002 and
100 maol LY Subsequently, the influence of temperature with
ranges hetwern G0 and 100 *C was sidied,

The micro-pumps defiversd 4 gl per stroke, which resqpeired
somie experimenting o find the ideal wol tric ratio and wol
of the sample and NaOH solutions, The wolumetric ratio of the
redicing sugar (sample ] and NaOH solutions was asoertained by
varying thee switching of the mioro-pumps OMJOFF funcion, To do
this, the midono-pumps Py and Pz were switched ORJOFF sequen-
tialty, warying the volumetric ratio from 1:2 to 2:7 (viv, Samphe;-
NalH], fior 100 sampling oycles, Afterwands, a study of the volume of
rediscing suigar aid NaOH solilions was ssceitained Iy varving the
switching of the micoo-pumgs. To do this, the mice-pumps Iy and
Pz were switched cnfoll sequentially, varying the pulse numbers
oo 1 g 10, For each solution, maintaining avolwmernic raio ol 1:1
(v, Folbowing this evalsation of te number of e pulses, a study
wars made of the sampling opches, varging between 5 amnd 30 cpces.
W meed W0 g L' reducing sugar for all these studies.

Onee the best operating condilions wens established, ten sam
e wiere analyzed inorder fs prove the usefulnes off the proposed
system. A comparison of the proosdure was pedirmed using the
ADAC official method {Gaithersburg, 1996, chap. 44).

3. Hesubts and discussion
1.1, Characterization af the copper -4 4'-dipyridyl complo

The: copper (1) complex was presented form of a blue powder,
characteristically crystalline and water insoluble. The insolubility or
low hygroscopicty of the complex provides the viabiliny of the
application suggested in our work, also allowing s characeniza-
tion and packing in the solid phase ocolemn Fg 2 shows the
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infrared spectra of the free ligand (dashed line) coordinated to
copper (11) ion (solid Eoe).

Analysis of the infrared spectra of the complex reveals a band
around 1390 ey, artributed to C—N stretching. which is shifted to
lower frequency. In the free ligand (44" dipyridyl) this band ap
pears around 1414 cm ', This behavior suggests that the ligand is
coordinated to the metal ion through the C-N group. Thermog-
ravimetric curves of the free ligand coordinated o copper(l) ion
(oot presented in this text), show a difference in the on set tem
peratures. The dipyridyl ligand shows one mass Joss at 300 “C,
referring to organic degradation of the molecule. The copper(ll)
complex, hawever, shows one mass loss dislocated at 324 *C (247
higher), suggesting that the ligand coordinates with Cu(l) jons.
This thermal stabilization is observed by comparing the free ligand
binding, stabilizes the organic molecule, Absence of coordinated or
adsorbed water molecules, in a complex case. confirms the results
of the infrared spectrum and the macroscopic observations, The
scanning electron microscopy (SEM) of the material Is presented in
Fg 3.

Flg. 3a—c shows heterogenous morphology and structural of-
ganization, corroborating with the arystalline aspect observed.
The chemical composition of the compound coordination was
determined by the energy dispersive spectrometer (EDS) (Fg 3d)
The EDS spectra were used to identify the existence of a particular
element and the presence of carbon, oxygen and copper is
observed, confirming the characterization data and confirming
the formation of the material. The crystallinity of the copper
complex was confirmed by Xoray difftactometry, where a stan-
dard type of polycrystalline solid was observed. However, was not

possible determine the chemical structure of the coordination
compound.

32 Hect of NaOH concentration

The effect of NaOH concentration on the magnitude signal was
stidlied using the conditions initially established (8 pulses of the
reducing sugar and NaOH solutions each and 10 sampling cycles), a
concentration of 10.0 g L ! of the reducing sugar solution main-
lﬁndummandﬂaﬂlmhﬁnmwimmmmm
from 0.02 to 0.1 mol L ', In this study, we noted that in concen-
mmamnut'urmmlmmmw

magnitude when compared to signals refated to the ¢
amwu'mmmmomml'mwm
of the analytical signal d ically o 1 with increased the

mnmnnalm %wennsaylhaursdﬂ-phauu’m
present in the reaction column deteriorated rapldly with the higher
concentrations of NaOH. Therefore, we sedected the concentration
005 mol L ' which enabled a better result in intensity and
repeatabdlity of the analyrical signal and did not cause degradation
of the solid-phase reagent.

33 Hffect of the temperature and volimerric ralio

Temperature influences the redox reaction between copper(il)
complex and reducing sugar. The effect of the temperature on the
mmundedlmmvumbemnGOmdlmTwas
at 100 g L', and yielding
Mmﬂsﬂmmhp(hmmmmﬁg(h(ﬂh
monitored  analytical  signal  increased  as  the  temperature

(@)

L 2N electron (SHEM) of the: with

500 (2) W000x (B), 20000 () and energy dapersive spectioscopy (FIX5) {d)
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perhacing sgar amd Rt (B

increased, up to a temperaiure of 60 °C, then, there was a decreass
at 100 L, Given the obtained results, a temperature: of W0 C was
establishesd.

Thee walumetric ratio might affec the sensibiling of the proce-
dure, The study was realized using somse fixed parameters, such as
M0, 100 g L of reducing sugar and 0,05 mol " of NaOH so-
ltions and 10 sample cycles. Shegs of the redudng sugar and MaOH
sodutions of betwinen 320 and G40 gL wene inserted in the analytical
path, corresponding to variations in wolumeric ratio sampleMalOH
berween 122 amd 201 (viv], yielding the resulis shown in Fig 4L As
wie Can s in B A Ene () with a vollumetric catio of 122 and 1:1.5
(WiW], there is o deotease in the magnitinde of the analytical signal
oonmpared Do the valumetric ratio of 121 {viv L This is possibly duse i
e Cact haait i Ul proscesss of dilutiog e sample solution | reducng
sugar) exoess NaDH solution wias employed. In the volumelnc ra-
tios of 1.5:1 o 21 {viv], we can nole the decrease of the magni hode
of the analytical signal, possibly due to the lack of efficiency of Uhe
HaOH o alkalinize the meaction mediom for the reaction of
redurcing sugars with the sold-phase reagent. Thos, the 1:1 (viv)
volumelric ratio was engloyed.

The: effect of the sample wolume on the analytical rn.]'.lnmn.-m
imeestigabed at between 1 and 10 pulses usinga WU g L redwcing
sugar reference solution, a 50 mmal 11 NaDH solation, a stroke
volume ratio of 1;1 [Sample;NaOH), 10 sampling cycles and

wenluc g sugar sshetion. The bt dures e cnsegpading analyticl osee gaph

temperature of 90 °C. The analytical signal increased up o 2 pulses
anl, subsequently, remained constant. Thas, o pulses for sach
solution were achieved.

Comsidering that the volome of the sample zone might affec the
analytical signal, additional experinents wene curied oul wsing the
s conditions established in the stucly of the number of pulses,
The volume sample e was inoreased from 80w 240 pl by
varying the mmmber of sampling cycles from & o 30, The analytical
respanse increased linearly bebween 5 and 20 cycles, When the
number of sampling cycles was higher than 2% and 3, the
analytical signal alsn inmreased, howeser these conditions showed
lowe repratability and the Schlieren effect was quite pronouenced
{Kocha & Mdabrega, 1996) Given this, the inserted volumes of
samiphe {reducing sugar) and MalH solutions of 160 and 160 jl.
respectively, were selected, which comesponds o 20 sarmpbing
oyches,

15 Figwres of meril and recovery

The: analytical signals for the determination of reducing sugar
between 1.0 and 200 g L were evaluated, 2 shown in By 5.
Under optimized conditions, the system showed a sable baseline
and a satisfactory repeatability of analytical signals with a relative
standard dewiation of 47 (n — 9) tn consemtive insertion of the
100 g L reducing sugar solution (letter A, Fig. 51

The proposed fow system presended a linear resporse bebween
10 and 200 g L', described by the equation & — (029 - 044)

Tabie 3

Ayl perfmance o i b ol gl b s describei i lin
Faprers ol merix [ivwaetal, (lopmetal, (Sarbid et al, 1008] (Ao et al, {Maquinita, Dy Castre, & Valcaoel,  This work

20T 15595] 20 1597}

Lirwear range (x 1"y [TV B T E R S ] [EE ERFoT o R E -1 120
Linear ooelficient (K] [ s nsa nos s
Lt ol detecmion {g L' (LT 1) Lot 1 2or 112 Ura
Holatiwr standand deviation [X] LE TR F i < <l Ll 1T n - W) 161 [n-3) AAT[m=T)
Commumptios of mamgple (mil) w2 LS EY niz s wis
Commmptios of wagesi (g} an LE] pie ] i s AL
Wasie generation (mLY' L] RER RN ) 1.3
Sampling tavughpst (h ') 54 S 15 1B or 14 50 =

4 Per dimermenarion.
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Tahile 3 We consider the overall performance, including equipment,
Recovery bests for redudng Sigar. senup control softwane, snd the propesed procedire o be simple,
Samples Ao Fomamel Recreeved (X fast and easy o operate, with the additional advantage of being
RL-" mobust and consuming & stoichsemeric amount of the reagent.
With the proposed mulicommmuted Oow approach, the deter
; m :ETﬂ ::55 mination of reducing  sugar employing  copper—4, - dipyridil
5 Tl PG + 0 P packed in a reactor as the solid-phase reagent is viable.
4 HE T + {1 s
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C ¢ (MGE + O00ZL R — D978 where A — absorhance and
© — conoentration in g L was achieved, The limit of detection and
quantification of 0.3 and 075 g L " respectively, sampling
throaghput of the 75 determinations per hour and effleent gener-
atbom of 1320 gl per determdnation were estimated, The solid-phase
reactor showed an operating lifetime of &3 determinations for
Sl g ool Ol coodlination cormpound, after there has Been a boss of

The performance of the proposed procedure
commpared to the literature methods yielded the results sumima-
rized in Table 2.

The proposal analytical method & poteworthy die 1o is sam-
Pl rate of 75 detenimi fanions per Bour, s lew consumption of the
reagent (GO0 pg off copper—4. 4 dipyridyl and 160 pl of NaOH per
determination) aml of the sample solution (160 @El per
determination).

Data referring o analysis of the tests of addition and recovery
From the v juice sanyples are presented in Table 5 The resulis
ohtained confirm the effidenoy of the proposal procedure with low
influence of the matrix, with test values of addition and recoverny
betweren 4.6 and 10855,

16 Comporison resufts

Once Lhe optimal operational comditions had been established
and tr demonstrate the feasbility of the proposes] system, a set ol
iﬂadmmmﬂuuminnﬂﬂ'htﬂﬂw

fl nl'ih.-_ Iy pcnuadnrraudbuumrunlhihr
official 1. yielding the in Table 4, For com-
miﬂaﬂmdbgpmpmndmcﬁudmhthidﬂ:ndbg
the ADAE method {Caithershurg, 1996, chap, 44), the paired t-best
with remalis at a 958 confidence level was applied. The calonlated
walue was 1 — LERZ while the theoretical value was © — 2262,
indicating that thene was no statistically significant difference be-
rwren the reslis,

4. Conclusion

The data obtained from the characterizations of coordination
coempound, synthesized under bypdmothermal conditions. suggest
that the copper (I1) lon was coordinated o 44-0ipyridyl

ok off prducimg. apars from rioe sk and vioe strer ussg. bacierial
wiith el e -

Teckmodogy, 153, 208277,
Fatituelis, 01, Marrnlinn-jurior, L L & Pz, &, V. (1995, Solidl- phase meacior with
coppes|T) mmmwm spertruplsinmetric determisation of
Ot Actir, 84, 16714,

nr—hm-n-ul-\]..upx.u-l.ﬁ-ml-nu.-r Morakes, |, B Gomller-
Caballers, V. [2HE]. Shontwave-near infrared speorescogsy K detemmination of
sugar comient dering grape ripesing. winemaking. md aging of wibie

] vl wines Food Resoseok beborsatienal, 41} 285291,
Calthersbary, M. D, [1996]. (ificiel mathods of anafyst of ADRNC Intersatisnal [ b

el ) MDA Inbermestiomarl,

Gan, F, L, F, Che, 30, Sen, W, Yin, |, Vs, 0, o sl [2000) A sovel nomsrosymmeti

nmmrmmm an silica nanoparticles dopeil with sune
cmpound. koo, B0, 200 M.

I#LL‘MLH‘M&MH&LM‘MM
off fosed sokence chemisiny (pp. 41 Ilﬂllhdimn Deﬂu{ﬂ:umﬂ'!ﬁ.

Koilo, A & Calsboyud, | 6L (T8 FiA-u uf M-
slnilileliod placnollsacie dehealives hmd.d.-n-’iﬂ;:uihﬁ—m-m
of manganese daxide inoorponied o polesier resin besds. Trianin, A8
a-Ei

Eajla, A, & Calatwyud, | M. {5095 Specisallsor i Novw imjeion delenmi-

hriration of cyanihe = e presence of Cud ¢ in weber, Tokeoie, 55, 36942380,
Laworamie, A F, Morales-Rubio, A de la Caandia, M, & Beis, B F (20050 Mioe

Mmmmtmmmmmm

factants in vealer, icul (1 TF, 1051,

WALanlmﬂl[mlmﬁmm
el ) Mew Vork: Warth,

Ly, | 5., hewwnen, . W A, Instomss, B, Py, B 5 D Castro, S D L {15902). Sallicl-
pilse Teacins in T injeoten anales, ToA Trends s Analytiosl Cewis:, 1,
145155

Lopes, T L M S, Range, 0L 5 5, Lima, 1 F O, & Sornesegrs, M C B 5 M [HG5)
Constrecrhn and e of 3 ubelar phraie on-ssleaive clemmsle o redodng

sugan deteymination b Pori wine by Dos-ingecton ssalysis, Ssoleior Oeimson
m..mm LF- 3

MLMHDLRIWKIMIMWD{M
ATy W wine h’ﬂ_lmnmhmmm1ﬂ B

Bellarsili, BT (1907 Cas-l alt s oo g
ackils amad mumummmmmqrmsm
A2 5258

Bellaned, L L, Tagans, E A G R Jedsis, A (L (HE8) Specreplalsmetnic B

Belstyi, 5, Famgrasd, Llhif_:mﬂ.mmmdmh—]‘ﬁ-
mﬂﬂ-ﬁnﬂ'mlm Mmmm—
mal bebarvior, [FT ml it i o Eheir
nmmummmnl 1R

Betipkchwopeadtray, A, Duoiis, B Chatiopadisory., [, & Chalrabari, K {303]. Degum-
gy ol rasie fibeer sl the poodiaction of seducsy s om wsle pock
T e e et Tl B

131



DR, Leedris et o Food Coeteel 57 [2015) 225 331 a3

mmlm mlm_ls-mﬂnth
pharmsscrniicaln and

wif edhacing sopars in honey, sl and freit jeices weng o copper o
seleribee clenmode. Amalyr, MO BSE
Preris-Toriajsda, M., Puchades. B, & Magrieira. A | 240, Determisation of reducng
saggars by Uie powspmoine metlued wany e smpo Lo anabis foad Cem
g 43 6560,

Fing-lmis, G M., Orchior-Ferdn, A Santaouz-Oriega, 1, & Men-
dbex-Valenruels, E (2T} Hew dusl emicion Seonseen e e pil and

“FLP“LEHEI\E—I-}I-HEIE-.KIEE

Satinl. K P, Difeeira, C O, Zapatin E A G & Bergarmin, W { 1998, Determination of
ll#m-.l—'ll by fhrer impetiom praemety SAnoiptcn Chimim Ao, TG,

ﬁmluhﬂl&“llmk!lmmd-
thrubpsis prfile of bward on rediring wgpar

reicaer. Risrsmree Technslsgy, 151, 352 6.
WVaix, 5. & Mepl, 5. (2003) Use of ariificial neural nebvsork (KRR for the develop-
“ﬂmqmw—-nﬂuuu“d

Techmology, 140, 3902398,

Hﬂﬂ.!ﬂmﬂtﬁ‘ﬂnltﬁlmnmm
i of ! .

PR} Bosed on D] nopfi Jommal of 1,
TH-TIE,

Bocha, F I F, & Milrega, | A (1096). Bleit Sclileren sm sisemas de sl por
inijeg3n em Misn. Quinsics Movs, 196), 536 G4

“ammmmﬂmmhl
pubpuvihane pesin. Bnsilion jeumef of Peermesrabion] Scesces, 48, 105131

132



