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RESUMO

PAULA, N. T. G. SISTEMA DE ANALISE EM FLUXO EMPREGANDO
GERACAO ELETROQUIMICA DE REAGENTE E DETECGAO
BIAMPEROMETRICA PARA A DETERMINAQAO DE SULFITO. 2015.
Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Federal Rural de Pernambuco.
Departamento de Quimica. Programa de pds-graduacdo em quimica. Recife,
2015.

Os agentes sulfitantes ou sulfitos sdo considerados aditivos alimentares que,
apos reacdo quimica, liberam diéxido de enxofre (SO2), ion sulfito (SO3?) ou
ion bissulfito (HSOz3). Estes aditivos sdo agentes multifuncionais e atuam como
antioxidantes em alimentos, no controle do crescimento bacteriano e de
reacoes (enzimaticas e nao enzimaticas) de escurecimento durante o
processamento e estocagem. Mesmo sendo muito utilizado na industria de
alimentos, o emprego de sulfitos como conservantes provoca alguns
problemas, reduzindo a qualidade nutricional dos alimentos tratados e em
alguns casos sdo provocados efeitos adversos a saude humana. Neste
trabalho propde-se determinar sulfitos em amostras de sucos industrializados e
vinhos empregando um sistema de analise em fluxo com deteccéo
biamperométrica. O sistema foi construido empregando-se uma Bomba
Peristaltica, um Injetor Proporcional, uma Camara de Difusdo Gasosa (CDG) e
uma Camara de Geracdo de Reagente (CGR). A CGR foi acoplada a um
potenciostato para a aplicacdo de corrente necessaria para a geracao
eletroquimica de ions triiodeto. Para deteccdo foi utilizado um detector
biamperométrico. Para o tratamento e aquisicdo de dados, foi utilizado um
software desenvolvido em linguagem Lab View®. A metodologia de andlise foi
baseada em uma reacdo de oxirreducdo entre os fons SO3* e I3, que
proporciona uma diminuicdo da corrente biamperométrica gerada pelo par
redox I37/I, sendo essa diminuicdo de corrente proporcional a concentracéo de
fons SO3*. Apdés a otimizacdo do procedimento proposto obteve-se as
melhores condicdes: 0,25 mol L de KI, 1,0 mol L't de HCI, 0,1 mol L de
Na2SO0s4, corrente de 0,25 mA aplicada na CGR e volume de amostra de 100
uL. Nestas condicdes, obteve-se uma resposta linear entre 1 e 12 mg L* de
sulfito (I = - (0,2371 + 0,0028) C + (6,7097 + 0,0182), R = -0,9997), LD = 0,26
mg L' e LQ = 0,86 mg L, desvio padrdo relativo menor que 2% (n = 10), com
frequéncia de amostragem de 40 determinacdes por hora. Estudos de
potenciais interferentes demonstraram a seletividade do método proposto.
Testes de adicdo e recuperagcdo com amostras de sucos e vinhos foram
realizados, obtendo-se resultados de recuperacdo entre 91,63 e 110,34%,
demonstrando a possibilidade de operacdo do procedimento proposto em
amostras reais.

Palavras-chave: Agentes sulfitantes; Sulfito; Analise por injecdo em fluxo;
Difusdo gasosa; Biamperometria.
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ABSTRACT

PAULA, N. T. G. FLOW ANALYSIS SYSTEM USING ELECTROCHEMICAL
REAGENT GENERATION AND DETECTION BIAMPEROMETRIC FOR THE
DETERMINATION OF SULFITE. 2015. Masters Thesis Universidade Federal
Rural de Pernambuco. Departamento de Quimica. Programa de pds-graduacao
em quimica. Recife, 2015.

Sulfites are considered food additives that after chemical reaction releasing
sulfur dioxide (SO3), sulfite ion (SOs?%), or bisulfite ion (HSO3z’). These additives
act as antioxidants in food, in the control of bacterial growth and enzymatic and
non-enzymatic browning reactions during processing and storage. Although
widely used in the food industry, the use of sulfite as a preservative causes
some problems, reducing the nutritional quality of foods processed and in some
cases are caused adverse effects to human health. In this work it is proposed to
determine sulfite in samples of processed juices and wines through an
analytical flow system with biamperometric detection. The system was built
employing a peristaltic pump, proportional injector, a Gas Diffusion Cell (GDC)
and Reagent Generation Cell (RGC) and polyethylene tubes with an internal
diameter of 0.8 mm for making the analytical path. The RGC was coupled to a
potentiostat for applying current to the electrochemical generation of triiodide
ions. For detection it was used a biamperometric detector, adapted to a
coulometer for applying the constant potential. For the data acquisition and
processing was performed using a software developed in Lab View® language.
The analysis method was based on a redox reaction between the I3~ ions SOs*
and providing a decrease of the generated current by the pair and this decrease
in the signal is proportional to the concentration of SO3z% ions. After the system
optimization, the proposed procedure was operated with Kl concentrations of
0.25 mol L%, HCI 1.0 mol L1, Na2SO4 and 0.1 mol L1, with 0.25 mA current
applied in RGC and the length of the sampling loop was of 20 cm. In the
proposed procedure, a linear response was obtained between 1 and 12 mg L
of sulfite E = - (0,2371 + 0,0028) C + (6,7097 + 0,0182), R =-0,9997), LD = 0,26
mg L?* and LQ = 0,86 mg L, relative standard deviation less than 2% (n = 10),
with sampling frequency of 40 h™1. Potential interfering studies demonstrated
the selectivity of the proposed method. Addition and recovery tests with
samples of juices and wines were performed to give results of recovery
between 91.63 and 110.34%, demonstrating the possibility of operation of the
proposed procedure in real samples.

Keywords: Sulfite; Flow injection analysis; Gas diffusion; Biamperometry.



vii

SUMARIO
RESUMO ...ttt s h et b e e a et s bt et et e sbt et e sbeeat e beeaeetesbeeaeaneas v
AB STRACT ettt sttt et e e b e e bt e s b et sae e s bt et e e beeshtesatesateebeebeenbeenaeas Vi
LISTA DE TABELAS . ...ttt sttt st st et be e s be e sae e saee s iX
LISTA DE FIGURAS ...ttt ettt sttt st s b e et b e st sbe et e e X
LISTA DE ABREVIATURAS ...ttt ettt st st st st s Xii
O | N =10 017V FOS OO 1
2. FUNDAMENTAGAO TEORICA ....oeeeeeeeeeeeseeeeeeeeseeeseeeesesesesesesssesessesseeseseesssseseeeseseees 4
2.1. Agentes sulfitantes oU SUIfItOS......cccciciieeciceceeeeee e 4
2.2. Métodos para determinag@o de SUIfitO .......cceceveireineiineireeeecee 10
2.3.  Método de MoNIer-Williams ..o 11
2.4, COUIOMELIIA ettt 12
2.5, BiamMPEIrOMEeIIia .c.cooiiieiriieieeeeee ettt 14
2.6, JOGIMEBIITAL c.eeeeieieeeee ettt sttt et nre 15
2.7. Anélise por injeGa0 €m flUXO ...cceiieieiririseseee e 17
2.8. Determinacéo de sulfito utilizando analise por injecdo em fluxo ............. 22
3. OBUIETIVOS ...ttt sttt et et st st s b e e b e s bt e s bt s atesateenteesbeesaeesaeesane 25
L. GIAL e 25
3.2, ESPECIHICOS ittt st st et e aae e 25
4. MATERIAIS E METODOS. .....oiuiiiiemeimeiesiseesesssessssssssssssssssssassssesssssssssssssssssssnnes 26
S T ] LW [od o 1= ST 26
4.1.1.  SOIUGDES ESIOQUE .....coueeuireiieieieieee ettt sttt st be st s e e e ene e 26
4.1.2.  SOlUGDES de trabalnNO ........cccooeierieieieeeee e 26
4.2. EQUIPAMENTOS € ACESSOTIOS ..ccuiiuiieieierieiietieteee st ste e ste st e s e eseeneas 28
4.3, MEBLOUO ...ttt 31
4.3.1. Avaliagdo da camara de geracgdo de reagente (CGR).......ccccoceververveeenene. 31
4.3.2. Avaliacdo do funcionamento do SIStEMA .........cccceevviveevierieierieseee e 31
4.3.3. Descricao do SiStema ProPOSLO ......ccueeeerieieeieseeeeeseeee et eae e e 32

4.3.4. Estudo da Natureza dO ACIHO ......c..eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e e e e e eereeee e 34



6.
7.

viii

4.3.5. Estudo da concentragao dO ACIdO.........cccerererierierieieieeee e 34
4.3.6. Estudo da concentraGao de Kl .......ccccveviiiecenieceeneceeereeeee st 35
4.3.7. Estudo da corrente aplicada Nna CGR..........ccccceeeeverieieneeeseseee e 35
4.3.8. Influéncia do volume de amOStra........c.ccoceverereenieieinieeneseseeeeee e 35
4.3.9. EStudo de INtErfErentes........coceoevieieiiereresesereeee e 36
4.3.10. Andlise das amostras e Teste de adicdo e recuperacao ...........c.o........ 36
RESULTADOS E DISCUSSAO ...t ses s sssnas s sanes 37
5.1. Avaliacdo da camara de geracao de reagente (CGR)......ccceceveveveeirenennene 37
5.2. Avaliacdo do funcionamento do SiSteMa........cccceceeceveeeecineeceeceeeeeeeee, 39
5.3.  Estudo da natureza do ACIA0 .........ccceevireririinieinicencrese e 41
5.4. Estudo daconcentrag8o do HCl ........cocooiiinininiiiiiieincececeeeeeae 42
5.5. Estudo daconcentrag8o de Kl.......ccovirinirineneneeeeeesesese e 43
5.6. Estudo da corrente aplicadana CGR........ccccceiiiieieiiseeeceeeeee e, 45
5.7.  Influéncia do volume de amOSIra.......ccvererenenieiieieneeeserese e 46
5.8. Avaliacao da estabilidade do sistema propoSto......cccecevererererienieeeenennene 48
5.9. Sinais transientes e curva analitiCa .........ccccoeveveeneineincrceeeeceeee 49
5.10. EStudo de interferentes ... 50
5.11.  Figuras de mérito do procedimento PropoStO......cccceceevevererierieriereeeenennas 52
5.12.  Analise das amostras e Teste de adi¢do e recuperacao ........c.ceceeveuennee 54
CONCLUSAD ...ttt sttt 56

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .........oviveiieeieiesieeies et sans 57



LISTA DE TABELAS

Tabela 1.

Tabela 2.

Tabela 3.

Tabela 4.

Tabela 5.

Tabela 6.

Tabela 7.

Sulfitos e seus respectivos numeros de identificacdo
internacional (INS).

Limite maximo da quantidade de agentes sulfitantes
adicionados aos alimentos.

Aplicagbes da lodimetria. Adaptado de (SKOOG et al.,
2006).

Equacbes da reta e coeficientes de correlacdo (R) obtidos

de acordo com o comprimento da alga de amostragem.

Avaliacao de possiveis interferentes estudados.
Comparacdo das caracteristicas analiticas do método
proposto com outros métodos descritos na literatura.
Resultados obtidos para a analise de sucos e vinhos e o

teste de adicdo e recuperacao.

15

47

51

53

55



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Esquema basico de um sistema de analise em fluxo. A = amostra; Ca
= fluido carregador; R = reagente; B = bobina de reacdo; L = alca de
amostragem; DET = detector; D = descarte (REIS, 1996). .......cccccceevvvererirnnnns 18

Figura 2. llustracdo do gradiente de concentracdo da zona de amostra e perfil
do sinal transiente (CORDOVA, 2008). ........c.ccueiiiieeiieieeieieeeeesesesse e se e 19

Figura 3. Esquema da Camara de Difusdo Gasosa (CDG). (P) parafusos, (T)

tubos de polietileno, (BA) blocos de acrilico, (PA) percurso analitico. ............. 28

Figura 4. Esquema da Camara de Geracdo de Reagente (CGR). (A) camara
do eletrodo auxiliar, (B) camara do eletrodo de trabalho, (C) fio de platina e (D)
regido perfurada (OLIVEIRA et al., 2006). ......ccooeeeeiiiiiieiiiiiie e 29

Figura 5. Esquema do detector biamperometriCo. ..........ccccoecvvveeeiiiiieeeeniineene. 29

Figura 6. Diagrama de fluxo. A = Amostra; Kl 0,25 mol L1; NaxSO4 0,1 mol L1;
HCI = acido cloridrico; CGR = Camara de Gera¢édo de Reagente; D = Detector;
L = Descarte; IP = Injetor Proporcional; CDG = Camara de Difusdo Gasosa: BP

= BOMDA PeIHSTAIICA. ...cneeeeeeee e e 32

Figura 7. llustracdo da interface com o usuéario do programa desenvolvido em

linguagem LabVIeW 8.5. ... e 34

Figura 8. Espectros de absorbancia obtidos para a formagdo do complexo
amido-triiodeto. Cada espectro representa uma corrente aplicada expressa em
mA como indicado na legenda. Curva obtida a partir dos espectros do

complexo amido-triiodeto. KI = 0,25 mol L. ... 38

Figura 9. Curva analitica. Condicdes de estudo: Solucdes de referéncia
contendo,30 mg L1, 50 mg L1, 100 mg L1, 150 mg L1, 200 mg L1, 250 mg L
e 300 mg L1, 0,25 mol L1 de KI, 1,0 mol L1 de H2SO4 e corrente de geragéo de
TrHOAETO B 0,25 MA. oottt e e e e et e et e et s et e e e e e e eeaas 39



Xi

Figura 10. Curva analitica. Condicdes de estudo: Solucdes de referéncia
contendo,1 mg L1, 2mg L1 4mgL?t 6mgL!e8mgL? 0,25 mol L1 de Kl,

1,0 mol L1 de H2SO4 e corrente de geragdo de ions triiodeto de 0,25 mA. ..... 40

Figura 11. Gréfico de barras do sinal analitico em funcdo da natureza do acido
(H2SO4, HNO3 e HCI) para o branco, e para as solugbes de 1 e 10 mg L1 de

Figura 12. Intensidade do sinal analitico em funcdo da concentracdo de HCI
(0,025; 0,15; 0,5; 1,0 e 1,5 mol L) para o branco, e para as solucdes de 1 e 10
MG L dE SO32 ... bbb a e aaaaaaaaaaaaaaaa—a 42

Figura 13. Intensidade do sinal analitico em funcdo da concentracdo de Ki
(0,15; 0,25; 0,35 e 0,45 mol L) para o branco e para as solucdes de 1 e 10 mg
o [T @ PP ERRPR 44

Figura 14. Intensidade do sinal analitico em funcdo da corrente aplicada na
CGR (0,05; 0,15; 0,25 e 0,35 mA) para o branco e para as solucdes de 1 e 10
MO L dE SO3Z ... bbb bbb b aaaaaaaaaaaaaaanaanaaaaaaa 45

Figura 15. Curvas analiticas em funcdo do comprimento da alca de

amostragem (de 10 a 40 cm) para solucbes de referéncia de 0 a 10 mg L1 de

Figura 16. Avaliacdo da estabilidade da linha de base..............cccccvvvvieennnn. 49

Figura 17. Sinais transientes referentes a determinacao de sulfito. Solucbes de
referéncia contendo, 0;1;2 ;4 ;8 e 12 mg L. Curva analitica para o sulfito.
Concentracao de Kl 0,25 mol L1, HCI 1,0 mol L* e corrente de geracédo de ions
triodeto de 0,25 MA. .o i 50



Xii

LISTA DE ABREVIATURAS

FAO
WHO
JECFA
IDA

INS
CCFAC
BPF
olv
ANVISA

Food and Agriculture Organization of the United Nations
World Health Organization

Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives
Ingestdo Diaria Aceitavel

International Numbering System

Codex Committee on Food Additives and Contaminants
Boas Préticas de Fabricagcéo

Organizacéao Internacional da Vinha e do Vinho

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria



xiii



1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, o habito alimentar da populacdo passou por
mudancas, atraindo a atencdo dos oOrgdos reguladores e da comunidade
cientifica, pois a substituicdo de alimentos na sua forma natural por alimentos
processados vem contribuindo de maneira direta para o empobrecimento da
dieta (POLONIO; PERES, 2009). Além disso, mais de 2500 aditivos
alimentares vem sendo utilizados para preservar, tingir ou “melhorar’ os
alimentos como consequéncia da industrializacdo e do desenvolvimento da
tecnologia de processamento de alimentos (MOUTINHO et al., 2007).

E considerado aditivo alimentar a substancia de origem natural ou
sintética, que é adicionada aos alimentos para atender a uma determinada
funcao tecnoldgica ou sensorial, por exemplo, para combater perecibilidade de
alimentos e a degradacédo bacteriana, dar ou restaurar a cor ou conferir aroma
aos alimentos (BEARTH et al., 2014). Um aditivo alimentar s6 é aprovado para
consumo humano depois do estudo da sua toxicidade aguda, subaguda e
cronica. No entanto, mesmo apds aprovado, a observacao de seus efeitos pos-
comercializacdo deve ser mantida por um longo tempo (MOUTINHO et al.,
2007).

Dentre os aditivos alimentares, os sulfitos (diéxido de enxofre gasoso ou
sais de sodio, potassio e calcio de sulfito de hidrogénio (bissulfito), dissulfito
(metabissulfito) ou ions de sulfito) se destacam como uma série de aditivos
multifuncionais, que sdo amplamente utilizados na industria de alimentos como
antioxidantes, corantes e conservantes. Entretanto, muitas vezes este aditivo
alimentar é utilizado em excesso ou com abuso em muitas categorias de
alimentos (ZHANG et al., 2014).

Os sulfitos sdo conhecidos por causar reacfes adversas em subgrupos
especificos da populacdo. Assim, existem disposicfes especificas no Codex
(General Standard for the Labelling of Prepackaged Food) e nas legislagdes
nacionais dos paises para a rotulagem de alimentos e bebidas que contenham
sulfitos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009).



No Brasil, sdo seguidas as recomendac¢fes do JECFA (Joint FAO/WHO
Expert Committee on Food Additives) para o uso seguro de aditivos
alimentares. De acordo com o JECFA, o uso de aditivos € assegurado em
termos de sua ingestdo diaria aceitavel (IDA), quantidade de aditivo que pode
ser consumida diariamente e por toda vida sem risco apreciavel a saude,
expressa em miligramas por quilogramas de peso corpéreo (MACHADO et al.,
2007). No Brasil a ingestéo diaria aceitavel de sulfito é de 0,7 mg Kg* de peso
corpoéreo por dia (AUN et al., 2011). Sendo assim, se faz necessario a analise
de alimentos industrializados para conhecer o0s teores reais de sulfitos
presentes nestes.

Existem varios métodos utilizados na determinacdo de sulfitos em
alimentos e bebidas, entretanto, a escolha do método depende principalmente
da matriz e da concentracdo de sulfito a ser analisada. Segundo a JECFA, os
meétodos propostos, geralmente, sdo baseados em rea¢des quimicas classicas
e na reatividade do sulfito com a matriz, o que requer alguns meios para
recuperacdo de dioxido de enxofre. O método de Monier-Williams tem sido o
procedimento mais utilizado para a determinacdo de sulfito em alimentos e
bebidas e foi adotado como método oficial em varios paises (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2009).

Os métodos classicos de determinacdo de sulfito em alimentos e
bebidas séo dispendiosos e apresentam limitaces com relacdo a automacao,
frequéncia analitica, economia de reagentes, geracdo de efluentes,
sensibilidade e preparo da mostra. Estas limitacdes tém sido superadas com o
emprego de ferramentas analiticas modernas, como por exemplo, o sistema de
andlise por injecdo em fluxo, obtendo-se resultados com menor geracdo de
efluentes e maior frequéncia analitica (PUNDIR; RAWAL, 2013).

Dentre os detectores utilizados em sistemas de analise em fluxo podem-
se destacar os detectores eletroquimicos. Quando o uso destes é adequado a
reacdo envolvida, a sensibilidade e seletividade da analise sdo, em sua
maioria, superiores quando comparados a sistemas com detectores
espectrofotométricos (OLIVEIRA, 2011).



Neste trabalho, foi desenvolvido um procedimento analitico em fluxo
para a deteccdo biamperométrica de sulfito. Neste sentido, foi construido um
sistema em fluxo com geracdo eletroquimica de reagente objetivando um
moddulo de analise compacto, minimizando o consumo de reagentes, geracao

de efluentes, com pouca interferéncia do operador e maior frequéncia analitica.



2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Agentes sulfitantes ou sulfitos

A disponibilidade de alimentos no Brasil demonstra que as mudangas
alimentares nos paises em desenvolvimento tém sido favoraveis do ponto de
vista dos problemas associados a subnutricdo (aumento na disponibilidade de
calorias per capita e aumento da participacdo de alimentos de origem animal
na alimentacao). Por outro lado, essa evolugcdo vem acompanhada do aumento
do consumo de alimentos industrializados e fast foods, ocasionando intensas
mudancas nos padrdes de adoecimento na segunda metade do século XX
(BARRETO et al., 2005).

Como consequéncia da industrializagdo e do desenvolvimento da
tecnologia de processamento de alimentos, cada vez mais aditivos alimentares
vém sendo empregados na producao de bebidas e alimentos (ALBUQUERQUE
et al.,, 2012). O aditivo alimentar é definido como qualquer ingrediente
adicionado intencionalmente aos alimentos, sem propdsito de nutrir, mas com o
objetivo de modificar as caracteristicas fisicas, quimicas, biolégicas ou
sensoriais, durante a fabricacdo, processamento, preparacdo, tratamento,
embalagem, acondicionamento, armazenagem, transporte ou manipulacdo de
um alimento. Esta definicho nao inclui substancias nutritivas que sejam
incorporadas ao alimento para manter ou melhorar suas propriedades
nutricionais (MINISTERIO DA SAUDE, 1997).

Dentre os aditivos alimentares utilizados pela industria de alimentos,
com o intuito de aumentar o tempo de vida util destes produtos, os agentes
sulfitantes tém desempenhado um papel importante, devido a sua utilizacdo em
alguns alimentos como agente protetor. Frutos secos, legumes secos,
biscoitos, mostarda e vinho sdo exemplos de alimentos que contém sulfito
(YILMAZ; SOMER, 2007).

Os agentes sulfitantes tém sido utilizados desde a antiguidade, quando o
diéxido de enxofre foi utilizado pelos egipcios e romanos para limpar e

desinfetar recipientes utilizados para guardar vinho. A préatica de adicionar



agentes sulfitantes em vinhos continua até os dias atuais. Os sulfitos também
tém sido utilizados para garantir textura e cor desejavel em batatas em
conserva, evitar o escurecimento do camardo, entre outros. Sao agentes
eficazes no branqueamento, sdo antimicrobianos, reagem rapidamente com
oxigénio e séo inibidores de enzimas (FAZIO; WARNER, 1985).

Os sulfitos possuem um efeito antioxidante responsavel pela inibicdo de
dois tipos de escurecimento, o enzimético e o ndo enzimatico, onde baseia-se,
principalmente, em sua capacidade de reagir com outros agentes oxidantes
que sao formados quando o oxigénio entra em contato com o alimento. As
reacoes de escurecimento nao enzimatico mais importantes sdo as que
envolvem aminoacidos, aglcares redutores e a caramelizacdo de agucares. No
processo de escurecimento ndo enzimético, sdo formados inumeros
intermediarios de reacdo, como acucares redutores, carbonilas simples,
dicarbonilas e a e B-carbonilas insaturadas (FAVERO et al., 2011).

Neste caso, devido ao fato do sulfito apresentar elevada reatividade,
podem reagir com todos esses intermediarios e, desta forma, bloquear a
formacdo de pigmentos marrons. No escurecimento enzimatico, os sulfitos
também podem agir como inibidores de inumeras enzimas, incluindo
polifenoloxidase, ascorbato oxidase, lipoxigenase, peroxidase e enzimas
dependentes de tiamina (ISAAC et al., 2006; CARDOSO et al., 2007; FAVERO
et al., 2011).

Os termos sulfitos e agentes sulfitantes sédo utilizados para descrever
substancias adicionadas aos alimentos que apds reacdo quimica liberam
diéxido de enxofre (SO3), ion sulfito (SOs?) ou fon bissulfito (HSOs) (AUN et
al.,, 2011). Os agentes sulfitantes sdo quimicamente equivalentes quando
incorporados ao alimento, uma vez que sao convertidos as mesmas espécies
ibnicas ou nao idnicas em determinado pH, forca ibnica, concentracdo e
temperatura. As equagfes a seguir mostram a hidrolise do metabissulfito de
potassio (K2S20s5) dando origem ao ion bissulfito (ANVISA, 2011).

K2S205 + H2O0 - 2K* + 2HSOs (ion bissulfito)
HSOs + HsO* = 2H20 + SO2 (dioxido de enxofre molecular/gasoso)



HSOs + H2O = H30* + SO3% (fon sulfito)

Dependendo do pH do meio, o ion bissulfito pode ser convertido a
diéxido de enxofre ou ion sulfito. Em valores de pH préximos a 1,7, o acido
sulfuroso é predominante na sua forma indissociavel. Na faixa de pH de 1,7 a
5,1 a espécie presente em maior quantidade € o ion bissulfito, enquanto que
em pH acima de 5,1 a maior parte do acido sulfuroso encontra-se dissociado
(FAVERO et al., 2011).

O Sistema Internacional de Numeracdo de Aditivos Alimentares
(International Numbering System) foi elaborado pelo Comité do Codex
Alimentarius da Organizacdo Mundial de Saude (FAO/WHO) sobre Aditivos
Alimentares e Contaminantes de Alimentos (CCFAC), este sistema numérico
internacional de identificacdo dos aditivos alimentares é uma alternativa a
declaracdo do nome especifico do aditivo nas listas de ingredientes. Podendo
ser indicado no rétulo do produto, o nome do aditivo ou seu INS (AUN et al.,
2011). Na Tabela 1, sdo apresentados os agentes sulfitantes permitidos pela

legislacdo brasileira e seus respectivos INS.

Tabela 1. Sulfitos e seus respectivos nimeros de identificagdo internacional (INS).

Substancia Férmula Quimica Rendimento INS
teérico de SO, (%)

Didxido de enxofre SOz 100 220
Sulfito de sédio Na2S0s 50,8 221
Bissulfito de sddio NaHSOs 61,6 222
Metabisussulfito de sodio Na2S20s 67,4 223
Metabissulfito de potassio K2S20s 57,6 224
Sulfito de potassio K2SOs * 225
Sulfito de célcio CaS0s.2H20 64,0 226
Bissulfito de calcio Ca(HSO3)2 * 227
Bissulfito de potassio KHSOs3 53,3 228

(ANVISA, 2011; FAVERO et al., 2011). *N&o informado na literatura.



Embora o uso de agentes sulfitantes tenha suas vantagens quanto a
conservacao dos alimentos, existe uma preocupacdo com 0S riscos do uso
indiscriminado desses agentes devido a sua toxicidade. Seu uso tem
ocasionado reagBes asmaticas em um pequeno grupo de individuos sensiveis
da populacdo asmatica. Neste sentido, a ingestdo de alimentos, contendo
agentes sulfitantes, ja foi indicada como causadora de varias mortes (FAZIO;
WARNER, 1985; NIKNAHAD; O’BRIEN, 2008).

E importante ressaltar que as reacdes causadas por sulfitos s&o
caracterizadas como intolerancias, e ndo como alergias. A intolerancia
alimentar pode ter sintomas semelhantes aos de uma alergia, mas o sistema
imunolégico ndo € envolvido. A intolerdncia alimentar é caracterizada pela
deficiéncia que o organismo tem em nao conseguir digerir adequadamente um
alimento ou um dos seus componentes (FAZIO; WARNER, 1985; POLONIO;
PERES, 2009; FAVERO et al., 2011).

As reacfes adversas causadas por sulfitos incluem choque anafilatico,
distarbios neurolégicos, crise asmética, dores de cabeca, dores abdominais,
nauseas, tontura, urticaria e angioedema. Os asmaticos mostram uma maior
sensibilidade aos sulfitos, onde uma estimativa de 5 a 11% de todos os
asmaticos sdo afetados. Além disso, cerca de 25% dos casos relatados foram
de pessoas sem historico da doenca. As investigacBes sobre esse perigo
potencial e o conhecimento do uso generalizado de agentes sulfitantes sdo de
extrema importancia tendo em vista as inUmeras reacdes adversas causadas
por este aditivo (FAZIO; WARNER, 1985; POLONIO; PERES, 2009; FAVERO
et al., 2011).

Devido as variagcdes nos sintomas, na gravidade das reacbes e nas
sensibilidades de cada individuo para diferentes formas de sulfito, é improvavel
gue um Unico mecanismo explique todas as reacdes adversas a estes aditivos.
Porém, existem possiveis mecanismos baseados em registros clinicos, como
por exemplo, a asma severa e 0 uso de esterdis como tratamento, que estavam
associadas a uma predisposicao a hipersensibilidade a sulfitos, e que o didéxido
de enxofre era o agente responsavel pelas respostas fisiolégicas adversas
(FAVERO et al., 2011; VALLY et al., 2009).



Entretanto, ainda néo existe um Unico mecanismo de acéo do sulfito no
organismo e o porqué da prevaléncia de sensibilidade a sulfitos em criancas.
Outro provavel mecanismo para a toxicidade de sulfitos envolve a deficiéncia
no metabolismo oxidativo de sulfitos, visto que uma pequena parcela da
populacdo possui uma reduzida atividade da enzima sulfito oxidase. Esta
enzima é responsavel pela oxidacédo de sulfito (SO3?) enddgeno e exégeno a
sua forma inativa, o sulfato (SO4%), que é rapidamente excretado na urina. A
deficiéncia da enzima sulfito oxidase pode se manifestar na infancia,
ocasionando doencas neurologicas severas e progressivas (NIKNAHAD;
O’BRIEN, 2008). Porém ainda néo esta esclarecido se os danos neuroldgicos
séo resultado dos altos niveis de sulfito, da auséncia de sulfato ou, ainda, da
juncao de ambos os fatores (MACHADO et al., 2006).

No Brasil, o procedimento de aprovacao toxicoldgica é realizado pelo
Ministério da Saude e fiscalizado pela ANVISA. Segundo a ANVISA, um aditivo
s6 deve ser utilizado por razbes tecnoldgicas, nutricionais ou sensoriais. A
necessidade de seu uso deve ser justificada sempre que proporcionar
vantagens de ordem tecnologica, quando as mesmas ndo puderem ser
alcancadas por operacdes de fabricacdo mais adequadas ou por maiores
precaucdes de ordem sanitaria ou operacional. O uso dos aditivos deve ser
limitado a alimentos especificos, em condi¢cbes especificas e ao menor nivel
possivel para alcancar o efeito desejado ndo ultrapassando as concentracdes
recomendadas pelos valores de Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) estabelecido
pelo JECFA. O processo de fabricagdo de alimentos deve seguir as Boas
Praticas de Fabricacdo (BPF) que sdo um conjunto de regras, normas e
atitudes aplicadas ao manuseio de alimentos, para assegurar condicOes
necessarias para atendimento do que exige a legislacdo em vigor. Assim,
quando um aditivo possuir um valor de IDA “nao especificado”, seu uso devera
ser em quantidade suficiente para obter o efeito tecnoldgico necessario (AUN
et al., 2011).

Os limites maximos permitidos de agentes sulfitantes em alimentos

segundo a ANVISA, encontram-se expressos na Tabela 2.



Tabela 2. Limite maximo da quantidade de agentes sulfitantes adicionados aos

alimentos.
Alimentos Funcao do agente Limite maximo
(g/100g ou
g/100ml)
Geleia de fruta e geleia de mocot6 Conservador 0,01
Doces de frutas e ou de vegetais Conservador 0,01
Leite de coco Conservador 0,03
Frutas secas ou desidratadas Conservador 0,1
Vegetais descascados e/ou picados, Antioxidante 0,005
congelados ou ndo
Vegetais secos ou desidratados Conservador 0,02
Vegetais submetidos ou nédo a tratamento Antioxidante 0,005
térmico em conserva
Polpas de vegetais e purés de vegetais Conservador 0,05
Cereais processados Antioxidante 0,003
Farinhas com adicéo de aditivos de uso Melhorador de farinha 0,02
industrial
Paes com fermento biolégico ou quimico Melhorador de farinha 0,005
Biscoitos e similares com ou sem recheio, com  Melhorador de farinha 0,005
ou sem cobertura
Bolos, tortas, doces e massas de confeitaria Melhorador de farinha 0,005
AcUcares Conservador 0,002
Xaropes de glicose Conservador 0,002
Mostarda de mesa Antioxidante 0,025
Vinagres e fermentados acéticos Conservador 0,02
Bebidas alcodlicas fermentadas Antioxidante 0,005
Bebidas alcodlicas por mistura com graduacéo Conservador 0,02
alcodlica até 17% v/v
Cooler Conservador 0,025
Sangria Conservador 0,035
Bebidas gaseificadas e ndo gaseificadas Conservador 0,004
prontas para 0 consumo
Suco, néctar, polpa de fruta e 4gua de coco Antioxidante 0,005
Bebidas nao alcodlicas a base de soja Conservador 0,004
Preparacdes culinarias industriais Antioxidante 0,02

(GGALI/ANVISA, 2013)
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2.2. Métodos para determinacéo de sulfito

Os métodos citados na literatura para realizar a andlise sulfitos em
alimentos se dividem em duas categorias basicas: métodos que necessitam de
uma destilacao inicial da amostra para liberar o diéxido de enxofre e aqueles
gque usam uma reacdo direta para alcancar o mesmo objetivo (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2009).

Os principais métodos envolvidos sdo baseados nas seguintes
estratégias: combinacdo com componentes organicos (ROBBINS et al., 2015);
no equilibrio entre as varias formas inorganicas do sulfito (YIN, LI QIAN et al.,
2010); volatilizacédo de dioxido de enxofre em meio acido (TZANAVARAS et al.,
2009); e na oxidacao de sulfitos (HELI et al., 2012).

Os métodos mais comuns envolvem a destilacdo de diéxido de enxofre a
partir de uma amostra acidificada com um acido forte concentrado, seguida de
titulacdo colorimétrica ou determinagcdo cromatografica. O método de Monier-
Williams € um dos procedimentos mais utilizados para a determinagcdo de
sulfito em alimentos e bebidas e foi adotado como método oficial em varios
paises. O fato deste método envolver destilacdo faz com ele seja laborioso,
assim, atualmente, muitas modificacdes do método Monier-Williams tém sido
propostas para a sua aplicacdo em diferentes matrizes e na tentativa de torna-
lo mais pratico (ISAAC et al., 2006).
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2.3. Método de Monier-Williams

O método consiste na solubilizacdo ou diluicio da amostra (aberta no
momento da andlise) em solucdo 4 mol L de &cido cloridrico. A solugéo
contendo a amostra é transferida para um baldo de destilagdo onde é mantida
em refluxo por 120 min. E utilizado gas nitrogénio com fluxo lento para manter
a pressao positiva e fazer com que o SO: seja transferido quantitativamente
para um par de frascos de coleta contendo 43 e 7 mL de peroxido de
hidrogénio 3% (v/v), mantidos em banho de gelo. Em seguida, o conteudo de
ambos os fracos é transferido para um erlenmeyer e titula-se com solucéo
padronizada de NaOH 0,05 mol L1, utilizando vermelho de metila, em 0,2% de
etanol, como indicador &cido-base (FAZIO; WARNER, 1985; MARTINS et al.,
2011).

O método de referéncia adotado pela Organizacdo Internacional da
Vinha e do Vinho (OIV) para a determinacdo de sulfitos em vinhos é uma
modificacdo do procedimento de Monier-Wiliams (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2009).

Mesmo ocorrendo modernizagcbes no método de Monier-Willams,
deixando-o mais adequado as necessidades atuais, este ainda apresenta
limitagcbes, pois mantem a etapa da destilacdo. Esta etapa possui a
desvantagem de ser lenta, tornando o método pouco adequado para analises
de rotina, bem como, nédo aplicavel em determinagdes de baixas concentracées
de sulfito (ISAAC et al., 2006).

Métodos alternativos incluem determinacdo enzimatica (MOLINERO-
ABAD et al., 2014), cromatografia liquida (IAMMARINO et al.,, 2010),
eletroforese capilar (CARVALHO; SCHWEDT, 2005) e técnicas de analise por
injecdo em fluxo com deteccdo espectrofotométrica (HASSAN et al., 2006),
amperométrica (ALAMO et al., 2010), potenciométrica (HASSAN et al., 2001) e
quimiluminescéncia (LI et al., 2001).



12

2.4. Coulometria

A coulometria é a técnica analitica que se baseia na medida da
quantidade de eletricidade necessaria para oxidar ou reduzir, em uma célula
eletrolitica, a substancia de interesse. Esta substancia pode reagir diretamente
sobre um dos eletrodos ou em solucdo com um reagente gerado
eletroquimicamente. Nesta técnica, € necessario que a reacdo eletroquimica
usada na determinacdo ocorra com 100% de eficiéncia de corrente, ou seja,
que cada Faraday (96485 C) provoque a transformacdo quimica de 1
equivalente grama da espécie envolvida. Este tipo de analise compreende duas
técnicas distintas: a coulometria com potencial controlado e a coulometria com
corrente constante (titulacdo coulométrica) (OHLWEILER, 1976; SKOOG et al.,
2006).

Em titulacbes coulométricas o reagente € eletrogerado através da
aplicacdo de corrente elétrica em um eletrodo apropriado, em geral inerte, e
esta corrente passa através de um eletrdlito onde é gerado o reagente. Quando
se tem um controle da corrente e do tempo é possivel calcular a quantidade
gerada de reagente, através da Lei de Faraday da eletrélise, onde a quantidade
de carga (Q) que passa através de uma célula eletrolitica € proporcional a
quantidade do reagente produzido no eletrodo (OLIVEIRA, 2005).

A equacdo matemdtica desta lei, a corrente constante, encontra-se

expressa na equacao abaixo:

N=Q/nF=it/nF

N = n° de mol do reagente produzido;

Q = quantidade de carga que passa pela célula;

n = namero de elétrons transferidos por molécula;
I = corrente;

F = constante de Faraday (96485 C/mol e);

t = tempo.
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Assim, sabendo-se o tempo de eletrdlise (t) e conhecendo-se a corrente
constante aplicada é possivel calcular a quantidade de reagentes gerada.

Mantendo-se o volume constante, e rearranjando a equagao anterior, temos:

t=NnF/i=CVnF/i=kCa

C = concentragéo de reagente produzido;
V = volume da solucao na célula eletrolitica;

K = constante.

A geracado eletroquimica do reagente pode ser interna ou externa. Na
geracdo interna existe a necessidade da auséncia de qualquer espécie que
possa sofrer reacdes no eletrodo além da amostra. Ja na geracdo externa, o
titulante é eletrogerado separadamente em uma célula de dois compartimentos,
onde o contra eletrodo € isolado e depois segue em direcdo ao recipiente
contendo amostra (OLIVEIRA et al., 2006; SKOOG et al., 2006)

A analise coulometrica a corrente constante pode ser utilizada na
geracdo eletroquimica de reagentes e possui inUmeras vantagens, como por
exemplo, ndo requerer o preparo de solucdes padrdo, poder trabalhar com
reagentes instaveis, poder gerar quantidades minimas conhecidas de
reagentes, possuindo também a vantagem de ser totalmente automatizavel

(TAYLOR et al., 1992; OLIVEIRA et al., 2006).
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2.5. Biamperometria

A biamperometria baseia-se na medicdo do fluxo de corrente entre dois
eletrodos de trabalho idénticos, polarizados por uma pequena e constante
diferenca de potencial e imersos em uma solucdo contendo como indicador um
par redox reversivel. A corrente que flui entre os eletrodos é funcédo da
concentracdo dos componentes do par redox, sendo limitada pela
concentragdo daquele em menor concentragdo. Assim, se uma reagéo redox
homogénea com um determinado analito altera a concentracdo deste
componente, alterard por conseguinte a corrente. Portanto, a curva analitica
pode ser crescente ou decrescente (NASCIMENTO et al., 2010). Esta é a base
dos métodos eletroanalitico biamperométricos.

Os pares redox reversiveis indicadores mais utilizados na determinacéo
biamperométrica séo Br2/Br-, Fe (lll)/Fe (Il), Ce (IV)/Ce (lll), Is/I, VO3 /VO?** e
[Fe(CN)e]*>/[Fe(CN)s]* (MILARDOVIC et al., 2007).

O pioneiro a utilizar eletrodos idénticos foi E. Solomon em 1897, que
realizou uma “titulagdo galvanométrica” de cloreto de potassio (0,1 mol L'1) com
uma solucdo de nitrato de prata, aplicando uma diferenca de potencial da
ordem de 100 mV entre dois eletrodos de prata, obtendo um ponto final da
titulacdo por uma queda no sinal da corrente. Em 1926, C. W. Foulke e A. T.
Bawden propuseram a titulacdo de iodo com tiossulfato, empregando um par
de eletrodos de platina polarizados através da aplicacdo de potencial entre 10 e
15 mV, chamando esta titulacdo de “dead-stop end point technique”. A
biamperometria s6 se tornou conhecida em 1943 quando G. Wernimont e F. J.
Hopkinson utilizaram a técnica na determinacdo de agua na superficie de
compostos cristalinos com o regente de Karl Fischer. Embora essas titulacdes
tenham sido, inicialmente, classificadas como técnicas potenciométricas, na
realidade sdo técnicas amperométricas, por se tratar da medida de corrente em
funcdo do volume de titulante e recebendo o nome de biamperometria por
utilizar dois eletrodos indicadores idénticos (GIOLITO, 1980).
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2.6. lodimetria

O iodo é um agente oxidante fraco muito empregado na determinacéo
de redutores fortes. Métodos baseados na reacao parcial do iodo a ion iodeto
sdo denominados iodimetria. A semi-reacdo que descreve a conversao de iodo

a fon iodeto é:

2+2e = 2I E°=0,535V

Em presenca de excesso de ions iodeto, o iodo se apresenta na forma
de ions triiodeto, como ilustrado na equagédo abaixo:

L+ = I3

A formacéo dos ions triiodeto ndo afeta significativamente o potencial do
sistema iodo-iodeto, como demonstrado na equacédo abaixo (SKOOG et al.,
2006):

I3+ 2e- = 3I E°=0,536 V

O baixo potencial do par Is/I- confere ao iodo um grau de seletividade
que torna possivel a determinacdo de agentes redutores fortes na presenca de
redutores fracos (SKOOG et al., 2006).

Na Tabela 3 sdo apresentadas aplicacbes que empregam o iodo como

agente oxidante.

Tabela 3. Aplicacdes da iodimetria. Adaptado de (SKOOG et al., 2006).

Analito Semi-reacéo

As H3AsOs3 + H2O = H3AsOs + 2H* + 2e-

Sb H3SbOs + H20 = H3SbhO4 + 2H' + 2e-
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Sn Snzt = Sn* + 2e
H2S H2S = Sg) + 2H* + 2e-
SOz SOz* + H2O == S04 + 2H* + 2e
S203% 25032 = S406% + 2e
N2H4 N2Ha = Nz(g) + 4H* + 2e-
Acido ascorbico CeHsOs == CsHeOs + 2H* + 2€°

As solugbes de iodo possuem duas fontes de erro quando utilizadas em
titulacbes, a primeira € devida a sua volatilidade, e a segunda devido a
oxidacdo de solucdes acidas de iodeto pelo oxigénio do ar (SKOOG et al.,
2006). Devido a estas caracteristicas inerentes as solu¢des de iodo, sistemas
em fluxo envolvendo iodimetria e geracdo eletroquimica de iodo tém sido
apresentados na literatura como vantajosos por serem sistemas fechados
(OLIVEIRA et al., 2006).
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2.7. Andlise por injecdo em fluxo

Como o0 numero de analises clinicas e industriais cresceu
significativamente ao longo dos anos e com ele a necessidade dos sistemas
operarem de forma préatica e econdmica, houve um aumento no interesse por
analises rapidas com uso de sistemas automaticos. Neste contexto o
desenvolvimento de sistemas analiticos automaticos comerciais, em particular
0 sistemas de andlise por injecdo em fluxo, com intervencdo minima do
operador, foi um dos mais importantes avancos da quimica analitica nas
tltimas décadas (MANSOUR; DANIELSON, 2012).

Um dos primeiros sistemas de andlise em fluxo foi proposto por Skeggs
(1957) para a determinagédo de ureia e glicose em sangue. Neste sistema,
problemas como tratamento de amostra e frequéncia analitica baixa foram
discutidos e solucionados com o uso de dialise e da analise em fluxo continuo
segmentado, obtendo assim uma frequéncia analitica de até 40 determinacdes
por hora. Caracteristicas deste sistema, como fluxo segmentado por ar, tinham
0 intuito de evitar dispersdo da amostra ao longo do percurso analitico, e
buscavam atingir o equilibrio quimico antes da deteccéao.

A partir da metade da década de setenta, Ruzicka e Hansen,
propuseram uma alternativa de analise utilizando sistemas em fluxo com
dimensdes e vazdes adequadas, evitando a segmentacéo por ar e aumentando
assim a simplicidade dos sistemas, bem como a frequéncia analitica, dando
origem a andlise por injecdo em fluxo (FIA) (ZAGGATO et al., 1999).

O sistema de analise por injecdo em fluxo consiste na insercdo da
amostra em um fluido carregador que transporta a mesma para o detector, e
durante o transporte a amostra pode receber reagentes, sofrer reacdes
guimicas e passar por etapas de separacao, concentracao, etc. (REIS, 1996).

A grande aceitacdo da analise por injecdo em fluxo no desenvolvimento
de metodologias analiticas pode ser demonstrada devido ao grande nimero de
publicacdes.

Inicialmente, a insercdo da amostra era feita utilizando uma seringa

hipodérmica, o que deu origem ao nome do processo, proposto 1975, por J.
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Ruzicka e E. H. Hansen, e introduzido no Brasil em 1976, por pesquisadores do
Centro de Energia Nuclear na Agricultura da Universidade de S&o Paulo
CENA/USP (REIS, et al., 1989). Ao longo dos anos, foram propostos outros
dispositivos para insergédo da amostra no fluido carregador.

O sistema de analise por injecdo em fluxo mais simples € o sistema de
linha Unica. No médulo de analise com esse tipo de configuracédo, a mistura da
solugdo amostra com a solugdo de reagente ocorre apenas por disperséao.
Essa limitagdo foi superada com a adicdo de reagentes por confluéncia,
passando a usar solucBes quimicamente inertes, com relacdo a espécie
quimica de interesse como carregador da amostra (REIS, 1996).

Desde sua origem, a andlise por injecdo em fluxo tem evoluido com
relacdo a forma de insercdo de solu¢des de reagente e amostra, e também
com relacdo ao controle desses sistemas através de software, minimizando a
interferéncia do operador (CERDA et al., 1999).

Na Figura 1 é representado um sistema em fluxo simples utilizando um
injetor proporcional para a inje¢do da amostra no sistema, adigcdo de reagente
por confluéncia e empregando uma solucdo quimicamente inerte como
carregador da amostra. Através da adicdo do reagente por confluéncia, €
garantido que cada fracdo da amostra recebera a mesma quantidade de
reagente, assim, ocorre uma melhor mistura do reagente com a amostra,
havendo a possibilidade de diminuir o percurso analitico da confluéncia até o

detector, com isso aumentando a frequéncia analitica.

%490

Figura 1. Esquema basico de um sistema de anlise em fluxo. A = amostra; Ca = fluido
carregador; R = reagente; B = bobina de reacéo; L = alca de amostragem; DET = detector; D =
descarte (REIS, 1996).
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Devido a existéncia dos gradientes de concentracdo e da medida ser
realizada com a zona de amostra em movimento, obtém-se um sinal transiente,
cuja altura é relacionada a concentracdo da espécie de interesse (ROCHA et
al., 2000). O perfil do sinal transiente obtido é em formato de “pico”, como
ilustrado na Figura 2.

1 e

Sinal

Injecdo

»
>

?empo
Figura 2. llustracdo do gradiente de concentracdo da zona de amostra e perfil do sinal
transiente (CORDOVA, 2008).

Entre as vantagens dos sistemas FIA, pode-se destacar o baixo custo, a
versatilidade, a facilidade operacional, a miniaturizacdo, o baixo consumo de
amostras e de reagentes e a alta frequéncia e reprodutibilidade analitica
(ALVES et al., 2005).

Dada a versatilidade dos sistemas de analise em fluxo é possivel
adequar facilmente estes sistemas aos mais diversos tipos de analises,
modificando 0 mesmo de acordo com o objetivo a ser alcancado, como por
exemplo, o uso de didlises como uma ferramenta valiosa para separa¢ao on-
line (STADEN et al., 1997).

As membranas de separacdo podem ser homogénea (hidrofilica),
capazes de separar liquidos ou gases, ou heterogénea (hidrofébica), similares
a filtros tradicionais, com poros interconectados e distribuidos ao acaso. O
processo de separacdo heterogéneo se destaca por apresentar inércia quimica

da membrana, resisténcia mecéanica e tolerancia a variagdes de temperatura. A
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difusdo gasosa permite que a espécie de interesse permeie através da
membrana e seja imediatamente transportada em dire¢cdo ao detector, além de
ser possivel utilizar diferentes vazdes na solugdo contendo a amostra e na
solugcéao que segue em diregcéo ao detector (MENESES, 2008).

O uso de dialises em sistemas de analise em fluxo foi descrito pela
primeira vez por Skeggs em 1957, no seu trabalho envolvendo automacao para
a determinagcdo de ureia e glicose em sangue, e desde de entdo diversos
trabalhos envolvendo o uso de dialises em sistemas de andlise em fluxo vém
sendo utilizados como uma ferramenta de separacdo (HANSEN; RUZICKA,
1976; MACHERAS et al., 1986; STADEN, 1992; FONTENELE et al., 2007;
TIMOFEEVA et al., 2015), evitando que a separacdo seja realizada
manualmente, tornando as analises mais rapidas e com um menor custo
(STADEN et al., 1997).

Outra alternativa para aumentar a frequéncia analitica das analises é
através da geracao eletroquimica de reagentes on-line. Assim, o niumero de
sistemas de analise em fluxo utilizando geracgéo eletroquimica de reagentes por
coulometria tem crescido, pois além do aumento na frequéncia analitica nas
determinacdes existem também outras vantagens associadas a utilizacdo de
sistemas em andlise em fluxo com geracdo de reagente através de técnica
coulométrica, dentre as vantagens podemos destacar: a geracdo de reagentes
com precisdo (dispensando a padronizacdo de reagentes); regentes instaveis
podem ser aplicados pois serdo gerados no momento da analise; é facilmente
adaptado aos sistemas de analise em fluxo que sdo operados com quantidades
minimas de reagentes, pois permite a geracdo de quantidades minimas e
precisas de reagentes e apresentam facilidade para automacéo (SKOOG et al.,
2006).

Sistemas com geracao de reagente em fluxo vem sendo investigados,
como por exemplo, o sistema de andlise em fluxo utilizado na determinacéo de
metabissulfito de sédio e amido através da eletrogeracéo de iodo (TAYLOR et
al., 1994); o sistema fluxo-batelada proposto para a determinagéo do indice de
bromo e numero de bromo em matérias primas petroguimicas através da

eletrogeracéao de bromo (PASQUINI et al., 2007), o sistema de analise em fluxo
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aplicado na determinacdo da heparina através da eletrogeracdo de protamina
(LEI et al., 2015); e os ions triiodeto, eletrogerados em uma camara de geracao
de regente coulométrica, utilizados como transportador em um sistema de
andlise em fluxo para a analise de dipirona em medicamentos e como titulante
em um sistema de analise em fluxo-batelada para a analise de acido ascérbico
em sucos naturais de laranja, onde a principal caracteristica desta camara € a
producdo de ions triiodeto em um compartimento onde se encontra o eletrodo
de trabalho, separado do compartimento contendo o eletrodo auxiliar e o

contato elétrico € mantido por uma parede porosa (OLIVEIRA et al., 2006).
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2.8. Determinacéao de sulfito utilizando anélise por injecdo em fluxo

Na literatura, muitos métodos baseados em andlise por injecdo em fluxo
para a determinacdo de sulfitos em alimentos e bebidas tém sido reportados,
dentre eles sao citados, como exemplo, métodos amperomeétricos
(AMATATONGCHAI et al., 2015b), espectrofotométricos (HASSAN et al., 2006;
DECNOP-WEEVER; KRAAK, 1997), condutimétricos (ARAUJO et al., 2005) e
luminescentes (NAVARRO et al., 2010). A seguir sdo discutidos alguns destes
métodos.

Um método para a andlise de sulfito em sucos de fruta e vinhos foi
proposto por Amatatongchai e colaboradores (2015), onde é utilizado um
sistema em fluxo simples com deteccdo amperométrica. Neste trabalho foi
desenvolvido um sensor para a determinacdo de sulfito, o sensor foi um
eletrodo de carbono vitreo modificado com multicamadas de nanotubos de
Carbono - Poli (Cloreto de Dialildimetilamonio) — Compésitos de Nanoparticulas
de Ouro (CNT - PDDA - AuNPs / GC). Foi realizado um estudo da oxidacdo
eletroquimica do sulfito por este eletrodo utilizando a voltametria ciclica. Os
resultados demonstraram que o eletrodo modificado possui atividade
eletrocatalitica para a oxidacdo de sulfito. O sulfito foi quantificado utilizando
deteccdo amperomeétrica com 0 NOVO Sensor em conjunto com a injecdo em
fluxo. A faixa linear de trabalho para a quantificacdo de sulfito foi de 2 - 200 mg
Lt com um R? = 0,998 e um limite de deteccdo de 0,03 mg L?1. O método
obteve uma frequéncia de amostragem de 23 amostras por hora.

Um método empregando injecdo de fluxo para a determinacdo de sulfito
em vinho usando a deteccdo por de luminescéncia e a reacdo entre
permanganato e luminol foi desenvolvido por Navarro e colaboradores (2010).
No trabalho é descrito um sistema em fluxo simples envolvendo uma reacédo
entre o sulfito presente na matriz e o permanganato-luminol. A quantidade de
sulfito foi determinada relacionando a intensidade de emisséo
quimiluminescente em funcdo da concentracdo de sulfito, obtendo um
coeficiente de correlagao linear 20,999, limite de deteccéo de 4,7x10° mol Lt e

limite de quantificacdo de 1,6x10° mol L. Entretanto, o método exigia um
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preparo da solucdo de amostra através de um método de destilacdo modificado
de Monier-Williams, o que proporciona lentiddo do método proposto.

Determinagdo de sulfito em bebidas utilizando sistema de analise em
fluxo e deteccdo espectrofotométrica foi proposta por Hassan e colaboradores
(2006) através da complexacdo do sulfito com o acido cobyrinic heptametil
éster (diaquacobester, DACbs) formando um complexo estavel sulfito cobester
(SO3Cbs). Na auséncia de sulfito este composto tem absorgdo maxima nos
comprimentos de onda de 349, 409 e 525 nm, com a adi¢c&o de sulfito surgem
dois novos maximos de absor¢cdo em 313 e 425 nm e uma diminuicdo nos
maximos em 349 e 525 nm. As variacfes nas absorbancias foram linearmente
proporcionais as concentracdes de sulfito na faixa de trabalho, que variou entre
0,03 e 25 pg mL* e apresentou um coeficiente de correlacéo linear de 0,9994 e
limite de deteccdo de 10 ng mL™2.

Aradjo e colaboradores (2005) propuseram um método para a
determinacao de sulfito e 4cido acético em alimentos empregando um sistema
de analise em fluxo com difusdo gasosa. A deteccdo foi realizada baseada no
aumento da condutancia da agua deionizada que passava continuamente na
parte superior da camara de difusdo gasosa. Empregando o sistema proposto,
0s autores obtiveram limite de deteccdo e de quantificacdo de 0,03 e 0,10 mg
L1, respectivamente, frequéncia analitica de 120 determinacdes por hora,
obtendo um coeficiente de correlacdo linear de 0,9990. Entretanto, como a
determinacdo era realizada através do aumento da condutancia da agua
deionizada, qualquer ion que permeasse a membrana poderia influenciar na
condutancia da mesma, sendo assim um possivel interferente.

Outra metodologia para a determinacdo de sulfito em vinhos envolvendo
difusdo gasosa foi proposta por Decnop-Weever e Kraak (1997). Neste trabalho
foi proposto um sistema em fluxo com difusdo gasosa e deteccao
espectrofotométrica utilizando o indicador acido, verde de bromocresol. O
sulfito é oxidado utilizando um &cido forte liberando diéxido de enxofre que se
difunde através da membrana e se solubiliza na solucdo indicadora diminuindo
0 pH da mesma e gerando um pico negativo. Empregando o sistema proposto,

obtiveram valores de recuperacéo na faixa de 100-109% para vinho tinto e 96-
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100% para vinho rosé. Problemas com relacdo a interferentes, como dioxido de
carbono, foram observados neste trabalho.

O procedimento proposto no presente trabalho difere dos demais
mencionados por utilizar um detector biamperométrico para a determinacao de
sulfito, além disso, o0 reagente (ions triiodeto) utilizado neste trabalho é
eletrogerado, num sistema fechado, em linha por coloumetria, eliminando erros
devido a volatilidade ou oxidacéo do iodo. O sistema proposto também utiliza
uma camara de difusdo gasosa, comum a varios outros sistemas apresentados

na literatura, minimizando possiveis efeitos de interferentes.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Desenvolver um procedimento analitico para a quantificacdo de sulfito
baseado em analise por injecdo em fluxo combinado com a geracao

eletroquimica de reagente e detec¢do biamperométrica.

3.2. Especificos

- Verificar o funcionamento da camara de geracdo de reagente (CGR) e da
camara de difusdo gasosa (CDG);

- Montar sistema de andlise por injecdo em fluxo para a determinacdo de
sulfito;

- Desenvolver o programa para a aquisi¢cao de dados;

- Implementar reacdo quimica de interesse;

- Verificar funcionamento do detector biamperométrico;

- Otimizar parametros fisicos e quimicos do sistema proposto;

- Realizar andlise de interferentes;

- Realizar teste de adicéo e recuperacéo

- E analisar amostras de sucos e vinhos.



26

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Solucgdes

Todas as solucdes foram preparadas com &agua deionizada, com

reagentes de alto grau analitico e vidrarias devidamente calibradas.

4.1.1. Solugbes estoque

A solucdo estoque de sulfito 500 mg L foi preparada a partir do sal de
sulfito de sodio (Quimica Moderna) e armazenada em recipiente de vidro
ambar coberto com papel aluminio.

Solucéo estoque de acido cloridrico (Quimica Moderna) 1,0 mol L foi
preparada a partir do acido concentrado.

Solucéo estoque de iodeto 2,0 mol L foi preparada a partir do iodeto de
potéssio (Dinamica) e armazenada em recipiente de vidro &mbar.

A solucéo estoque de acetato 400 mg L foi preparada a partir do sal
acetato de sédio (VETEC).

A solucéo estoque de carbonato 400 mg L foi preparada a partir do sal
carbonato de sédio (VETEC).

A solucdo estoque de fosfato 400 mg L foi preparada a partir do sal
fosfato de s6dio monobésico (VETEC).

A solucdo estoque de nitrato 400 mg L foi preparada a partir do sal
nitrato de sédio (Dinamica).

A solucdo estoque de sulfato 400 mg L foi preparada a partir do sal
sulfato de sodio (VETEC).

4.1.2. Solugdes de trabalho

Solucdo de amido 1% (m/v) (VETEC) foi preparada no momento do uso

a partir do amido solavel a quente.
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Solucdes de referéncia de sulfito foram preparadas, diariamente, com
concentragdes entre 1 e 12 mg L a partir de diluicées da solugdo estoque para
um volume de 100 mL.

A solucéo do eletrélito de suporte 0,1 mol L foi preparada a partir do sal
de sulfato de sodio.

As solucdes de iodeto de potassio foram preparadas no momento do uso
com concentracdes entre 0,05 e 0,45 mol L a partir de diluicbes da solucédo
estoque para um volume de 250 mL.

As solucdes de acido sulfarico, acido cloridrico e acido nitrico 1,0 mol L*
foram a partir de diluicbes dos acidos P. A. (Quimica Moderna).

As solucbes acetato, carbonato, fosfato, nitrato e sulfato foram
preparadas, diariamente, a partir da diluicdo das solu¢cdes estoque para um

volume de 100 mL.
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4.2. Equipamentos e acessorios

O moédulo de andlise foi constituido por uma bomba peristaltica,
(Ismatec®), com tubos de bombeamento de Tygon®; tubos de polietileno com
diametro de 0,8 mm foram utilizados para a confeccdo do percurso analitico;
um injetor proporcional foi utilizado para a insercdo da solugcdo de amostra no
percurso analitico.

Foi construida uma Céamara de Difusdo Gasosa (CDG) (TZANAVARAS
et al.,, 2009) (Figura 3), constituida por dois blocos de acrilico com parafusos
fixados em suas extremidades. Uma membrana em Teflon® foi acondicionada
entre 0s blocos, para permitir que apenas a fase gasosa permeasse para a

parte superior da camara.

Figura 3. Esquema da Camara de Difusdo Gasosa (CDG). (P) parafusos, (T) tubos de
polietileno, (BA) blocos de acrilico, (PA) percurso analitico.

Também foi utilizada uma camara de geracdo de reagente (CGR)
(Figura 4) (OLIVEIRA et al., 2006) para a geracdo de triiodeto, a qual foi
constituida de um tubo rigido de Polietilieno® com diametro interno de 7,0 mm
por onde passa a solucao do eletrolito de suporte (Na2SOa4) e outro tubo flexivel
de Tygon® com diametro interno de 1,0 mm por onde passa a solucédo de

iodeto, em cada um desses tubos se encontra inserido um eletrodo de platina,
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varios orificios foram feitos com uma agulha de 0,5 mm de diametro, ao longo
da parede do tubo flexivel de Tygon® para proporcionar o contato eletrolitico
entre as solugbes dos dois compartimentos. Esta camara encontra-se
conectada a um potenciostato (Micro Quimica Automacao Ltda), modelo
MPGP_P utilizado para a aplicacdo da corrente constante necessaria para a

geracao de reagente (triiodeto).

Entrada

|

1,0 mm

C
A<+ > B

7.0cm

LD

) Entrada

Figura 4. Esquema da Camara de Geracao de Reagente (CGR). (A) camara do eletrodo
auxiliar, (B) camara do eletrodo de trabalho, (C) fio de platina e (D) regido perfurada (OLIVEIRA
et al., 2006).

Para deteccdo empregou-se um detector biamperométrico, constituido
por dois eletrodos de platina inseridos num tubo de Tygon® com diametro
interno de 1,5 mm e 7 cm de comprimento, ilustrado na Figura 5. O detector
biamperométrico era controlado por um sistema eletroquimico (Universal
Biological Titrator, modelo OH-412), utilizado para a aplicacdo de um potencial
constante de 100 mV entre os eletrodos de platina e concomitante leitura da

corrente biamperométrica.
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Figura 5. Esquema do detector biamperométrico.
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Para a aquisicdo de dados, foi utilizado um programa desenvolvido em

linguagem LabView 8.5.
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4.3. Meétodo

4.3.1. Avaliacdo da camara de geracgao de reagente (CGR)

Inicialmente, foi certificado avaliado o funcionamento da CGR. Este teste
foi realizado variando-se a magnitude da corrente constante aplicada na CGR e
monitorando-se a geracao de ions triiodeto utilizando amido como indicador. O
amido reage com o ion triiodeto, formando um complexo de cor azul intensa
(SKOOG et al., 2006). Foram separados cinco baldes volumétricos de 50 mL e
neles adicionados 2 mL de uma solucdo de amido 1% (m/v). Em seguida a
corrente aplicada na CGR foi variada entre 0,25 e 0,50 mA e o triiodeto gerado
em cada magnitude de corrente coletado em baldes volumétricos de 10 mL e
transferido para os balées contendo amido. Posteriormente os bal6es foram
completados com A&gua deionizada e as solucbes analisadas no
espectrofotometro UV-VIS (Agilent modelo 8453) no comprimento de onda de
582 nm.

4.3.2. Avaliacdo do funcionamento do sistema

Inicialmente foi realizada a limpeza do detector biamperométrico, para a
limpeza foi preparada uma solucéo de H2SO4 na concentracéo de 3,0 mol L.
O detector foi conectado ao potenciostato, sendo selecionado o modo de
operacdo Corrente x Potencial onde foram realizadas diversas varreduras
ciclicas de potencial entre -2 e 2 V. Assim, caso houvesse algum residuo
depositado nos eletrodos eles seriam oxidados ou reduzidos sendo, portanto,
eliminados.

Foram utilizados parametros segundo Oliveira e colaboradores (2006)
para a geracdo do reagente. A corrente aplicada na CGR foi de 0,25 mA e
concentracdo de Kl de 0,25 mol Lt. O &acido escolhido, inicialmente, para a
converséo do sulfito a diéxido de enxofre foi 0 H2SO4 com concentragéo de 1,0

mol L. Avaliaram-se as concentracdes de sulfito entre 1 e 300 mg L2, com
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obtencdo de uma curva analitica linear para a faixa de concentracdes entre 1 e
10 mg L de sulfito.

4.3.3. Descri¢ao do sistema proposto

O diagrama de fluxo apresentado na Figura 6 representa o sistema em

fluxo empregado na determinacao de sulfito.

) CGR J
Na;50;,—>
K—> D
Kl—> | i
—p°re
HCI '—]' ELLITEER. '
L A L
BP — FREEERE FE W

IP

Figura 6. Diagrama de fluxo. A = Amostra; Kl 0,25 mol L'1; Na,SO4 0,1 mol L%; HCI = 4cido
cloridrico; CGR = Camara de Geracao de Reagente; D = Detector; L = Descarte; IP = Injetor
Proporcional; CDG = Camara de Difusdo Gasosa: BP = Bomba Peristaltica.

Inicialmente, conforme apresentado na Figura 6, a amostra contendo
fons SOs? é aspirada em direcdo a alca de amostragem. Quando esta se
encontra preenchida, é realizada a inje¢cdo da amostra, a qual é transportada
pela solucdo de acido cloridrico em direcdo a CDG. Durante o percurso, 0S
fons SO3? sdo convertidos em SOz conforme apresentado na reagdo quimica
(Equacao 1). Posteriormente, na forma de gés, o sulfito é difundido através da
membrana de Teflon® e passa para a parte superior da CDG, onde é
solubilizado em solucgédo de Kl, reconvertendo o SO2 em ions SO3? (Equacéo 2)
(EBBING; GAMMON, 2012). A solucéo de referéncia e/ou amostra segue para
a confluéncia onde encontra o par Is/I" gerado em linha pela CGR. Sem a
presenca do SO3?, o par redox Is/I° se mantem em equilibrio gerando uma
corrente constante no detector. Quando a solucdo de referéncia e/ou amostra

contendo fons SOs? entra em contato com a solugdo contendo o par Is/I,
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ocorre uma reacdo de oxirreducdo entre os ions SO3* e I3~ (Equacédo 3)
ocasionando uma diminuicdo da corrente gerada pelo par Is/I°, causada pelo
consumo de I3, sendo essa diminuicédo de sinal proporcional a concentracdo de

fons SO3? presentes no meio.

SO3> + 2H3O* = SO2 + 3H20 (Equacéo 1)
2H20 + SO2 = HSOs + HsO* (Equacéo 2)
HSOs + H2O = H3O* + S03*

SOz + I3 + 3H20 = S04 + 3" + 2H30* (Equacéo 3)

Inicialmente, para estudar os parametros do procedimento proposto para
a determinacdo de sulfito, empregaram-se as condi¢cdes estabelecidas por
OLIVEIRA et al. (2006), as quais foram: corrente aplicada na CGR de 0,25 mA,
0,25 mol Lt de Kl e 1,0 mol L'* de HCI. Os parametros avaliados foram estudo
da natureza do acido, concentracdo do acido, concentracdo de KIl, corrente
aplicada na CGR e volume de amostra. Os estudos realizados para a obtencéo
da melhor resposta analitica em funcdo da sensibilidade do método foram
realizados de forma univariada.

A aquisicdo de dados foi realizada com auxilio de um dispositivo de
aquisicao de dados multifuncional (NI USB 6009, National Instruments, EUA)
com um sinal de saida analégico de medicdo da tensdo gerada, que €
analisada no programa desenvolvido no software LabVIEW 8.5. Para a
aquisicdo de dados foram fornecidos parametros de entrada, como tempo de
integracdo, ou seja, numero de pontos que seriam gerados em fungcdo do
tempo.

Os sinais analiticos gerados na forma de fiagrama, eram salvos na
extensado de arquivo .LVM, reconhecidos pelo programa Microsoft Office Excel.

O layout do programa foi construido de maneira simples e objetiva, onde

0 usuario interage facilmente com o programa selecionando os dados de
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entrada através de caixas de texto. Na interface com o usuario é possivel

selecionar o numero de pontos, parar a leitura e salvar dados (Figura 7).
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Figura 7. llustracdo da interface com o usuario do programa desenvolvido em linguagem
LabView 8.5.

4.3.4. Estudo da natureza do acido

A importancia da avaliacdo da natureza do acido a ser empregado no
processo de geracao do dioxido de enxofre € em funcéo de sua eficiéncia na
conversdo do SOs> em SOz gasoso. Para tanto, um estudo foi conduzido
empregando os acidos cloridrico, nitrico e sulfirico na concentracdo de
1,0 mol Lt. Neste sentido, foram monitoradas as solucdes de branco, 1,0 e
10,0 mg L de sulfito.

4.3.5. Estudo da concentracdo do acido

Apoés a escolha do acido a ser utilizado atraves do estudo anterior, foi
realizado o estudo da infléncia da concentracdo do acido na conversdo do
sulfito em diéxido de enxofre. Deste modo, variou-se a concentracdo do acido

(HCI) entre 0,025 e 1,5 mol L. Foi obtida uma resposta analitica em funcédo da
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variacdo do potencial, para as solucdes de referéncia de sulfito entre 1,0 e 10,0

mg L e o branco.

4.3.6. Estudo da concentracao de Kl

A concentracdo da solucdo de KI foi estudada com o intuito de
estabelecer uma condi¢cdo de compromisso para 0 uso da menor concentracéo
de Kl qgue ao mesmo tempo maximizasse a eficiéncia da corrente de geragéo
na CGR e a corrente biamperométrica. Para tanto, variou-se a concentracao de
Kl entre 0,05 e 0,45 mol L' e manteve-se constante a concentracdo de HCl em
1,0 mol L. A resposta analitica em funcdo da variacdo do potencial foi
monitorada para as solucdes de referéncia de sulfito entre 1,0 e 10,00mg Lt e o

branco.

4.3.7. Estudo da corrente aplicada na CGR

A magnitude da corrente empregada na CGR define a concentracdo do
I3. O estudo de corrente foi realizado através de inje¢bes de solugbes padrao
de sulfito nas concentragdes de 1,0, 10,0 mg L e o branco (0,0 mg L),
obtendo-se sinais transientes de variacdo do potencial em funcédo corrente
aplicada para a geracdo de I3, variando-se a corrente aplicada entre 0,05 e
0,45 mA. Neste estudo, manteve-se constante a concentracdo de Kl em 0,25

mol L e a concentracdo de HCl em 1,0 mol L.

4.3.8. Influéncia do volume de amostra

O estudo do volume de amostra inserido no sistema esta diretamente
relacionado com a sensibilidade do método proposto. O volume de amostra
esta relacionado com o tamanho da alca de amostragem. Deste modo, variou-
se o comprimento da al¢ca de amostragem entre 10 e 40 cm, que corresponde
ao volume de amostra entre 50 e 200 uL. Para tanto, manteve-se constantes a

concentracdo de Kl em 0,25 mol L2, a corrente de geracdo em 0,25 mA e a
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concentracdo de HCl em 1,0 mol L* e os sinais transientes para cada tamanho
da alca de amostragem foram obtidos utilizando solucdes padréao de sulfito com
concentracdes de 1, 10 mg L e o branco (0,0 mg L?), tracando uma curva

analitica para cada variacdo do comprimento da alca de amostragem.

4.3.9. Estudo de interferentes

O estudo de potenciais interferentes foi realizado utilizando solugcdes
padréo de sulfito 4 mg L contendo de 4 a 500 mg L* de acetato, carbonato,
fosfato, nitrato e sulfato, separadamente. Foram feitas solu¢cdes com
concentracdes de sulfito e do potencial interferente em concentracdes iguais e
a medida que ndo ocorria interferéncia a concentracdo do interferente era

aumentada até que houvesse algum efeito do mesmo.

4.3.10. Andlise das amostras e teste de adicdo e recuperacao

Para a analise das amostras e a realizacdo do teste de adicao e
recuperacao foram utilizadas 5 amostras, sendo 3 amostras de suco de frutas e
2 amostras de vinho, uma tinto e outro branco. O teste foi realizado mediante
diluicho das amostras em 1:100 (v/v) para as amostras de bebida mista de
frutas citricas, 2:100 (v/v) para as amostras de suco de uva e caju e 4:100 (v/v)
para as amostras de vinho. Foram realizadas leituras das amostras diluidas e
das amostras diluidas mais a adicdo de sulfito nas concentragfes de 2 e 5 mg
L' e para cada andlise foi construida uma curva analitica para calcular as
concentracbes das amostras analisadas com e sem adi¢do de sulfito. Para o
calculo dos valores de recuperacdo de sulfito empregou-se a seguinte

expressao matematica:

CAA

R% = *
% Ca+ Csa

100

R% = recuperagéo em porcentagem;

Caa = concentragdo da solucdo de amostra diluida com adig&o de sulfito;
Ca = concentracdo da amostra diluida;

Csa = concentragao do sulfito adicionado.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para avaliacdo do sistema por injecdo em fluxo proposto para a
determinacao de sulfito, foram efetuados estudos preliminares para verificar o
desempenho analitico do sistema. Inicialmente foi realizada uma avaliacdo da
camara de geracao de reagente para verificar a geracao dos ions triiodeto, em
seguida, ap6és a montagem do sistema, foi avaliada a eficiéncia do sistema
proposto na determinacéo de sulfito, apés verificar o funcionamento do sistema
foi entdo iniciada a otimizacdo dos parametros quimicos e fisicos do sistema
proposto: estudo da natureza do acido; estudo da concentracdo do acido;
estudo da concentracdo do KI; estudo da corrente aplicada na CGR e influéncia
do volume de amostra. Apés a otimizacdo do sistema proposto foi construida
uma curva analitica com solucfes padrao de sulfito, para em seguida realizar o

estudo de interferentes e teste de adicdo e recuperacéao.

5.1. Avaliacdo da camara de geracao de reagente (CGR)

Para a otimizacao do sistema em fluxo proposto para a andlise de sulfito,
inicialmente, foi realizado o procedimento para avaliar a geracdo dos ions
triiodeto da CGR. A andlise foi realizada utilizando o amido como indicador,
variando a concentracdo do triiodeto gerado através da variacdo da corrente
aplicada na CGR.

O amido é um indicador bastante utilizado em rea¢des redox envolvendo
iodo como agente oxidante ou iodeto como agente redutor, uma vez que 0
amido forma um complexo azul com o ion triiodeto. Quando se tem um
aumento na concentracdo do agente oxidante (iodo), a razdo das
concentracbes do par I3/l € elevada, conferindo uma coloracdo azul a
solucdo. Porém, quando se tem uma elevada concentracdo do agente redutor
(iodeto), ocorre uma diminui¢cdo na razao das concentracdes do par Is/I", assim
ndo ocorre a formacdo do complexo havendo a auséncia da cor azul na
solugdo (SKOOG et al., 2006). Portanto, para observar a formagédo do

complexo azul e evidenciar a geracdo dos ions triiodeto, variou-se a corrente
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aplicada pelo potenciostato na CGR em 0,25; 0,38; 0,45 e 0,50 mA para uma
concentragdo de 0,25 mol L de KI, mesma concentracéo utilizada na geracéo
de ions triiodeto proposta por Oliveira e colaboradores (2006), e 0s espectros
obtidos séo apresentados na Figura 8.

Na Figura 8 pode-se observar que aumentando-se a corrente aplicada
de 0,25 a 0,5 mA houve um aumento de absorbancia proporcional a quantidade
de ions triiodeto gerados. Assim, nota-se uma resposta linear entre a corrente
aplicada na CGR e absorbéancia referente a formacado do complexo amido/ls
demonstrando que a CGR ¢é eficiente na geracao do triiodeto, para a formacéao
do par Is7/I" que seré utilizado como reagente na determinacdo de sulfito.

0,6
0,30 4 ; zg?58971124 +0,0823)*X - (0,1714 + 0,0334) P 0 ’ 25 mA
0,25 //./ - 0,38 mA
0,20 //// 0 y 45 mA
—— 0,50 mA
0,15 "
0,4 4 e
0,10 -
") 4 025 030 035 0.0 045 050
o] 1 (MA)
<
0,2 +
0,0 . I . I : I
400 600 800

Comprimento de onda (hm)

Figura 8. Espectros de absorbancia obtidos para a formac¢do do complexo amido-triiodeto.
Cada espectro representa uma corrente aplicada expressa em mA como indicado na legenda.
Curva obtida a partir dos espectros do complexo amido-triiodeto. KI = 0,25 mol L.
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5.2. Avaliacédo do funcionamento do sistema

Apos a verificagdo do funcionamento da CGR, foi realizada a avaliagédo
do sistema com os parametros de geracdo do reagente definidos de acordo
com Oliveira e colaboradores (2006), utilizando volume de solucdo de amostra
de 250 pL, que corresponde a uma algca de amostragem de 50 cm. Assim
sendo, foi construida uma curva analitica com concentracdes de sulfito
variando entre 30 e 300 mg L, como ilustrado na Figura 9. Nota-se na Figura
9 a tendéncia a uma resposta linear na faixa estudada, porém em
concentraces acima de 100 mg L observa-se uma perda de linearidade e a

tendéncia da resposta de permanecer constante.

Y = -(2,4902 + 0,0548)*X - (0,0108 + 0,0548)
R =-0,9889

-3,0

-3,5 -

-4,0

I (u.a.)

4,5

-5,0

5,5 -

0 50 100 150 200 250 300
2- -1
SO,” (mg L")

Figura 9. Curva analitica. Condicdes de estudo: SolugGes de referéncia contendo,30 mg L1, 50
mg L%, 100 mg L1, 150 mg L%, 200 mg L, 250 mg Lt e 300 mg L, 0,25 mol Lt de KI, 1,0 mol
L1 de H.SO, e corrente de geracao de triiodeto de 0,25 mA.

Verificou-se o funcionamento do sistema proposto e a possibilidade de

sua aplicacdo para a determinacdo de sulfito em amostras de alimentos e
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bebidas. Entretanto, notou-se que as concentracdes da faixa de trabalho foram
altas em funcédo da baixa taxa de difusdo do SOz gerado para a parte superior
da camara de difusdo. Neste sentido, foi realizado um estudo da vazédo a ser
empregada na solucdo carregadora da amostra, acido, e foi observado que
com uma vazao de 2 ml min? era possivel a obtencéo de sinais analiticos com
concentracbes de até 1,0 mg L2, sendo possivel a construcdo de uma curva
analitica com concentragdes entre 1 e 8 mg L, como pode ser observado na
Figura 10. O ganho significativo na magnitude do sinal analitico (Figura 10)
quando comparado ao estudo apresentado na Figura 9 e a linearidade
apresentada na faixa de concentracdo entre 1,0 e 8,0 mg L' demonstra a
eficiéncia do sistema de difusdo gasosa e melhora a sensibilidade do sistema
proposto.

Assim sendo, ap0s os ajustes preliminares do sistema foram realizados
0s estudos de otimizacdo do procedimento proposto de acordo com o

apresentado nas secoes 4.3.5 - 4.3.9.

-2,86 Y =-(2,8535 + 0,0102)*X - (0,0241 + 0,0021)
R =-0,9889

-2,88—-
-2,90—-
-2,92—-
-2,94—-

-2,96

I (u.a.)

-2,98
-3,00
-3,02

-3,04

-3,06

2- -1
S0.* (mg L™

Figura 10. Curva analitica. Condic¢des de estudo: Solug8es de referéncia contendo,1 mg L1, 2
mgLt,4mgL?t 6mgLte8mglL? 0,25 molL?tdeKIl, 1,0 mol Lt de H,SO4 e corrente de
geracao de ions triiodeto de 0,25 mA.
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5.3. Estudo da natureza do acido

Com o intuito de avaliar a natureza do &cido utilizado para a geragdo do
gds SOz, foram testados os acidos cloridrico, nitrico e sulfdrico na
concentragdo de 1,0 mol Lt. Para o estudo empregaram-se concentracées de
sulfito de 1 e 10 mg L e o branco e monitorou-se a variacdo do potencial em
funcdo da concentracdo. Na Figura 11 s&o apresentadas as respostas para 0s

acidos em funcédo da concentracdo do SO3?.

2,5
||so”
,ol[C—JOmgL”
S ||Cd1mgL”
|| 10 mg L™
1,5
S
5
= 1,0
0,5
| =
0,0 T r T T T

H2S04 HNO3 HCI

Figura 11. Grafico de barras do sinal analitico em fun¢&o da natureza do acido (H,SO4, HNO3 e
HCI) para o branco, e para as solugdes de 1 e 10 mg L de SOs2.

Na Figura 11 observa-se que a melhor resposta para a geragéo do SO2
gasoso foi obtida empregando o HCI, quando comparado com o H2SO4 e o
HNOs.A variacdo foi maior tanto para a concentracdo de 1,0 mg L?, quanto
para 10,0 mg L*! de sulfito. Nota-se também, que na concentracdo de 10,0
mg L? utilizando os &cidos sulfurico e nitrico houve um maior desvio padréo
das respostas analiticas em comparacdo com o HCI. Este fato é devido a
instabilidade do sinal analitico e da linha de base (maior ruido), conforme foi
observado nos sinais transientes. Deste modo, selecionou-se o HCI, pois este
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converte uma maior quantidade de sulfito a didoxido de enxofre, assim, uma
maior quantidade de sulfito na forma de SO: difundia através da membrana e,
consequentemente, obtém-se maior magnitude do sinal analitico, portanto
maior sensibilidade. Embora estudos preliminares tenham sido realizados
empregando acido sulfarico para converter o sulfito em diéxido de enxofre, ndo
foi possivel reduzir a faixa linear para concentracfes menores de sulfito do que

a ja encontrada que erade 1 mg L.

5.4. Estudo daconcentracdo do HCI

Apbs estabelecer a natureza do acido a ser empregado, foi realizado um
estudo da concentracdo de HCI necessaria para converter uma maior
quantidade de sulfito a dioxido de enxofre sem comprometer o sistema. O
estudo foi realizado variando-se a concentracdo de HCl entre 0,025 e 1,5 mol L-
1, As respostas analiticas obtidas variando-se a concentragdo do HCl em
funcdo da variacdo da diferenca do potencial para as concentracdes de sulfito

de 1 e 10 mg L e a solugdo do branco sédo apresentadas na Figura 12.

45
S0,”
4.0 1| —=—omgL?
354 ® 1mglL®
10 mg L™
3,0 -
2,5
© 204
> |
T 154
1,0 4
] .
0,5 - « ° ¢
| ° ./l L] ]
004 w

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 12 14 1,6

HCI (mol L™

Figura 12. Intensidade do sinal analitico em fun¢éo da concentra¢cédo de HCI (0,025; 0,15; 0,5;
1,0 e 1,5 mol L) para o branco, e para as solucdes de 1 e 10 mg L* de SOz%-.
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Na Figura 12 pode-se observar que as respostas analiticas para a
solucdo do branco e 1,0 mg L se estabilizam na concentracdo de HCI de 0,5
mol Lt. Entretanto, para a resposta analitica empregando 10,0 mg L, nota-se
a estabilidade na magnitude do sinal analitico nas concentracdes de 1,0 e 1,5
mol L't de HCI Notou-se no andamento do experimento que para a
concentragdo de 1,5 mol L havia um maior comprometimento (deterioragédo)
da membrana da camara de difusdo gasosa, diminuindo o tempo de uso da
mesma. Assim sendo, selecionou-se a concentracéo de 1,0 mol L't de HCl para
0s posteriores estudos de otimizacdo do método proposto para a determinacao

de sulfito.

5.5. Estudo da concentracao de KI

ApOs a otimizacdo das variaveis referentes a CDG, iniciou-se a
otimizacdo referente ao processo de geracdo do reagente, o par Is/I. O Kl € o
reagente que possui relagcéo direta com a razdo do par Is/I', portanto a variacao
da concentracdo do mesmo influenciara diretamente na corrente da linha de
base. Assim, € importante avaliar a concentracdo de KI. O estudo da
concentragéo de KI foi realizado variando-se a concentracdo entre 0,05 e 0,45
mol L1 e manteve-se fixa a concentracdo de HCl em 1 mol L e o volume da
solucdo de amostra em 250 pL. As respostas analiticas variando-se a
concentracdo de Kl em funcdo da variacdo da diferenca potencial para as
concentracGes de sulfito de 1,0 e 10,0 mg L*! e a solucdo do branco séo
ilustradas na Figura 13.
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Figura 13. Intensidade do sinal analitico em funcéo da concentracéo de Kl (0,15; 0,25; 0,35 e
0,45 mol L) para o branco e para as solu¢des de 1 e 10 mg L* de SO3?.

Na Figura 13 pode-se observar que a magnitude do sinal analitico
referente a solucdo de 10,0 mg L de SOs> aumenta quando aumenta-se a
concentracdo do Kl de 0,15 para 0,25 mol L e, posteriormente, observa-se a
diminuicdo da magnitude do sinal analitico para a concentracdo de 0,35 mol L
de KI. Para a concentracdo de 1,0 mg L? nota-se uma tendéncia do sinal
analitico aumentar, entretanto, observa-se que ndo ha diferenca significativa
entre as respostas de 1,0 mg L de SOs? e da solugéo do branco. No estudo,
também, foi observado que aumentando-se a concentracdo de Kl, aumentava o
ruido da linha de base, o que influenciava na resposta do sinal analitico
referente a solugcdo do branco. Portanto, quanto maior a concentracdo de Ki,
maior o limite de deteccdo (LD) do procedimento proposto, pois segundo a
equacado LD = 3*Sdbranco / @ (coeficiente angular da curva analitica), 0 Sdbranco €
diretamente proporcional ao LD do método. Também, observou-se que para
concentragdes menores que 0,15 mol L de KI, a resisténcia elétrica da solucdo
de KI aumentava e o0 potenciostato, utilizado na aplicacdo de corrente

constante para a geracao de ions triiodeto, atingia valores de potencial maiores



45

do que os valores da faixa de trabalho do equipamento, ndo podendo garantir
gue a corrente aplicada fosse constante. Assim sendo, fixou-se a concentracéo
de Kl em 0,25 mol L1, corroborando com os estudos realizados por Oliveira e
colaboradores (2006).

5.6. Estudo da corrente aplicada na CGR

Posteriormente ao estudo da concentragao de Kil, realizou-se o estudo
da corrente aplicada na camara de geracdo de reagente para a geracao de
ions triiodeto. Para tanto, variou-se a corrente aplicada entre 0,05 e 0,4 mA. A
resposta analitica obtida da variacdo da corrente elétrica (I (u. a.)) em funcéo
da corrente aplicada na CGR (I (mA)) para as concentracdes de 1 e 10 mg L*

de sulfito e a solucéo do branco sédo apresentadas na Figura 14.
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Figura 14. Intensidade do sinal analitico em funcéo da corrente aplicada na CGR (0,05; 0,15;
0,25 e 0,35 mA) para o branco e para as solucdes de 1 e 10 mg L de SOz2.

Na figura 14, pode-se observar que aumentando a corrente de 0,15 para

0,25 mA aumenta a magnitude do sinal analitico de todas as solucdes
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analisadas. Contudo, nota-se um aumento significativo para a solucdo de 10,0
mg L de SO3?%.

O aumento do sinal analitico foi acompanhado do aumento da corrente
referente a linha de base, indicando que aumentando-se a corrente mais ions
triiodeto séo gerados o que aumenta a concentracado do par Is/I, uma vez que
a corrente depende da presenca de ambas as espécies. Portanto, pode-se
afirmar que aumentando a corrente aplicada na CGR, aumenta a concentracéo
do I em solugédo. Entretanto, nota-se que para o estudo empregando a
corrente de 0,35 mA houve uma diminuicdo significativa da resposta analitica
para a solucédo de referéncia de 10,0 mg L de SOs%. Isso se explica pois,
quando se trabalha com valores de corrente elevados, grande parte dos ions
iodeto presentes na solucdo sdo oxidados e na auséncia destes ions seria
iniciado o processo de oxidacdo do solvente, o que ocasionaria a formacéo de
bolhas no sistema devido a formacéo de Oz proveniente da oxidagédo da agua.
Outro fator, é a compliancia de potencial do equipamento, pois de acordo com
a equacao V = R*l, quanto maior a corrente aplicada, menor sera a quantidade
de ions iodeto em solucédo, sendo assim a resisténcia (R) da solu¢cdo aumenta
e para garantir que a corrente aplicada seja mantida constante o potencial (V)
do equipamento precisa aumentar junto com a resisténcia da solugdo e quando
isto ocorre o equipamento trabalha fora de sua compliancia de potencial, ou
seja, em uma faixa de potencial maior do que a faixa de trabalho do
equipamento, ndo garantindo que a corrente aplicada seja constante. Assim
sendo, selecionou-se a corrente de 0,25 mA para os demais estudos de
otimizacdo do método proposto.

5.7. Influéncia do volume de amostra

ApoOs estabelecer os parametros quimicos e fisicos da CDG e da CGR
otimizados, realizou-se o estudo do volume de solucdo de amostra, que
corresponde ao comprimento da al¢ca de amostragem. Para tanto, fixaram-se
todos os parametros anteriormente selecionados e foram construidas curvas

analitica para a variacdo do comprimento da alca de amostragem entre 10 e 40



47

cm, que corresponde a variacdo do volume de solucdo de amostra entre 50 e
200 pL. As respostas analiticas variando-se o comprimento da alca de
amostragem versus o potencial para as concentragdes de sulfito entre 0 e 10,0
mg L' sdo mostradas na Figura 15 e suas respectivas equacdes lineares

apresentadas na Tabela 4.
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Figura 15. Curvas analiticas em funcéo do comprimento da alca de amostragem (de 10 a 40

cm) para solucdes de referéncia de 0 a 10 mg Lt de SOs%.

Tabela 4. Equagbes da reta e coeficientes de correlagdo (R) obtidos de acordo com o

comprimento da al¢ca de amostragem.

Comprimento da al¢a Equacédo dareta R
de amostragem (cm)

10 Y =-0,0776X + 5,7392 -0,9995
20 Y =-0,1156X + 5,7609 -0,9952
30 Y =-0,1446X + 5,7918 -0,9868

40 Y =-0,1107X + 5,4766 -0,9785
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Na Figura 15, pode-se observar que quanto maior o tamanho da alca de
amostragem, menor era a linearidade da curva analitica, obtendo-se valores de
coeficiente de correlacao linear (R) cada vez menores (Tabela 4). Para a alca
de amostragem de 40 cm, nota-se uma tendéncia a estabilidade do sinal
analitico nas concentracdes de 8 e 10 mg L?!. Assim sendo, fixou-se o
comprimento da alca de amostragem em 20 cm, que corresponde a 100 puL de
solucéo de referéncia e/ou amostra, uma vez que neste comprimento foi obtido

um bom coeficiente de correlacdo (R) com uma melhor sensibilidade.

5.8. Avaliacédo da estabilidade do sistema proposto

A estabilidade do sistema foi verificada através do estudo de
repetibilidade de sinais, onde foram realizadas 20 leituras, 10 vezes para o
branco e 10 vezes para as solu¢ées de sulfito de 4 mg L. Na Figura 16 nota-
se que nédo ha instabilidade da linha de base, e pode-se observar a repeticao
dos sinais analiticos indicando precisdo do sistema, onde o valor de desvio
padrao relativo foi estimado em 0,40% (n = 10), demonstrando assim a
estabilidade do sistema proposto para a andlise de sulfito. Também, foi

estimada frequéncia analitica foi de 40 determinagdes por hora.
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Figura 16. Avaliagdo da estabilidade da linha de base.

5.9. Sinais transientes e curva analitica

Na Figura 17 sdo apresentados os sinais transientes obtidos para as
solugdes de referéncia variando-se entre 1 e 12 mg L. E possivel observar
também que a resposta analitica para as solu¢des de referéncia estudadas
apresentou repetibilidade entre 3 leituras demonstrando que o sistema
proposto apresenta-se estavel e com boa precisdo apresentando um desvio
padrao relativo, como mostrado anteriormente, de 0,40%.

Uma vez realizada a otimizacdo dos parametros quimicos e fisicos do
sistema proposto para a analise de sulfito, foi construida uma curva analitica
(Figura 17 em destaque) com solucdes de referéncia de sulfito. Obteve-se uma
resposta linear entre 1 e 12 mg L. Estimou-se a equacao linear empregando-
se 0 método dos minimos quadrados como sendo E = - (0,2371 £ 0,0028) C +
(6,7097 £ 0,0182) (R =-0,9997, n = 10), com um limite de deteccao de 0,26 mg
L e limite de quantificacdo de 0,86 mg L*. Onde E representa o sinal analitico
e C a concentracéo do sulfito em mg L. Diante do exposto, pode-se dizer que
o sistema em fluxo proposto para a analise de sulfito apresenta viabilidade para
aplicacoes analiticas.
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Figura 17. Sinais transientes referentes a determinacao de sulfito. Solu¢des de referéncia
contendo, 0;1;2;4;8 e 12 mg L™ Curva analitica para o sulfito. Concentragéo de Kl 0,25
mol L1, HCI 1,0 mol L! e corrente de geragéo de ions triiodeto de 0,25 mA.

5.10. Estudo de interferentes

Para avaliar a seletividade do método proposto foram investigados o
efeito de possiveis interferentes que podem afetar a analise em amostras reais
(AMATATONGCHAI et al., 2015; ARAUJO et al.,, 2005). O efeito destas
substancias no sinal analitico utilizando solucdes de referéncia de sulfito de 4
mg L' de sulfito contendo diferentes concentracbes das espécies
potencialmente interferentes, acetato, carbonato, fosfato, nitrato e sulfato. O
limite de tolerancia das substancias interferentes foi definido a partir da
quantidade das espécies quimicas as quais 0s sinais obtidos usando a solu¢éo
padréo de sulfito com a substancia interferente ocasionasse uma variagao de *
5% em comparacdo ao sinal do padréo de 4 mg L de sulfito.

Analisando os resultados obtidos, mostrados na Tabela 5, pode-se

observar que as espécies com maior potencial interferente sdo carbonato e
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sulfato, pois estas substancias apresentaram um limite de concentracdo menor
gue os demais interferentes.

Em amostras de sucos, 0s carbonatos podem existir em uma
concentracdo maxima de 250 mg L e a adicdo de sulfatos ndo é mencionada
(GGALI/ANVISA, 2013) sendo apenas proveniente da degradacédo do sulfito.
Considerando que as amostras de sucos foram diluidas 1:100 e 2:100 (v/v), a
concentracdo de carbonato se manteve em um maximo de 2,5 e 5 mg L,
respectivamente, e sendo o Ilimite de tolerdncia muito maior que a
concentracdo permitida apos a diluicdo, possiveis efeitos de carbonato na
analise ndo seriam esperados.

Nas amostras de vinhos € permitido o uso de carbonatos para melhorar
0s constituintes naturais do vinho, porém ndo € mencionado o teor de
carbonato que pode ser adicionado. Como este valor ndo € especificado deve-
se usar quantidade suficiente para obter o efeito tecnolégico necessario sem
que haja alteracdo de suas propriedades organolépticas normais. A adi¢do de
sulfatos é permitida em concentragdo maxima de 1,0 g L't (MINISTERIO DA
AGRICUTURA PECUARIA E ABASTECIMENTO, 1988). Considerando que as
amostras de vinho foram diluidas 4:100 (v/v), a concentracdo de sulfatos se
manteve em um maximo de 40 mg Lt. Como o maximo de sulfato esperado é
igual ao limite de tolerancia também néo se espera efeito deste interferente nas

analises de vinhos.

Tabela 5. Avaliacdo de possiveis interferentes estudados.

Sustancia Concentragéo (mg L™?) Variacdo do sinal (%)
HsCCOO- 500 -3,60

COs? 25 -0,08

PO4% 90 -4,89

NOs- 250 +1,36

S04 40 -2,06

Solucao padrdo de 4 mg L de sulfito.
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5.11. Figuras de mérito do procedimento proposto

O sistema em fluxo proposto apresentou uma resposta linear na faixa de
1,0 a 12,0 mg L, obtendo-se a equagdo | = - (0,2371 + 0,0028) C + (6,7097 +
0,0182), R =-0,9997, sendo | o valor da corrente em unidades arbitrarias (u. a.)
e C o valor da concentracdo de sulfito em mg L. Foram obtidos limites de
deteccdo e quantificacdo de 0,26 e 0,86 mg L%, respectivamente, com um
desvio padréo relativo de 0,4% e com uma frequéncia analitica estimada em 40
determinacdes por hora.

Na Tabela 6 s&o apresentadas, em resumo, as caracteristicas do
sistema em fluxo proposto comparadas com caracteristicas de outros métodos
encontrados na literatura. Entre as caracteristicas do sistema proposto pode-se
destacar a alta precisdo, a frequéncia analitica alta e o baixo consumo de
solucdo de amostra sem a necessidade de tratamento prévio. O método
proposto também demonstrou uma robustez e simplicidade em comparacéo
com o método oficial uma vez que este é realizado em batelada e necessita de
uma destilacao prévia (MARTINS et al., 2011).



Tabela 6. Comparacao das caracteristicas analiticas do método proposto com outros métodos descritos na literatura.
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Figuras de mérito (YIN, L Qetal.,, (FATIBELLO- (AMATATONGCHAI (CARBALLO et al., Trabalho
2010) FILHO; VIEIRA, et al., 2015a) 2003) proposto
1997)
Faixa linear (mg L) 0,008 - 1,601 3,2-48 2-200 0,9-16,9 1-12
Coeficiente Linear (R) 0,9999 0,9991 0,9989 0,9984 0,9997
Limite de detec¢éo (mg L?) 0,0005 0,18 0,03 0,15 0,26
RSD (%) 1,65(=7) 0,6 (n = 4) 1,6 (n = 10) 6,9 (n = 3) 0,4 (n = 10)
Consumo de amostra (mL)2 2,31 0,5 0,02 0,02 0,1
Consumo de reagente (g)2 0,03 0,93 0,81 0,005 0,11
Geracao de efluente (mL)?2 7,92 2,83 2,62 - 5,36
Frequéncia analitica (h?) 20 26 23 23 40

2Por determinagao



54

5.12. Anélise das amostras e teste de adi¢cao e recuperacao

Entre os procedimentos mais utilizados para avaliar a exatiddo de um
método pode-se destacar o método de adicdo e recuperacdo (RIBANI et al.,
2004).

O teste de adicdo e recuperacdo foi realizado para trés tipos de
amostras de suco (sucos de caju, uva e laranja) e para dois tipos de amostras
de vinho (vinhos tinto e branco suaves). Antes da andlise, as amostras foram
filtradas e diluidas considerando o valor maximo de sulfito permitido para estas
amostras. Para o suco de uva e bebida mista de frutas citricas o teor maximo
200 mg L de sulfito, suco de caju é de 300 mg L e vinhos é de 350 mg L*
(FAVERO et al., 2011). As diluicdes foram realizadas para que o teor de sulfito
estivesse dentro da faixa de trabalho do sistema.

Os resultados para a analise de sucos e vinhos e para o teste de adicédo
de recuperacao estao expressos na Tabela 7. Os valores de recuperacgéo entre
91,63 e 110,34%, demonstrando que nao houve efeito de matriz na
determinacao de sulfito nas amostras analisadas. A adicdo foi realizada em

dois niveis de concentracéo: 2 e 5 mg L de SO3*.



Tabela 7. Resultados obtidos para a analise de sucos e vinhos e o teste de adicdo e recuperacéo.

Amostra Método proposto Valor adicionado (mg Valor encontrado (mg L?) Recuperacéao (%)
LY
Suco de caju 0,09 £ 0,03 2,0 1,92 + 0,03 91,6
5,0 5,34 £ 0,15 104,8
Suco de uva 0,62 £ 0,03 2,0 2,63 £ 0,07 100,1
5,0 5,62 + 0,06 99,9
Bebida mista de frutas 0,12 £ 0,05 2,0 2,18 + 0,20 102,7
citricas
5,0 5,12 + 0,10 100,0
Vinho tinto suave 1,24 + 0,09 2,0 2,97 +0,16 91,7
5,0 5,89 + 0,16 94,4
Vinho branco suave 3,12+ 0,09 2,0 5,54 + 0,20 108,3
5,0 8,96 + 0,02 110,3
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6. CONCLUSAO

O procedimento analitico desenvolvido neste trabalho demonstrou a
aplicabilidade de um sistema de analise por injecdo em fluxo com geracéo
eletroquimica de reagente e deteccdo biamperométrica para determinacdo de
sulfito. O par redox Is/I" foi um eficiente sistema redox indicador, pois
possibilitou a determinacg&o indireta do sulfito em amostras de sucos e vinhos.
A utilizacdo da CDG, possibilitou a minimizacdo dos possiveis interferentes
presentes nas amostras, ndo havendo a necessidade do tratamento da
amostra. Devido a possibilidade de geracdo do reagente I3 na CGR, a
instabilidade do par Is/I" pode ser descartada, uma vez que o mesmo é gerado
em linha em recipiente fechado. A simplicidade, baixo custo, elevada
frequéncia analitica (64 determinacdes por hora), boa precisdo (RSD de 0,4%,
n = 7) e limite de detecgéo de 0,36 mgL™, torna o método proposto viavel para
determinacao de sulfito em amostras reais, além do baixo consumo de amostra
e reagentes. O detector biamperométrico construido foi facilmente adaptado ao
sistema por ser portatii e miniaturizado. Por tanto, pode-se concluir que o
procedimento proposto para a andlise de sulfito em amostras de sucos e vinhos

apresentou-se eficaz.
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