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Resumo

O diéxido de enxofre ¢ normalmente usado come aditivo na industria alimentar ¢ de
bebidas, com o objectivo de proteger os produtos da oxida¢do e de ataques microbiologicos,
atendendo As suas caracteristicas anti-oxidantes ¢ anti-sépticas. O teor maximo de dioxido de
enxofre permitido ¢ limitado por lei e sujeito a controlo, ja que acima de determinado nivel
apresenta perigo de toxicidade para o ser humano. O didxido de enxofre na cerveja pode
apresentar-se em duas formas: livre ¢ combinado, na forma de aductos.

Varias metodologias t8m sido propostas com o objectivo de determinar a quantidade
de dioxido de enxofre existente em alimentos € bebidas, nomeadamente métodos envelvendo
processos de amostragem, baseados na prévia separagio gasosa de SO, acoplados a sistemas
com detecgio espectrofotométrica e electroquimica.

Este trabatho visa desenvolver um sistema de anatise de diduido de enxoffe acoplando
uma camara de pervaporagdo a um sistema de detecgdo voltamétnica em fluxo. O sistema
proposto alia as vantagens da andlise em continuo, com i automacgdc, a rapidez, a
simplicidade e a possibilidade de realizagdo de analises directamente sobre a amostra real. O
método envolve um pré-tratamento zlcalino da amostra de cerveja, uma posterior acidulagio
em linha para converter todo o SO; na forma volatil, a passagem por uma camara de
pervaporagdo, onde se dé a difusdo da espécie gasosa através de uma membrana hidrofébica
de Teflon e a recolha do SO, num fluxo continuo de tampdo acetato 0,IM pH 4,0, que €
depois dirigido para a célula voltamétrica A unidade de pervaporagio incorporada no sistema
serve para separar o analito da matriz, prevenindo deste modo interferéncias.

O sistema propasto revelou-se muito simples e répido, necessitande de reagentes de

baixo custo e de facil aquisi¢do.



Abstract

Sulphur dioxide is normally used as additive in the food and beverages industries, to
protect those products of oxidation and of microbiological attacks, due to its antioxidant and
anti-septic characteristics. The level of sulphur dioxide is limited by law and subject to
control since it presents toxicity to the human being. The sulphur dioxide in beer can be
presented in two forms: free and combinated, in the form of aductes.

Some methodologies have been developed to determine sulphur dioxide in foods and
beverages, specially methods involving processes of sampling based in the previous gaseous
separation of SO, connected to spectrophotometric or electrochemical detection systems.

This work aims to develop a analysis system for sulphur dioxide determination based
on a pervaporation module connected to a voltammetric detection system in flow. The
proposed system integrates the advantages of continuous analysis with the automation, the
speed, the simplicity and the possibility of doing the analyses directly on the real sample. The
method involves an alkaline pre-treatment of the beer sample, an on-line acidulation to
convert all SO, into the volatile form, the passage through the pervaporation module, where
the diffusion of the volatile species occur through the Teflon hydrophobic membrane and the
capture of the SO; in a continuous flow of acetate buffer 0,1M pH 4,0 that is directed for the
voltammetric flow cell. The pervaporation module in the system allows the separation to the
analyte from the matrix, preventing interferences.

The proposed system is very simple and allows fast analysis. It needs only simple and

low cost reagents.
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1 - O dioxido de enxofre na cerveja

1.1 - Caracteristicas fisico-quimicas do dioxido de enxofre
1.2 - O dioxido de enxofre como aditivo alimentar
1.3 - Fontes de dioxido de enxofre na cerveja

1.4 — Papel do dioxido de enxofre na cerveja

1.1 - Caracteristicas fisico-quimicas do dioxido de enxofre

O dioxido de enxofre, SO,, é um gas toxico, ndo inflamavel, incolor, apresentando um
odor irritante caracteristico, cujo limite de percepg¢io € da ordem de 3 ppm [1]. E um dos mais
comuns poluentes atmosféricos sendo a sua proveniéncia em parte de origem natural e em
parte de fontes antropogénicas. A emissdo antropogénica de compostos de enxoffe,
principalmente na forma de SO,, resulta essencialmente da queima de combustiveis fosseis e
de certas actividades industriais nomeadamente, da refinagio do petroleo, da industria
cimenteira, da industria metalirgica, etc. Em algumas zonas do planeta, principalmente nos
tropicos, a combustdo de biomassa contribui, igualmente, para a dispersdo de SO; na
natureza. A actividade vulcanica é, claramente, a principal fonte natural da emissdo de SO
[2L

Industrialmente o diéxido de enxofre pode ser obtido por combustdo de enxofre em
fornos, por calcinagdo em condigdes oxidantes de sulfuretos naturais (pirites, sulfuretos de
zinco naturais, etc.) ou por calcinagdo de sulfatos naturais.

Por oxidagdo, o SO, d4 origem a trioxido de enxofre, SO;, produto intermediario no
processo de fabrico do acido sulfurico. Como ligando € utilizado na preparagido de sulfitos e

ditionitos.

%)
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O SO, produzido industrialmente é na sua maioria utilizado na produgdo de acido
sulfurico, no entanto ¢ ainda aplicado como agente branqueador, desinfectante, aditivo
alimentar e solvente nio aquoso. A tabela 1.1 apresenta algumas caracteristicas fisico-

quimicas deste composto.

Tabela 1.1 — Algumas caracteristicas fisico-quimicas do SO; (adaptado da Ref® 1)

Caracteristicas fisico-quimicas do SO;

Temperatura de solidificagio: -75,5 °C
Temperatura de liquefacgdo: -10,0°C
Temperatura critica: 157,5°C

Pressdo critica: 77,7 atm

Massa especifica (a —10°C): 1,46 kgdm™
Massa especifica (sob a forma gasosa): 2,927 gdm™
Condutividade eléctrica: < 10™® ohm™ cm”
Constante dieléctrica (0°C): 15,4
Momento dipolar: 1,62 D

Angulo 0-8-0 : 119°

Distancia r (S-O) : 143,1 ppm

AHf (g): -296,9 kJmol™

0 diéxido de enxofre é soluvel em agua apresentando uma solubilidade da ordem de
3927 cm’ de SO, por 100g de H,0 a 20°C, bastante elevada quando comparado com outros
gases (Tabela 1.2).
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Tabela 1.2 — Solubilidade de alguns gases em dgua, P gds= 1 atm. (adaptada da ref* 2)

Solubilidade em 4gua (gL™)
Substéncia gasosa 10°C 20°C 25°C
o 0,0545 0,0443 0.0406
Oxigénio O,
0,802 0,610
Ozono O3
Dibxido de enxofre SO 153,9 1050 94.1
Monoxido de azoto NO 0,0770 0,830 0,0577
t 1,69
Dibxido de carbono CO; 1.45

A solubilidade deste gas em agua depende do pH do meio, diminuindo com a acidez.
Em solugio aquosa e de acordo com a acidez do meio, diferentes espécies irdo predominar em

solugdo aquosa: SO,. H>O (pH < 1,5), HSO5™ (pH 1,5-6,5) e SO;* (pH>6,5).

\ h \ //:

SO,H,0 HsO, 5

ol 1§ \
L) /\
L £

% 50, fotal

i
8 10
H

Figura 1.1 — Variag¢io da compesi¢io de uma solugio de sulfito em fungiio do pH (extraido da

ref°24)
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A variagdo da composigdo da solugdo de sulfito com o pH depende dos seguintes

equilibrios:

SOz (g) + H,O ()~ SO, .H0(aq) K =123 molL™ atm (T=25°C)

SO,. H,0 (agy—  HSOs (aq) + H' (ag) K=1,32x10> mol L™ (T=25°C)

HSOs; (ag)_  SOs* (aq) + H' (aq) K=6,42x10°mol L™ (T=25°C)

1.2 - O dioéxido de enxofre como aditivo alimentar

O didxido de enxofre é um dos aditivos alimentares com maior tradi¢do. Obtido por
combustdo do enxofre, os primordios da sua utilizagdo remontam a Grécia antiga e 3 Roma
Classica onde era usado na desinfec¢@io das casas; 0s romanos € 0s egipcios empregavam-no
na esterilizagdo de recipientes destinados ao armazenamento de vinhos.

Como conservante alimentar, a sua utilizacdo foi iniciada no século XVII, existindo
registos de aprovagio legal da sua utilizagdo no inicio de 1800 nos EUA. Em 1958 o “Federal
Food, Drug and Cosmetic Act “, entidade responsavel a época nos EUA pela regulamentagio
legislativa dos conservantes e aditivos alimentares, considerou os sulfitos como aditivos
alimentares seguros, atribuindo-lhes a sigla GRAS ( generally recognized as safe ).

Na tabela 1.3 encontram-se listados alguns dos aditivos alimentares utilizados como
fontes de SO,.



Parte I — Fundamentagdo Teorica

Tabela 1.3. — Aditivos alimentares usados como fontes de diéxido de enxofre (adaptacio de tabela da

ref® 24)

Designacao Composto
E 220 Dioxido de enxofre
E 221 Sulfito de sodio
E 222 Hidrogenossulfito de sodio
E 223 Metabissulfito de sodio
E 224 Metabissulfito de potassio
E 226 Sulfito de calcio
E 227 Hidrogenossulfito de calcio
E 228 Hidrogenossulfito de potassio

Nos alimentos, o SO, pode encontrar-se sob trés formas: livre, reversivelmente
ligado e irreversivelmente ligado. Ao somatério dos dois primeiros tipos da-se o nome
de SO, total e sdo essas formas que possuem as caracteristicas que protegem 0s
alimentos.

O dioxido de enxofre ¢ um composto com caracteristicas redutoras que tem

elevada aplicabilidade como aditivo na industria alimentar e de bebidas, porque:

i. inibe o processo oxidativo e os restantes processos associados, por exemplo,
previne ou reduz a perda de cor;
ii. retarda as reac¢des enzimaticas pois o seu poder redutor inibe a sintese de
quinonas, além de poder exercer uma acgdo inibidora sobre a propria enzima,
iii.  exerce uma acgio antimicrobiana sobre diversos fungos, leveduras e bactérias;
iv. aumenta a estabilidade organoléptica na medida em que bloqueia certos

compostos carbonilo responsaveis por gostos e aromas indesejaveis.
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Este aditivo tem elevada importancia na industria vitivinicola na medida em que

exerce diferentes acgdes sobre a qualidade do vinho:

a) actua como branqueador, eliminando coloragdes escuras indesejaveis;

b) ¢ um agente redutor e actua como antioxidante removendo os radicais livres e
certos compostos resultantes da oxidagio, transformando-os em compostos
menos activos;

¢) apresenta ac¢@o antimicrobiana.

Na industria cervejeira, o sulfito é o antioxidante mais utilizado. Na cerveja

assume um papel importante na estabilidade organoléptica devido:

|

3 a) & acgdo antioxidante, na medida em que reage com o oxigénio e radicais livres,
1 atrasando a evolugdo oxidativa,

b) a formagio de aductos com compostos carbonilicos, alguns dos quais

apresentam baixo limiar de percepgdo. Estes compostos, produzidos

continuamente pela matriz, na forma de aductos com o SO aumentam

drasticamente o seu limiar de percepgao.

A acgdo anti-microbiana do SO, torna-o 0til no processo de desinfecgdo de
recipientes para alimentos e cubas de fermentagdo, ja que reduz e previne a deterioragdo
dos alimentos por contaminagdo microbiana e actua como inibidor selectivo de
microorganismos durante o processo fermentativo.

Nos anos 70 foram registados alguns episodios de hipersensibilidade humana
relacionada com o uso de sulfitos. Em 1985 a “ Federation of American Societies for
Experimental Biology”, FASEB, avaliou a correlagdo entre certas manifestagoes
alérgicas e os sulfitos, concluindo que os mesmos eram seguros para a maioria da
populagdo. No entanto verificaram que podiam ocasionar reacgdes de gravidade
imprevisivel em asmaticos e pessoas hipersensiveis a estes compostos. Os efeitos no ser
humano dos agentes sulfitantes ndo estdo, assim, completamente definidos, no entanto

na literatura é referida sintomatologia relacionada com a ingestdo de tais compostos:
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vermelhiddo, urticaria, pressio sanguinea baixa, problemas respiratorios, distirbios
gastrointestinais, dermatite, nausea, diarreia, choque anafilatico, ataque asmatico agudo

e perda de consciéncia. Os sulfitos ndo revelaram possuir propriedades cancerigenas
nem teratogénicas em estudos epidemologicos.

No organismo humano o sulfito ingerido através dos alimentos é convertido em
sulfato por acgdo enzimatica em alguns 6rgdos, nomeadamente, nos rins, no figado e no
coragao.

Visando a protecgdo i saude humana e de modo a minimizar os riscos para o
organismo, foram estabelecidas normas regulamentares sobre aditivos em alimentos [9].
No caso de sulfitos encontra-se proibido o seu uso para a manutengdo da cor e
consisténcia de frutas e vegetais crus, € em alimentos reconhecidos como fontes de
vitamina B1, j4 que eliminam a actividade de certas vitaminas. Os conservantes
contendo sulfito foram também proibidos em carnes, pois ao serem capazes de restaurar
e manter a cor vermelha, dio a esta um falso aspecto de carne fresca, enganando o
consumidor. Esta contra-indicagio é ainda reforcada pelo facto da carne vermelha ser
uma fonte de vitamina B1. No Reino Unido, os sulfitos sdo autorizados em alguns
enchidos e em hamburgueres até um limite de 450 ppm. No Canada sdo permitidos na
conservagio de carnes de aves.

Actualmente, é obrigatorio a inclusio nos rotulos de alimentos e bebidas a
referéncia a adi¢do de sulfitos, quando a sua concentragdo no produto final for igual ou
superior a 10 ppm.

A ingestdo diaria de di6xido de enxofre recomendavel para o ser humano € de
0,7 mg/kg de massa corporal. Estima-se, contudo, que em termos médios a ingestdo

diaria seja da ordem de 180 mg, claramente acima do valor recomendavel [20].

1.3 - Fontes de dioxido de enxofre na cerveja

A cerveja pode ser descrita de forma simplista como uma solugdo aquosa obtida
como resultado da fermentagio alcoolica do mosto de malte de cevada, por acgdo da
levedura cervejeira, e da adigio de lupulo ou seu extracto, podendo parte do malte ser
substituido por cereais maltados ou ndo, ou por hidratos de carbono de origem vegetal.

O teor de 4lcool na cerveja varia entre 3 a 8%. Como produtos das transformagdes
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quimicas inerentes a sua preparagdo podemos encontrar nesta mistura complexa, COs,
alcool etilico, inimeros sais inorganicos e cerca de 800 compostos organicos diversos.
A selecgio das matérias-primas, as operagdes a que sdo sujeitas ¢ o modo como €
realizada a fermentagdo vdo determinar as caracteristicas organolépticas da cerveja.

A maioria das estirpes da levedura Saccaromyces cerevise, normalmente
utilizada na fermentag@o alcodlica da cerveja e do vinho, produz sulfito como resultado
do seu metabolismo durante o processo fermentativo. A concentragdo do composto esta
directamente relacionada com a produgio de aminoacidos, ja que, assume um papel de
intermediario nesse processo. Apesar da produgdo do SO, estar intimamente ligada as
caracteristicas da levedura utilizada, é possivel regular a sua formagdo durante a
fermentagdo, controlando alguns pardmetros, nomeadamente, temperatura, oxigenagao,
etc. O nivel de SO, produzido pela levedura varia, em geral entre 2-9 mg/L, sendo
inferior ao teor maximo legalmente permitido na cerveja.

O Iapulo, ingrediente chave no processo de fabrico da cerveja, pode ser utilizado
na forma de lapulo sulfitado o que vai incrementar o teor de SO, entre 3 a 4 mg/L, no
entanto na etapa de ebuligio do mosto a maior parte do composto proveniente por esta
via é perdido.

A principal fonte de SO, na cerveja é, entdo, a adigdo deliberada. A adigéo ¢
feita em geral na forma de metabissulfito ¢ € normalmente efectuada apos determinagao
da quantidade de SO, endbégeno, ou seja, da que se formou como resultado da
fermentag@o.

O interesse na determinacdo do teor de SO; na cerveja resulta, por um lado da
existéncia de legislagdo que estabelece os valores maximos autorizados e, por outro
lado, do interesse em monitorizar o desaparecimento do SO, durante o armazenamento
da cerveja, ja que este composto desaparece com O armazenamento, € correlaciona-lo

com a estabilidade organoléptica da bebida.

1.4 - Papel do didéxido de enxofre na cerveja

O aniio hidrogenossulfito apresenta capacidade para reagir com diversos
compostos presentes na cerveja, particularmente com compostos carbonilicos,

destacando-se entre os compostos com maior afinidade para a formagao destes aductos,

10
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o diacetilo, o acetaldeido e carbonilos saturados e insaturados de cadeia linear [23] [24].
No entanto podem-se formar compostos de adigdo com outros compostos como o acido
pirGivico, o acido 2-cetoglutarico, o acido galacturonico e a glucose; contudo o produto

de adigdo resultante € menos estavel.

B, o R H,0 R,
| A —> ., oC0 T -5g-—C—OH
/ b U— 038 / < 033 /
H H H
\ = a—hidroxisulfonato
OxdP
|
OH

Figura 1.2 — Reacgdio de adi¢iio do anido hidrogenossulfito ao grupo carbonilo com formagio de
a-hidroxisulfonatos

Os a-hidroxisulfonatos resultantes da formagido de aductos apresentam uma
acentuada diminuigio de estabilidade em meio alcalino. Esta caracteristica €
aproveitada aquando do doseamento da fracgdo combinada de SO,.

A reacgio de adigdo que conduz a formagdo do aducto entre o anido
hidrogenossulfito e o grupo carbonilo € descrita como sendo rapida, reversivel e
relativamente extensa para aldeidos de cadeia curta. Saliente-se que esta reacgdo € usada
em larga escala para a purificagdo de aldeidos e cetonas, dado que os aductos formados
sdo cristalinos e facilmente separaveis da mistura [25].

A extensio da formagdo destes compostos € condicionada estereoquimicamente.
O anifio hidrogenossulfito ¢ um anifio relativamente volumoso, € se os grupos R e R’
adjacentes ao carbono do grupo funcional forem igualmente volumosos, a reac¢do sera
apreciavelmente menos extensa, dado que a aproximagdo do nucleofilo ao itomo de
carbono do grupo carbonilo é dificultada. A influéncia que os grupos volumosos na

vizinhanca do grupo carbonilo exercem sobre a reacgdo de adigdo nucledfila €

L
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confirmada pelos valores da constantes de equilibrio para a reacgdo de adi¢do do aniéo

hidrogenossulfito a alguns aldeidos e cetonas conforme se pode ver na tabela 1.4.

Tabela 1.4 — Valores de constantes de equilibrio para a reaccio de adicio do anido
hidrogenossulfito a aldeidos e cetonas (valores obtidos a 0°C) (extraido e adaptado da ref* 29)
K= [RR'C(OH)SO™]

Composto carbonilico RCOR’

[RCOR’| x [HSO*]
CH,CHO 800
CH-COCH; 200
CH;COCH;s 40
CH;COC(CH:) 1.6

Durante a fase de fermentagdo do mosto, os compostos carbonilicos sofrem
redugdo por acgdo da levedura cervejeira, originando os alcoois respectivos. Se aqueles
se encontrarem na forma de aducto, esta reac¢do pode ndo ocorrer €, consequentemente
aqueles compostos irdo aparecer no produto final sob a forma de o—hidroxisulfonatos.
Alguns autores [23] defendem que durante o envelhecimento da cerveja, com a
diminui¢io da concentragdo de SO; livre, os aductos vao-se dissociando, resultando na
libertagio dos compostos carbonilicos e consequente alteragdo das propriedades
organolépticas do produto.

A formagdo endogena de sulfito durante o processo de fermentagdo da cerveja
tem sido objecto de estudo por parte de varios investigadores que procuram estabelecer
os factores que afectam a formagdo do sulfito durante esse processo. Narziss e
colaboradores [44] mostraram que o sulfito produzido durante a fermentagdo intervém
na estabilidade organoléptica da cerveja e concluiram que a presenca na cerveja final de
niveis de dioxido de enxofre de 8 a 9 ppm ocasiona um aumento da estabilidade da
cerveja durante o seu armazenamento. Assim, a presenca de SO, possibilita maior
resisténcia a influéncias exteriores que possam provocar alteragdes no aroma e sabor

original do produto, tais como, temperatura, luminosidade e a presenga de oxigénio. A

12
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nivel da produgdo industrial da cerveja a necessidade de manter um nivel de qualidade
previsivel e a falta de conhecimento dos factores responsaveis pelo envelhecimento da
cerveja, implicam que exista um rigoroso controlo de todo o processo de fabrico, desde
a selecgdo rigorosa de matérias-primas até ao engarrafamento e armazenamento, de
forma a estabilizar as caracteristicas do produto produzido.

Para preencher esta lacuna inimeros estudos tém sido efectuados na tentativa de
esclarecer os factores responsaveis por alteragdes organolépticas na cerveja durante o
armazenamento (“vulgo” envelhecimento da cerveja”). Esses estudos apontam para a
existéncia de uma correlagio entre as caracteristicas tipicas do envelhecimento € 0
aumento da concentragio de certos compostos carbonilo, nomeadamente aldeidos.
(Tabela 1.5)

Tabela 1.5 — Alguns compostos relacionados om alteragiio do aroma/sabor da cerveja. Limites de

percepgio e caracteristicas organolépticas associadas. (extraido e adaptado da ref* 30)

Composto Limite de percepgdo/ppm | Aroma/sabor na cerveja
5-hidroximetilfurfural 1000 aldeido,velho,0leo vegetal
formaldeido 400 frutado,queimado,adstringente
furfural 150 papel,casca

acetaldeido 25 magasverdes, frutado
5-metilfurfural 20 améndoas,queimado,fenolico
n-butanal 1 meldo,folhas verdes,verniz
n-hexenal 0,3-0,4 amargo,aldeido

n-heptenal 0,05-0,1 amargo aldeido

cis-4-hexenal
trans-2-octenal

trans-2-nonenal

0,0003-0,0005
0,0003-0,0005
0,00011

amargo,aldeido,papel
amargo,aldeido,oxidado

papel,cartdo,oxidado,velho

As reacgdes associadas a formagiio dos compostos atras referidos a partir de
precursores tém sido objecto de estudo com vista a controlar tecnologicamente a

formagdo dos mesmos, nomeadamente a degradagio oxidativa de isohumolonas, a
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degradagio de aminoéacidos, a oxidagdo de acidos gordos e derivados, certas
condensagdes aldolicas, a oxida¢do de élcoois, etc. Podemos associar aos fenomenos
referidos alguns pardmetros como tempo, pH temperatura e a presenca de espécies
oxidantes na matriz com incidéncia na presenga de oxigénio. Alguns investigadores tém

proposto mecanismos envolvendo radicais livres, como por exemplo, o radical hidroxilo
— HO', formado por interacgio entre O, e HyO sob a acgdio catalitica da luz e

temperatura que, por serem altamente reactivos, podem induzir alteragdes progressivas
na matriz inicial da cerveja [22].

Na industria cervejeira o embalamento € efectuado em atmosfera “isenta” de Oz,
para tal a embalagem € saturada com CO,, antes do fecho, de forma a garantir que o teor
de oxigénio apOs embalagem seja muito pequeno.

Estudos efectuados permitiram seguir a evolugio da perda do SO; total durante o
armazenamento. Concluiu-se que essa perda era quase exponencial, o que revela que a
cinética da reac¢io entre o SO, e os componentes da cerveja ¢ de pseudo primeira-
ordem em relagiio ao tempo [26] (grafico da figura 1.3). Assim, € sugerida a adigéo de
agentes sulfitantes apos a fermentagdo de modo a reduzir a concentragio de aldeidos
presentes. De acordo com o exposto e atendendo ao elevado limite de percepgao
sensorial dos aductos carbonilo-hidrogenossulfito e ao facto de serem ndo volateis, o

SO, assume um papel essencial na estabilidade organoléptica do produto

concentracio de SO- total (mg/L)

Figura 1.3 - Perda de SO, total na

cerveja. Estudo efectuado em cerveja

comercial armazenada a 25°C e

analisada wsando o método da p-

rosanilina { ref*19 ). A escala referente

- a0 tempo traduz o nimero de dias de
3 armazenamento. (adaptade da ref” 26)

& piaralasaabaasrbazaalsacadasaa st .

30 50 70 90 110 130 150 17C

tempo(dias apos embalamento)
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A oxidagdo do SO, em solugdo aquosa tem sido objecto de estudo de varios
investigadores mas tendo em conta as dificuldades experimentais inerentes ao estudo
deste tipo de reacgdes, os resultados obtidos tém sido objecto de controvérsia. Estas
dificuldades prendem-se com a presenga de ides metalicos como impurezas na agua ou
nos reagentes que sdo capazes de catalisar a oxidagdio do SOx. Também a presenga de
compostos organicos como impurezas, que podem actuar como inibidores, tendem a
causar dificuldades experimentais.

Tém sido propostos varios mecanismos para a acgao catalitica de certos i0es de
metais de transigdo, no processo de oxidagdo do SO;. Neste sentido, trés tipos de
mecanismos tém sido propostos: 1) envolvendo radicais livres; 2) ndo envolvendo
radicais livres; 3) combinagdo dos dois mecanismos anteriores. A maior parte dos
estudos publicados sobre o assunto explica 0 processo através do mecanismo de radical
livre proposto pela primeira vez por Backstrom [2][24].

O controlo do processo de envelhecimento da cerveja tem-se apresentado como
um dos maiores desafios para a industria cervejeira. Na verdade, a identificagdo e
quantificagio de compostos responsaveis pela estabilidade do aroma/sabor da cerveja
bem como 0s mecanismos inerentes a todo este processo tém constituido um desafio
para a investigag@o nesta area.

Como vimos, o SO; pode reagir reversivelmente com compostos carbonilo,
formando aductos na forma de o-hidroxissulfonatos. Os aductos formados ndo sdo
volateis e, portanto, como fazem diminuir a concentragao de compostos carbonilos
livres, o seu efeito no gosto e cor da cerveja ndo € tdo acentuado.

Resumindo, as transformagdes quimicas do sulfito na cerveja estdo associadas a:

- formagdo de aductos com compostos carbonilo, estaveis e de caracter
reversivel,
- sua actuagdo como inibidor de reacgdes radicalares, sendo esta uma

caracteristica que parece manter-se mesmo na forma de aducto [22].
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2 - Metodologias para a andlise do diéxido de enxofre

2.1 - Métodos ndo voltamétricos
2.2 - Voltametria
2.2.1 - Comportamento electroquimico do diéxido de enxofre

2.2.2 - Método voltamétrico para a determinagdo do dioxido de enxofre

2.1 — Métodos nio voltamétricos

Com o proposito de avaliar os teores de SO; em alimentos e bebidas, varias
metodologias analiticas encontram-se desenvolvidas. Muitas dessas metodologias sdo
essencialmente oriundas de adaptagdes do procedimento de Monier-Williams [19],
desenvolvido em 1927.

Métodos adaptados da metodologia desenvolvida por Monier-Williams tém
ainda hoje ampla utilizagio na analise do SO, em alimentos e bebidas. Estes métodos
utilizam a destilagdo como técnica de separagdo do composto da matriz apos conversdo
do ido hidrogenossulfito na forma volatil, SO, e na posterior oxidagio do SO, recolhido
a acido sulfiirico utilizando perdxido de hidrogénio. A quantificagdo do analito ¢ feita
por titulagio acido-base. A simplicidade e boa precisdo sdo caracteristicas deste método,
no entanto a sua morosidade é a principal desvantagem. O controlo da temperatura de
destilagio ¢ um factor extremamente importante na preven¢do da evolugdo de co-
destilados, como por exemplo aldeidos volateis com capacidade para se combinarem
com o SO,, o que ocasiona resultados errados.

Um outro método de andlise do SO, muito utilizado baseia-se numa titulagdo
jodométrica na qual, por adequado ajuste do valor do pH, consegue-se a quantificagéo
do SO, total e livre. Este método tem grande aplicabilidade na andlise de bebidas e

alimentos de cor ténue ou descorados, realgando-se a aplicagdo na andlise de vinhos
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brancos. Refira-se que a detecgdo do ponto final da titulagdo € dificil para concentragdes
inferiores a 32mg/L, o que inviabiliza a aplicagdo do método a matriz cerveja, onde os
niveis de SO, habituais séo muito menores.

Outra metodologia muito aplicada na quantificagio do dioxido de enxofre
baseia-se na determinagio espectrofotométrica, apos conversio do analito num
complexo corado, por reacgdo com o reagente p-rosanilina, que apresenta um maximo
de absorgdo a 550nm — vulgarmente conhecido por método da p-rosanilina. Neste
método recorre-se a propriedade que os ides tetracloromercurato possuem de ligar-se ao
sulfito, prevenindo interacgdes do sulfito com o oxigénio ou a recombinagdo com 0s
grupos carbonilo. Para a determinagdo do dioxido de enxofre total a amostra ¢
previamente alcalinizada de modo a destruir os aductos formados entre o
hidrogenossulfito e compostos carbonilicos. A elevada toxicidade dos reagentes
envolvidos no procedimento analitico e alguma morosidade apresentam-se como as
desvantagens principais do método.

As técnicas de analise em fluxo tém baseado o seu desenvolvimento em
adaptagdes dos métodos tradicionais. Estas técnicas tém como base a injec¢do da
amostra numa corrente transportadora que se pode fundir ou ndo com outras onde
circulam os reagentes. Os produtos da reacgdo sdo quantificados num detector instalado

em linha no sistema.

amostra
fluxo l
>
transportador camara de
_>_J reaccao > eIt
reagente )

Figura 2.1- Esquema genérico de um sistema de anilise por injeccio em fluxo em que os reagentes sdo

incorporados em fluxo (adaptado da ref* 24 )
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A injeccio em fluxo apresenta iniimeras vantagens quando comparada com as
técnicas tradicionais. Nesta técnica, em geral ha uma grande redu¢do do contacto do
operador com os reagentes, é possivel um grande numero de analises em periodo de
tempo curto e sdo sistemas de elevada automagao do processo. Também para o didxido
de enxofre foi desenvolvido um sistema FIA [24]. A amostra é injectada num fluxo
transportador contendo NaOH de modo a liberar o sulfito do aducto, em seguida €
adicionado em linha solugdo de acido sulfiirico que provoca uma diminuigéo drastica do
pH sendo o hidrogenossulfito convertido a 80;. O SO, € permutado através de uma
membrana de difusdo gasosa e, por reacgdo com o reagente p-rosanilina, o analito ¢
convertido num composto corado e analisado espectrofotometricamente [24]. Todo este
processo decorre em linha, no sistema de fluxo, de forma automatizada.

Um eléctrodo selectivo enzimatico para a determinagio do SO, foi
desenvolvido. Este eléctrodo baseia-se na oxidagdo de sulfito a sulfato catalisada pela
enzima sulfito-oxidase (figura 2.2). Fassnidge e Van Engel desenvolveram um sistema
de detecgio amperométrica envolvendo um eléctrodo de oxigénio dissolvido contendo a
enzima sulfito-oxidase imobilizado na membrana [24]. A quantidade de sulfito na
amostra é determinada indirectamente. A presenga na amostra de sistemas

consumidores de oxigénio por via metabélica ou reaccional interfere na deteccao.

Eléctrodo de Eléctrodo de
vidro g _— referéncia
Solugao de
enchimento
(HSOy)
- 721 . Membrana
71 permeavel a
gases

Figura 2.2 - Esquema exemplificativo de um eléctrodo selectivo para detecgiio do io sulfito (extraido e
adaptado da ref" 24 )
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Varios trabalhos tém sido publicados relativos ao desenvolvimento de
metodologias envolvendo diversas técnicas cromatograficas, aliadas a diferentes tipos
de detectores, nomeadamente espectrofotométricos, condutimétricos, electroquimicos e
quimioluminescentes.

Apesar das varias metodologias desenvolvidas, a selecgdo do método analitico
mais adequado para a determinagdo do diéxido de enxofre na cerveja tem envolvido
alguma discussdo no que respeita a fiabilidade os resultados obtidos. Como corolario
desta controvérsia, os principais organismos oficiais associados a industria cervejeira
nos EUA e na Europa tém perspectivas diferentes na identificacdo do metodo
conveniente. A EBC — Furopean Brewery Convention, recomenda a utilizacdo de trés
métodos alternativos: método de Monier-Williams, [19] [21], desenvolvido em 1927 e
optimizado em 1986 para niveis > 10ppm , 0 método enzimatico da sulfito-reductase e o
método espectrofotométrico do écido ditiobisnitrobenzoico. A ASBC - American
Society of Brewing Chemists, recomenda o método da p-rosanilina. O IOB — Institute of
Brewing, recomenda em alternativa o método de Monier-Williams e o método da p-

rosanilina.

2.2 - Voltametria

2.2.1 - Comportamento electroquimico do diéxido de enxofre

Na década de 40, Kolthoff e Miller, desenvolveram estudos que mostraram a
inexisténcia de sinal de redugdo do sulfito no eléctrodo gotejante de mercurio, em meio
neutro ou alcalino. No entanto, os mesmos investigadores observaram um sinal analitico
bem definido aquando da acidulagio da solugio. O sinal observado, cuja intensidade
aumenta a medida que a solugdo fica mais acida, foi associado a redugdo do acido

sulfuroso (dioxido de enxofte hidratado), de acordo com a equagdo:

SO, + 2H  + 2e- — " H,.80;
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O aparecimento de duas ondas a pH 6, localizadas a —0,67 e -1,23 V ( vs.
ESC), foram associadas pelos autores acima referidos como a redugdo do ides

hidrogenossulfito ¢ hipossulfito, respectivamente, de acordo com as equagdes seguintes:

HSO; + 2H + ¢ —— HSO, + H,0

2HSO, o HyS04 H + S04

82042_ +2H" + 2e Se— 52032- + H;O

Neste mecanismo o composto HSO,, produto da reacgdo de redugdo do ido
hidrogenossulfito , por polimerizagdo da origem ao ido ditionito, S,04° , que por
redugdo posterior forma o ido tiossulfato , podendo ser esta a razdo do aparecimento da
segunda banda observada.

Kolthoff e Miller [46], defendem que o facto da segunda onda ndo ser
observavel a pH inferior a 4 se deve a rapida dismutagio, nessas condigdes de pH, do

acido ditionoso.

H,S,04 % H,O —_— H2S,05 + H;S;0;

H,S,0s5 =+ H,0 2H,80;

2.2.2 - Método voltamétrico para a determinacio do diéxido de enxofre

Um dos métodos voltamétricos para a determinagdo do dioxido de enxofre foi
desenvolvido neste laboratorio e nele € feito o tratamento da amostra de forma a separar

o analito para posterior quantificagio voltamétrica [29][30]. Nesse tratamento prévio, a
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amostra ¢, em primeiro lugar, condicionada em meio alcalino num tubo colector de
gases, para promover a ruptura dos aductos. Os aldeidos mais volateis sdo depois
extraidos através da passagem de um fluxo de azoto, controlado por um medidor de
fluxo, em meio alcalino. Numa segunda fase € feita a adigdo de acido cloridrico ao tubo
que contém a amostra de forma a permitir a converséo de todo o sulfito a forma gasosa,
SO,, sendo depois arrastado pelo fluxo de azoto e recolhido na célula voltamétrica, em
solugdo tampdo acetato com pH cerca de 4. Na figura 2.3 encontra-se representada a

montagem para a separagdo e determina¢do voltamétrica do dioxido de enxofre na

cerveja.
[k
Medidor oL
de j L
fluxo o Mal-]gg de difusor
arrefecimento

0,
b trap

= Célula §
N, - Voltamétrica 0

Tubo para l N
gases |—‘/

Figura 2.3 — Montagem para a separaciio e determinaciio voltamétrica do dioxido de enxofre em
cerveja (extraida da ref® 30)
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3 - Pervaporac¢do Analitica

3.1 - Introducgio

3.2 — Pervaporagdo em sistemas de analise em fluxo

3.1 - Introducio

A complexidade da matriz, o grau de diluigdo ou mesmo a incompatibilidade
com o sistema analitico sdo alguns aspectos que inviabilizam a determinagdo analitica
de alguns compostos directamente das amostras. Técnicas de separagdo ou remogao de
interferentes e de pré-concentragio do analito sdo frequentemente necessarias antes da
determinacdo analitica. As etapas de pré-tratamento de amostras, além de morosas,
suportam algum risco de contaminagdo sobretudo quando se trabalha em analise
vestigial. Nos ultimos tempos tém vindo a ser desenvolvidos esfor¢os para o
aperfeicoamento de técnicas de separagdo ndo-cromatograficas envolvendo mecanismos
de transferéncia de massa. Deste ponto de vista, técnicas de difusdo gasosa e
pervaporagio sdo importantes no sentido de substituir processos de separagdo mais
convencionais, ja que apresentam baixo custo e possibilidade de automatizaggo.

A pervaporagdo analitica pode ser entendida como a conjugagéo da volatilizagdo
com a difusdo gasosa num tnico modulo. Esta técnica pode ser dividida em duas etapas:
a primeira compreende a volatilizagdo de espécies volateis da amostra solida ou da
solugio que atravessa a parte inferior do médulo de pervaporagdo. Uma vez no estado
gasoso as espécies tém a possibilidade de se difundirem através de uma membrana
hidrofobica. Na etapa subsequente, as espécies volatilizadas transitam para a solugdo
que se encontra estacionaria ou em movimento no lado superior da membrana, na parte

superior do modulo. A forga impulsionadora que determina o fluxo de uma espécie
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através da membrana pode ser grandemente aumentada se a solugdo existente na camara
superior reagir quimicamente com os solutos volateis.

Neste trabalho o hidrogenossulfito existente na cerveja € transformado em SO;
por acidificagiio e determinado num sistema de fluxo, apos separa¢do por pervaporagao.

Este tipo de pervaporagdo analitica tem sido utiizada com sucesso na
determinagdo em continuo de analitos volateis ou produtos de reacgdo volateis de
amostras complexas liquidas ou solidas em diferentes areas de analise, nomeadamente,
em analises clinicas, farmacéuticas, alimentares, ambientais e industriais, competindo
com outras técnicas de separagdo analiticas convencionais, tais como a destilagdo,
extracgdo e adsorgdo. A pervaporagdo tem igualmente grande aplicagdo a nivel
industrial como contra-partida a outros métodos de separagio convencionais.

Foi Luque de Castro e colaboradores, que em 1995 iniciaram os estudos sobre a

aplicagio analitica da técnica de pervaporagéo [10][12][16].

3.2 - Pervaporacio em sistemas de anilise em fluxo

S&o os novos problemas tecnologicos, industriais, ambientais, clinicos e sociais
que tém actuado como motores no desenvolvimento de novos métodos fisicos de analise
para a determinagdo de elementos e compostos a um nivel de concentragao cada vez
menor. Esta necessidade de incorporar novas estratégias de analise de vestigios, na
especiagio, na redugdo de custos por analise € no aumento do numero de analises a
efectuar por intervalo de tempo, justifica o crescente interesse pela automatizagao do
processo analitico. Neste contexto, o desenvolvimento do conceito de analise em fluxo
apresenta-se como revolucionador, estabelecendo um elo de ligagdo entre os problemas
tecnologicos e sociais € 0s meios técnicos apropriados para os resolver.

Com intuito de adaptar as técnicas de determinagdo rotineiras, normalmente
executadas de forma manual, a sistemas automatizados, foram desenvolvidos varios
tipos de tratamentos da amostra automatizados ¢ adaptados a sistemas de fluxo, tais
como a difusdo gasosa, a destilagio e a extracgdo liquido-liquido, encontrando-se na
bibliografia varios trabalhos desenvolvidos sobre aplicagdo de técnicas de injecgdo em
fluxo continuo e sequencial integrando processos de tratamento da amostra em linha

daquela natureza [15] [17].
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O conceito de analise por injecgdo em fluxo (FIA) surgiu em 1975 e foi proposto
originalmente por J. Ruzicka [43]. Consistia na injec¢do de pequenos volumes de
amostra, medidos rigorosamente, num fluido transportador. Neste sistema de FIA, a
amostra arrastada através de um sistema de fluxo ndo-segmentado pode sofrer
transformagdes fisico-quimicas, incluindo, diluigdes, reacgdes quimicas, extracgdes, em
unidades modulares intercaladas em linha. Esta técnica oferece, assim, grandes
potencialidades e grande versatilidade de aplicagdo. Na realidade, apesar de
relativamente recente, sio inumeras as aplicagdes desenvolvidas nos mais diversos
campos que incluem a analise de analitos inorganicos, orgénicos, ides, macromoléculas,
desde quantidades vestigiais a concentragdes elevadas, podendo ser usada em meios
aquosos Ou em meios na0-aquosos.

Numerosas aplicagdes tém sido desenvolvidas com o recurso a integragdo de
unidades de separagio por intermédio de membranas, cuja fungdo € permitir a passagem
selectiva de uma ou varias substincias. Foram propostos sistemas onde sdo utilizadas
unidades modulares contendo membranas permeaveis a gases, hidrofobicas e
microporosas, de dimetilsilicone ou Teflon. Nestas unidades o processo de difusdo
processa-se por diferenga de pressdo parcial dos dois lados da membrana, entre o canal
dador e o aceitador, podendo ou néio ser acompanhado por diferencas de solubilidade do
gas nas solugdes que circulam nos dois canais. Com o auxilio da técnica de “ stopped-
flow” no canal aceitador obtém-se um efeito de pré-concentrago do analito, resultando
em elevados niveis de sensibilidade. Estas unidades, onde existe contacto da solugdo
amostra com a membrana semipermeavel, sio conhecidas como moédulos de difusdo
gasosa. Foram desenvolvidos varios sistemas de analise por injeccdo em fluxo para a
determinago de dioxido de enxofre em vinho e em cerveja envolvendo a conversdo do

analito em SO; e difusdo gasosa através de uma membrana semi-permeavel [40] [41].
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g —

Figura 3.1 — Representa¢dio genérica de um sistema de fluxo acoplado 2 técnica de difusdio gasosa em
membrana tubular concéntrica: S, amostra;R,, solugiio dcida; Ry, solugiio aceitadora; Rs, reagente ; Re,
tubo reactor; By, B;, B, linhas de transmissiio; Linha a tracejado, banho termostatico; D, detector.
(extraido e adaptado da ref* 40)

A técnica de difusdo gasosa permite bons resultados no que diz respeito a
selectividade e sensibilidade, contudo alguns problemas podem estar associados, tais
como: obstrugio dos poros da membrana por particulas em suspensao ou substédncias de
elevado peso molecular presentes na amostra e deterioragdo da membrana devido ao
contacto com a solugio-amostra. Os problemas mencionados traduzem desvantagens na

utilizacio desta técnica de separagdo. Estes problemas podem ser ultrapassados

recorrendo a pervaporagdo.
Um esquema genérico do acoplamento de um modulo de pervaporagdo num 1

sistema de analise por injecgdo em fluxo esta representado na figura 3.2.
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(-7 RO . PR ———

PM ™S RC2

Figura 3.2 — Representacfio genérica de uma montagem de um sistema de fluxo acoplado 2 técnica de
pervaporagiio: S, amostra; DS, solugio dadora; R; e R,, reagente; AS, solugdo aceitadora; PP, bomba
peristéltica; IV, vilvula de injecgio; SV, vélvula interruptora; RC, loop reactor; PM, médulo de
pervaporagio; WB, banho termostitico; D, detector; W, esgoto. (extraido da ref* 14)

No sistema representado na figura 3.2, a amostra ¢ injectada num fluxo
transportador auxiliada por um sistema de bombeamento peristaltico e entra em
contacto com o reagente (R1), a existéncia no circuito de um loop, com alguma
capacidade, vai favorecer a mistura dos reagentes (RC1). A solugdo contendo o analito
entra na camara inferior do médulo de pervaporagdo que se encontra termostatizada a
uma temperatura conveniente para produzir volatilizagdo do analito. O analito na forma
gasosa, difunde através da membrana hidrofobica e € recolhido por uma solugdo
apropriada na cimara superior do modulo. A saida da camara superior do modulo pode
conduzir a solugdo directamente ao detector ou promover a mistura com outro reagente
(R2) que, apds reacgio adequada produza uma substéncia detectavel pelo sistema de
detecgdo. Colocando uma valvula de injecgio apos a saida da camara superior € possivel
estabelecer intervalos de tempo durante os quais ocorre pervaporagdo/concentracdo do
analito na solugdio aceitadora (na cdmara superior). O sistema descrito torna-se mais
simples se ndio houver adigdo de solugdo reagente no fluxo. Em muitos sistemas a
introdugdo no fluxo transportador de um reagente torna-se necessario para converter o

composto a analisar numa substancia volatil, capaz de sofrer pervaporagdo, ou para
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aumentar a sensibilidade ou selectividade da determinagéo. A movimentagdo da amostra
liquida na cdmara inferior do modulo ¢ conseguida recorrendo a uma bomba
peristaltica, quer trabalhando em continuo ou através de uma valvula de injecgdo, ou
usando uma seringa hipodérmica adaptada no orificio de entrada da cdmara. Tratando-se
de uma amostra no estado solido, uma determinada massa de material ¢ introduzida na
cAmara inferior e através de uma adaptagdo apropriada, colocada na entrada da camara,
¢ adicionada a quantidade de reagente necessaria para o tratamento da amostra
[10][11][12].

A versio do modulo de pervaporagdo usado por Luque de Castro et al. estd

representada na figura 3.3.

AC
&
AaS
Al - — A0
v

Figura 3.3 — Médulo de pervaporagiio convencional: AC, cimara aceitadora; Al e AO, entrada e saida
da cimara aceitadora; M, membrana; AG, espaco gasoso; DC, cimara dadora; DI e DO, entrada e
saida da cAimara dadora; AS, suporte de aluminio. (extraido da ref* 14)

O sistema é constituido por uma cdmara inferior onde ¢ introduzida a amostra
por injecgdo ou por aspiragdo continua ou por pesagem directa quando se trata de uma
amostra solida; uma membrana fina de PTFE; e uma camara superior, a cimara
aceitadora, com orificios de entrada e de saida, por onde flui uma solugdo apropriada
que recebe os compostos volateis. O modulo de pervaporagdo € construido em
metacrilato, o que permite observar se o sistema se encontra a funcionar correctamente.
Ambas as cimaras, a aceitadora e a dadora, o suporte da membrana, os espagadores sdo

alinhados com a ajuda de parafusos metalicos e o contacto entre os varios elementos ¢
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conseguido e ajustado hermeticamente através de dois suportes de aluminio. A cidmara
dadora é termostatizada, em geral, por imersdo num banho de agua. A estrutura da
unidade de pervaporagdo pode ser adaptavel a analise de amostras liquidas e solidas por
variagio do volume da c@mara inferior do modulo e da camada de ar existente no
interior do mesmo. Um dos aspectos importantes a realgar na estrutura do moédulo de
pervaporagdo € a existéncia de uma camada de ar entre a solugdo-dadora e a membrana
hidrofobica. Como a solugdo amostra ndo entra em contacto directo com a membrana
reduzem-se os problemas associados com a obstrugio da membrana pelo material da
matriz. Qutro efeito a considerar, esta associado a modificagdo das propriedades fisico-
quimicas da membrana pelo facto de conter soluto dissolvido, fendmeno denominado de
plastificagdo, que assume um papel coadjuvante no processo de difusdo das espécies
através da membrana.

O estado de agregagdo da amostra a analisar e a complexidade ou propriedades
fisicas da matriz n3o apresentam impedimento para a utilizacdo do modulo de
pervaporagio dada a versatilidade de “design” que o mesmo possibilita. Na realidade e
como ja se referiu pequenas alteragdes estruturais, reaccionais ou da propria
configuragio da montagem, permitem um elevado leque de aplicabilidade da técnica de
pervaporagdo, particularmente para aplicagdes na area alimentar e bebidas.

A possibilidade de sequenciar a formagdo de compostos volateis de uma dada
amostra na unidade de pervaporagdo permite a multideterminagdo analitica como €
ilustrado no estudo desenvolvido para a determinagdo de amonia e ureia em fluidos
biologicos, envolvendo reacgdes de derivatizag@o distintas para os referidos compostos
[13]. A multideterminacdo € possivel através de alteragbes nos parametros que
envolvem todo o sistema, por exemplo, variagdes programadas de temperatura durante a
pervaporagéo foi o método proposto para a especiagdo do mercurio em amostras sélidas
[12].

Resumindo, a pervaporagdo € uma técnica que pode ser implementada em
sistema de fluxo para a separagdo de certos analitos em linha, sendo um meio de fazer
uma interface entre um sistema em fluxo de preparagio da amostra e um sistema em

fluxo de detecgio.
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4 - Detecgdio em sistemas de anélise em fluxo

4.1 - Introducio
4.2 - Célula voltamétrica de fluxo baseada no eléctrodo de mercirio de gota
suspensa

4.3 - Detecgdo voltamétrica em sistemas de analise em fluxo

4.1 - Introducio

No que diz respeito a detecgdo, os mais variados tipos de detectores ja foram
incorporados em sistemas de andlise em fluxo. Numa primeira fase, os estudos
realizados nesta area contemplavam o uso de detectores espectrofotométricos, no
entanto, a inser¢io de sensores electroquimicos, potenciométricos e voltamétricos,
sugeriu 0 desenvolvimento de novos sistemas de controlo analitico que se apresentaram
como alternativa as metodologias tradicionais.

Os eléctrodos a utilizar em detectores de fluxo devem responder a certos
requisitos, de modo a garantir os melhores resultados experimentais, tais como: elevada
velocidade de resposta, reduzido ruido eléctrico, repetibilidade da resposta,
compatibilidade com os varios componentes da montagem e facilidade de acoplamento
a mesma.

A conjugag@o de detectores electroquimicos com sistemas de analise em fluxo
permite obter bons resultados nas operagdes analiticas, nomeadamente, a
reprodutibilidade do sinal analitico, a velocidade de resposta, a selectividade analitica e
o elevado nivel do ritmo de amostragem. A versatilidade da forma de acoplamento de
detectores electroquimicos na montagem de sistemas de analise em fluxo contribuiu
para a investigagdo e desenvolvimento de mecanismos que permitiram a determinagdo

multipla e simultanea de varias espécies analiticas [45].
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A aplicabilidade de sistemas de analise em fluxo usando detectores
electroquimicos ¢ vasta dada a diversidade de eléctrodos existentes e a facilidade de
adapta¢do dos mesmos aos sistemas de fluxo. Quando a detec¢do directa ndo € viavel,
por inexisténcia de eléctrodo apropriado, aquela pode ser efectuada por via indirecta,
por titulagio ou por andlise diferencial, ou promovendo reacgdes quimicas entre o
analito e um reagente, com posterior analise do produto da reacgfio ou por decréscimo
da quantidade de reagente utilizado como titulante. A integracdo de detectores
electroquimicos e os problemas associados a selectividade dos mesmos impds a procura
de solugdes para problemas especificos.

A analise em fluxo com detec¢do voltamétrica usando o eléctrodo de mercurio
de gota suspensa implica a resolugdo de alguns aspectos técnicos, tais como: o problema
da interferéncia do oxigénio dissolvido nas amostras, o desenvolvimento de técnicas de
varrimento de potencial adaptado a medi¢do da intensidade de corrente em condigdes de
fluxo e a adaptagio da célula voltamétrica & deteccdo em fluxo continuo.
Tradicionalmente, a desoxigenagdo € efectuada por purga com azoto puro. Taylor [34]
propds o recurso a uma membrana semi-permeavel que permitia a difusdo do O; pela
membrana quando a pressdo de vapor do O, na atmosfera exterior da membrana € muito
baixa (figura 4.1). Tal sistema permitia a desoxigenagio em linha da solugio. Para o

arrastamento da amostra, 0 mesmo autor propds a utilizagdo de bombas peristalticas.

Entrada da solucao :‘i- Saida da solugdo
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Figura 4.1 - Diagrama esquemitico de um processo de remocio de O; em linha usando uma
membrana semi-permedvel. (extraida da ref* 34)
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4.2 - Célula voltamétrica de fluxo baseada no eléctrodo de mercurio de gota
suspensa

Detectores polarograficos, voltamétricos e coulométricos sdo os mais comuns de
entre os detectores electroquimicos dada a elevada sensibilidade, rapidez de resposta e
vasta gama de aplicabilidade a substincias orgénicas e inorganicas. Contudo, a detecgdo
electroquimica tem algumas limitagdes nomeadamente: a necessidade de electrolito de
suporte, a necessidade de remogio do oxigénio dissolvido quando se trabalha na zona de
reducio, a dependéncia do sinal analitico com a temperatura, uma vez que uma variagdo
da ordem de 1°C implica flutuagdo de sinal da ordem dos 3%. Quando associada a
sistemas de analise em fluxo, a detecgdo electroquimica depende ainda, das condigdes
hidrodindmicas do sistema, com consequente dependéncia do caudal do fluxo
transportador.

O processo de construgdo e aplicagdo de detectores electroquimicos, quando
usados na detecg¢@o de sistemas de analise em fluxo, deve responder a alguns requisitos,

nomeadamente [37]:

1) o material do eléctrodo de trabalho deve ser seleccionado de modo a
possuir uma gama operacional de potencial adequada, apresentando
valores satisfatorios de corrente residual e nivel de ruido e

reprodutibilidade da superficie onde ocorre a reacgdo electroquimica;

2) o detector deve ser construido com um volume morto tdo pequeno quanto
possivel de acordo com as condi¢Ses hidrodindmicas do sistema de
propulsdo, de modo a permitir niveis elevados de sensibilidade e

reprodutibilidade na medi¢io do sinal analitico.
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O nivel de sucesso dos resultados analiticos obtidos esta associado a
configuragio e geometria da célula de fluxo. O modo como o sistema de detec¢do ¢
acoplado aos restantes elementos da montagem pode resultar em consequéncias
adversas na resposta analitica, salientando-se o aparecimento de volumes mortos,
formagdo e retengio de bolhas de ar, alteragio de estabilidade, falta de
reprodutibilidade, variagdo no tempo de resposta e elevada dispersdo da amostra.

A arquitectura da célula de fluxo deve permitir obter um reduzido volume morto.
Por outro lado, as condigdes hidrodinimicas, o posicionamento e alinhamento do
sistema constituidos por trés eléctrodos devem ser definidos de modo a permitir niveis
reduzidos de impedancia. Os materiais usualmente utilizados em eléctrodos de trabalho
sio o mercurio e varias formas de carbono e platina. Em particular, os eléctrodos de
mercurio, apresentam algumas caracteristicas “ sui generis”, nomeadamente, o valor
elevado da sobretensdo para a libertagdo de hidrogénio, possibilitando a sua utilizagdo
em gamas extensas de potencial na zona de redugdo. Como eléctrodo de trabalho, o
eléctrodo de mercurio gotejante apresenta vantagens sobre os eléctrodos de metais
s6lidos, como a platina, essencialmente porque a renovagdo periodica da superficie do
eléctrodo minimiza fenémenos de passivagdo e porque a intensidade de corrente
residual é muito baixa para esse eléctrodo .

No processo de automatizagdo da analise com detecgéo voltamétrica, a utilizagdo
de uma célula de fluxo recorrendo ao eléctrodo de mercirio, de reduzido volume morto
e de baixo ruido, apresenta algumas dificuldades de concepgao podendo-se associar as
referidas atras, a necessidade de estabilizagdo da gota de mercirio, a manutengdo de
uma queda dhmica reduzida e a necessidade das solugdes serem desoxigenadas.

As primeiras células de fluxo com eléctrodos de mercurio, surgiram na década
de 60, no entanto, o seu desempenho apresentava alguns problemas relativos ao nivel de
volume morto e ao funcionamento do eléctrodo. A figura 4.2 representa duas células de

fluxo com diferente posicionamento do eléctrodo de mercirio — DME.
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Figura 4.2. — A — Detector polarogrifico com o eléctrodo DME posicionado verticalmente: (1)
eléctrodo indicador; (2) entrada do fluxo; (3) eléctrodo de referéncia; (4) eléctrodo auxiliar. B -
Detector polarogrifico com o eléctrodo DME posicionado horizontalmente: (1) entrada; (2)
eléctrodo indicador; (3) reservatorio de mercurio; (4) tubo de acesso ao reservatério de mercirio
(extraido ¢ adaptado da ref* 37)

Na década de 90, Colombo e seus colaboradores [36], desenvolveram uma célula
para andlise em fluxo com detec¢do voltamétrica usando o eléctrodo de mercirio de
gota suspensa, HMDE, com vista & determinagio em linha de cobalto, usando a técnica
voltamétrica de redissolucdo catodica, CSV. Essa célula encontra-se representada na

figura 4.3.
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Figura 4.3. - Representacio esquemitica de uma célula para anilise em fluxo com detecgiio
voltamétrica (A) vista lateral; (B) vista de topo (adaptado da ref* 32)

Também nos anos 90, Taylor [33][34], propds uma célula de fluxo com uma
arquitectura inovadora. Nessa célula, o eléctrodo era colocado numa cabeca de
adaptagdo que por sua vez se encontrava imersa em electrolito. Esta configuragdo de
célula permitia responder com €xito a muitos problemas existentes nas células em que a

gota é confinada em células de baixo volume (figura 4.4).
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‘ Esgoto

Figura 4.4. - Representagio esquematica da célula de fluxo proposta por Larry R. Taylor [33]

Na célula de Taylor, a amostra/electrélito entra na célula fluindo por um tubo
impermeavel a gase , posicionado do modo ilustrado na figura 4.4. A célula deve conter
um electrolito de suporte de elevada condutividade e de caracteristicas similares ao que
arrasta a amostra. Uma saliéncia tubular que comunica com o exterior permite manter
constante o nivel de liquido no interior da célula. Apesar de ndo estar ilustrado na
representagdo esquematica o posicionamento do eléctrodo de trabalho € comandado por
um mecanismo de elevagdo que permite que aquele fique completamente banhado pela
amostra que flui, mas isolado do electrolito contido na célula. Um fluxo continuo
impede que a solugdo contida na célula de fluxo interfira com o processo que ocorre no
eléctrodo de trabalho.

A figura 4.5 representa a célula de fluxo, adaptada do modelo proposto por
L.Taylor, construida no Centro de Investigagdo em Quimica do Departamento de

Quimica da Faculdade de Ciéncias da Universidade do Porto. Esta célula contém uma
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adaptagdo de PTFE com uma cavidade onde se insere o capilar de vidro na extremidade
do qual se forma a gota de mercurio. O sistema formado pela adaptagdo de PTFE, o
eléctrodo de referéncia e o contra eléctrodo, esta inserido numa célula de vidro que
contém uma solugdo electrolitica com as mesmas caracteristicas da solugdo utilizada

como fluxo transportador [39].

Figura 4.5 - Representagiio esquemitica da célula de fluxo adaptada do modelo proposto por Larry
R. Taylor [34] : 1, injector; 2, cavidade interna do injector; 3, suporte para o tubo de transporte; 4,
cavidade para remogiio da gota desalojada; 5, capilar; 6, gota de mercirio; 7, suporte da célula em
vidro, 8, tubo de transporte.

4.3 - Deteccio voltamétrica em sistemas de anilise em fluxo

O desenvolvimento de técnicas voltamétricas de analise e o aparecimento de
instrumentagdio que permite varrimentos rapidos de potencial e de leitura da intensidade
da corrente eléctrica vulgarizou a aplicagio da técnica de voltametria de onda quadrada

com fins analiticos (“ square-wave voltametry, SWV).
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Uma das desvantagens da técnica voltamétrica na determinagdo de espécies
redutiveis ¢ a necessidade da remogio do oxigénio. Diversas técnicas de desoxigenagdo
tém sido propostas associadas a células de fluxo que utilizam o eléctrodo de mercirio de
gota suspensa. Em sistemas de analise em fluxo um dos processos de desoxigenagdo
propostos e ja referido, consiste na passagem da solugdo através de um tubo feito de
uma membrana semi-permeavel selectiva, que permite a difusdo do oxigénio dissolvido
[31]. Um outro modo para minimizar ou mesmo eliminar a interferéncia do oxigénio
dissolvido, sem necessidade de recorrer a técnicas de remogdo, € aumentar a frequéncia
de aplicagdo dos pulsos de potencial na voltametria de onda quadrada [38][39]. De
facto, dado o caracter irreversivel e cineticamente lento da reacgdo de redugdo do
oxigénio, o aumento do sinal com a frequéncia ndo ¢ significativo quando se trabalha
com valores de frequéncias elevadas e pode mesmo ser desprezavel quando comparado

com a resposta do analito [35].
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Parte II - Desenvolvimento Metodologico

1 - Introducéo

O trabalho experimental que se descreve a seguir teve por objectivo o
desenvolvimento de um sistema de fluxo integrando a técnica de pervaporagdo e um detector
voltamétrico de fluxo, recorrendo ao eléctrodo de mercurio de gota suspensa, para a
determinacdo do dioxido de enxofre em cerveja. Este trabalho surge na sequéncia de estudos
realizados neste laboratério de investigagdo [29][30] que mostraram ser possivel identificar o
didxido de enxofre livre e total em cerveja a partir de uma metodologia baseada na técnica
voltamétrica, que consistia: (1) condicionamento da amostra de cerveja em meio alcalino para
cissdo dos aductos; (2) remogdo da fracgdo volatil dos aldeidos pela passagem de um fluxo de
azoto (nestas condigdes o SO, transforma-se em anido sulfito que € ndo volatil); (3)
acidulagio da amostra de modo a converter todo o anido sulfito existente em SO, que é
volatil; (4) passagem de um fluxo de azoto pela amostra e recolha do SO, na célula
voltamétrica.

A determinagio do SO, por analise em fluxo integrando um médulo de pervaporagdo
surge na sequéncia de um trabalho desenvolvido neste laboratorio que consistiu no
desenvolvimento de um sistema de analise em fluxo para a determinagio do teor de diacetilo
em cerveja com detecgdo voltamétrica usando o eléctrodo de mercurio de gota suspensa [35].

Neste trabalho procurou-se adaptar as metodologias acima descritas. Numa primeira
fase, desenvolveram-se estudos com solugdes modelo de sulfito, avaliando-se a resposta do
sistema de deteccio voltamétrica. De seguida verificou-se a eficiéncia do sistema de
pervaporagdo na extracgdo do SO, optimizando-se os pardmetros inerentes a esse processo.
Estabeleceram-se, ainda, as consequéncias da interferéncia do acetaldeido na determinagio.
Numa segunda fase, estudou-se a aplicabilidade da metodologia desenvolvida a amostras de
cerveja, tendo-se comparado os valores obtidos com o sistema de fluxo desenvolvido com os
resultados analiticos obtidos através da metodologia desenvolvida neste laboratério para

analises ndio continuas — Método Voltamétrico - [30] .
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2 - Equipamento e reagentes utilizados

2.1 - Equipamento ¢ reagentes

2.2 - Preparag@o de solugdes

2.1- Equipamento ¢ reagentes

Durante a realizagio experimental deste trabalho recorreu-se a seguinte
instrumentagdo no que respeita a preparagdo de solugdes: balanga analitica Mettler, modelo
AES50, para pesagem rigorosa dos reagentes; balanga Mettler, modelo PE2000, para pesagem
gerais, banho de ultra-sons Bandelin Sonorex, modelo TK30, para a
homogeneizagio/desgaseificagio das solugdes; e um medidor de pH Metrohm, modelo 605,
equipado com um eléctrodo de vidro combinado Metrohm, Ref.: 6.02.02.000.

Para a medi¢io de volumes de solugdo inferiores ou iguais a 1000 pL utilizaram-se
micropipetas Gilson Pipetman (P1000 — capacidade maxima de 1000 pL; P200 — capacidade
méxima de 200 pL). Para a medigdo de volumes superiores a 1,00 mL utilizaram-se pipetas
volumétricas.

O sistema de analise em fluxo desenvolvido utiliza uma unidade de pervaporagéo,
bombas peristalticas Gilson Minipuls 3, valvula de injec¢do manual, Rheodyne, de baixa
pressdo, com seis vias, célula voltamétrica de fluxo, posto polarografico contendo o eléctrodo
de mercurio de gota suspensa, computador equipado com “software” de controlo do sistema
de fluxo. As membranas de PTFE utilizadas (Gelman Sciences, Ann Arbor, MI) possuiam 47
mm de didmetro e poros de calibre 5,0 pm.

A célula voltamétrica de fluxo utilizada foi projectada/fabricada neste laboratério de

investigagdo (ponto 4.2 da Parte I).
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A detecgdo voltamétrica foi conseguida recorrendo a um sistema de controlo
voltamétrico Autolab PGSTAT 10 (EcoChimie, Utrecht, Netherlands) controlado por
computador através do software GPES 4.8 para Windows 98. O posto polarografico
Metrohm®™ 663VA foi utilizado em conjunto com o eléctrodo de mercurio multimodo da
Metrohm programado no modo SMDE, com o indicador do tamanho da gota de mercurio na
posigdo 2. O conjunto de eléctrodos utilizado era constituido por trés eléctrodos: 1) eléctrodo
de trabalho-eléctrodo de mercirio multimodo da Metrohm; ii) eléctrodo de referéncia-
eléctrodo de AgCl/Ag, KCI 3M, iii) eléctrodo auxiliar-eléctrodo de carbono vitreo.

As ligacGes entre as varias partes do sistema foram efectuadas através de tubos de
PTFE, com um didmetro interno de 0,8 mm, que possuem elevada resisténcia quimica ao
ataque por acidos e bases e tém baixo indice de permeabilidade a gases.

As medigdes voltamétricas foram efectuadas a temperatura ambiente.

Os reagentes utilizados na preparagdo de solugdes utilizadas ao longo do trabalho e as

suas caracteristicas gerais estdo indicadas na tabela 2.1.

Tabela 2.1. — Reagentes utilizados na preparacio das solugdes utilizadas

Reagente Marca Grau de pureza
Metabissulfito de potassio Riedel-deHaén 96%
Acido cloridrico conc. Pronalab p.a. 37%)
Hidréxido de sédio Merck p.a.
Dihidrogenofosfato de sodio Merck p.a.
Acetato de sodio Merck pa.
Etanol Pronalab 99.8%
Acetaldeido Sigma-Aldrich p-a.
Silicone Merck
Azoto Ar liquido 99,995%

A agua utilizada na preparagdo de solugdes foi em primeiro lugar purificada, através
da passagem por resinas permutadoras de leito misto, de seguida foi destilada num sistema
Autostill Ref. 951075 e por fim a agua era colocada num sistema de purificagdo de agua

"Simplicity" da Millipore™. Essa agua apresentava uma resistividade de 18,8 MQ /cm.
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2.2 — Preparacio de solugdes

As solucdes-mie dos compostos utilizados foram preparadas a partir dos respectivos

reagentes comerciais. As solugdes de menor concentragdo foram preparadas por diluigdo das

solugdes mais concentradas.

As cervejas utilizadas ao longo deste trabalho foram gentilmente cedidas pela empresa

Unicer, Bebidas de Portugal, S.A.

Tabela 2.2. - Técnicas de prepara¢io das solugcdes utilizadas no trabalho experimental

Solucdo Quantidade medida Volume de solugdo
Metabissulfito de potassio,
1000 mgL™ 0,1736 g 100mL
Acetaldeido, 1000 mgL" 128ul 100mL
Tampdo acetato, 8,2 g de acetato de 1000mL
0.1 M, pH 4 sodio
Nota: O pH da solugio foi
ajustado com HCL, 6 M
Acido cloridrico, 2,5 M 21 mL 100 mL
Hidréxido de sodio, 0,1M 2g 500 mL
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3 - Optimizac¢io das condi¢des voltamétricas de fluxo para a
determinacio de diéxido de enxofre em solu¢ido aquosa

3.1 - Introdug@o
3.2 - Estudo voltamétrico do dioxido de enxofre em sistema de fluxo
3.3 - Estudo da influéncia da frequéncia no sinal voltamétrico do dioxido de

enxofre

3.1- Introducio

O SO, pode ser determinado na cerveja através de um método que envolve o
tratamento da amostra de forma a extrair o SO € posterior recolha na célula voltamétrica para
quantificagdo [30]. A utilizagdo de técnicas voltamétricas usando o eléctrodo de mercurio de
gota suspensa, HMDE, esta associada a alguns inconvenientes, estando o mais relevante
relacionado com a demora das anilises, atendendo a que o processo exige alguma
manipulagdo laboratorial e necessita de desoxigenagdo da amostra a analisar durante um
intervalo de tempo razoavel [33].

Nesta parte do estudo, descreve-se a aplicagdo em solugdes modelo de sulfito de uma
metodologia ja optimizada para o diacetilo [35], que utiliza um sistema automatizado de
analise voltamétrica baseacdo num sistema de fluxo. A célula de fluxo [35] utilizada nesse
sistema, permite a automatizagio das analises obtendo-se respostas com boa repetibilidade. A
interferéncia do oxigénio ¢ eliminada usando a técnica voltamétrica de onda quadrada com

frequéncia elevada ( > 100 Hz) [38][39].

3.2 - Estudo voltamétrico do dioxido de enxofre em sistema de fluxo

0 estudo voltamétrico realizado teve por objectivo avaliar a aplicabilidade do sistema

voltamétrico de fluxo [34] como método de detecgdo do dioxido de enxofre em solugdo
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aquosa. Esta fase de avaliagdo da resposta do sistema voltamétrico com célula de fluxo
decorreu por injec¢do directa de amostra, sem recurso a etapas de separagdo analitica.

Na figura 3.1 encontra-se representado o sistema de fluxo utilizado neste estudo
preliminar. O sistema € constituido por uma valvula de injecgdo manual de seis vias provida
de alga de amostragem de 500 pL, bomba peristaltica, tubos de transmissdo de PTFE e

detector voltamétrico baseado no eléctrodo de mercurio de gota suspensa.

Alga de

Boiitba amostragem
'

Peristaltica

D

R;

» Esgoto

Figura 3.1. — Esquema do sistema de injecgio em fluxo: D — Detector voltamétrico; Ry—Solugiio
injectada; Rs— Electrolito de transporte (Tampao acetato 0,1 M pH 4,0); E - Esgoto
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Neste sistema, a amostra é inserida na alga de amostragem e intercalada no fluxo
transportador. A valvula quando orientada para a posi¢do de injecgdo vai permitir 0
arrastamento da amostra, inserida na alga de amostragem, para o detector. O comprimento do
tubo de ligacdo entre a valvula de injecgdo e o detector foi mantido o mais curto possivel de
modo a minimizar a dispersio da amostra injectada [38]. O intervalo de tempo para o qual €
possivel observar uma zona em que a concentragio da amostra injectada € constante foi
avaliado experimentalmente. De acordo com os resultados obtidos, o sistema voltamétrico foi
programado de modo a que & formagdo da nova gota de mercurio ocorresse 27 segundos apos
a injeccdo da amostra, atendendo a que esse instante estava compreendido no intervalo de
tempo correspondente a uma concentragdo de sulfito no detector praticamente constante e,
assim, permitiu que a medi¢do voltamétrica fosse realizada em condigdes de concentragdo
constante de SO,. Houve necessidade que este estudo precedesse todos os demais pois a
largura do patamar referente & zona em que a concentragdo da amostra ¢ constante depende do
volume da alga de amostragem de injec¢do e do caudal do fluxo imposto ao sistema [38]
(figura 3.2).

Sinal voltamétrico /nA
1000 7

Intervalo de tempo apés injecgiiofs

Figura 3.2. — Variagfio do sinal voltamétrico com o tempo, apoés injecgiio de S00 pL de soluciio de
diacetilo, 1x10"° M (extraido e adaptado da ref* 39)
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As caracteristicas do electrolito de transporte utilizado, composi¢éo, concentragdo €
pH foram adoptados do método de analise voltamétrica em “batch” [30]. A detecgdo
voltamétrica usando o eléctrodo de mercurio de gota suspensa em sistema de fluxo €
dependente de determinadas condi¢des dinamicas, nomeadamente, o caudal da solugdo do
electrolito de transporte que conduz o analito ao detector. O valor deste pardmetro foi
optimizado em estudos anteriormente desenvolvidos neste laboratorio [34] [38] e fixado em
1,33 mL/min.

As condigdes voltamétricas de partida utilizadas na determinagdo do didxido de

enxofre em fluxo utilizadas encontram-se resumidas no quadro 3.1.

Quadro 3.1

Condic¢oes voltamétricas utilizadas para a determinacio
do dioxido de enxofre:

Voltametria de onda quadrada
Potencial inicial, -0,5V

Potencial final, -0,8V

Incremento de potencial, 2,55mV
Amplitude do impulso, 25,05mV
Frequéncia de onda quadrada, 300 Hz

A analise de solugdes aquosas com diferentes concentragdes de dioxido de enxofre
permitiu a construgdo de curvas de calibragdo. Os valores obtidos das alturas dos picos
voltamétricos do dioxido de enxofre bem como a concentragdo das solugdes analisadas estdo

indicados nas tabelas 3.1 e 3.2.
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|
|

Tabela 3.1 — Valores obtidos na determina¢iio voltamétrica do SO, em sistema de fluxo,
utilizando solucdes modelo de concentragdes, 200 ppb, 400 ppb, 500 ppb, 600 ppb, 700
ppb, 800 pph, 900 ppb e 1000 ppb.

Frequéncia = 300 Hz ; caudal do electrélito de transporte= 1,33 mL min™

c (SO,)/ppb Electrolito de transporte Sinal voltamétrico/nA
(média + desvio padrdo)*
0 12,67 40,36
400 20,80+ 3,01
500 22,61+ 1,64
600 taHIpﬁo acetato O,IM 26,64 + 1’72
pH 4.0
700 33,39+ 1,82
800 3491+191
900 41,20+ 1,14
1000 47,01 £3,23

* 3 determinagdes

-0.600x1(0r
-0.500x10%4

-0.400%10°

< 6

— -0.300x10%
-0.200x10° -

-0.100x10° - |

0] = J

T

T T T T T T T T T T T T T T T T
0500 0550 -0.600 -0.650 -0.700 -0.750 -0.800 -0.850 -0.900
E/V

Figura 3.3 - Voltamograma obtido na anilise de uma solucio aquosa de SO;, 5 ppm. Determinag¢io em
sistema de andlise em fluxo com injecgiio de S00pL de amostra; caudal do electrolito de transporte, 1,33

ml min™'; frequéncia de onda quadrada, 300 Hz.
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Tabela 3.2 - Valores obtidos na determinacio voltamétrica do SO, em sistema de fluxo,
utilizando solugdes modelo de concentracdes, 1 ppm, 2 ppm, 3 ppm, 4 ppm, € 5 ppm

Frequéncia = 300 Hz ; caudal do electrolito de transporte= 1,33 mL min"

¢ (SO.)/ppm Electrélito de transporte Sinal voltamétrico/nA
(média + desvio padrdo)*
! 49,17 +£2,96
2 100,6 £3.5
3 150,3£5,6
4 2145456
tampdo acetato 0,1M
5 2633+ 54
pH 4.0
4 208,1+79
3 153,4+1,7
2 101,3+£2.3
1 48,07+ 1.64

* 3 determinagdes

A representagdo grafica dos sinais voltamétricos do dioxido de enxofre em fungéo da
concentragio do composto permitiu verificar a existéncia de uma correlag@o linear entre estes
dois pardmetros (figura 3.3). O sinal voltamétrico apresenta uma correlagéo linear razoavel
para a gama de concentragdes entre 0 e 1000 ppb. Para concentragdes superiores, entre 1 € 5

ppm verificou-se a existéncia de uma boa correlagio linear.
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imA
o
o

y = 0,0422x + 3,0298
10 R®=0.9835

0 T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200

¢ (S0,)/ppb

Figura 3.4. — Curva de calibragiio obtida para a determinacfio do SO; em solu¢dio aquosa utilizando o
sistema de fluxo com injecgiio de 500pL de amostra; caudal do electrélite de transporte, 1,33 ml min-1;
frequéncia de onda quadrada, 300 Hz.

Para a gama de concentragdo de 1 a 5 ppm, as analises foram efectuadas de dois
modos distintos: a) concentragdes sucessivamente crescentes, b) concentragdes
sucessivamente decrescentes. Este procedimento visou testar o sistema de detec¢do de forma a
avaliar se esta era afectada por efeitos de memoria das analises anteriores.

Pela analise dos resultados obtidos verifica-se que o detector voltamétrico em sistema

de analise em fluxo ndo parece ser afectado pelos ensaios anteriores.
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300 - 300 -
250 - 250 -
200 - 200
€ 150 - € 150 -
100 - 100 -

y =54.216x - 7,074

50 | R® = 0,0981 50 4

0 T T 1 0 T T T T T 1

0 2 4 6 ] 1 2 3 4 5 6

¢ (SOz)/ppm ¢ (SO,)/ppm

Figura 3.5. — Curva de calibragiio obtida para a determinacio do SO, em solugio aquosa utilizando o
sistema de fluxo com injecciio de S00pL de amostra; velocidade do fluxe do electrélito de transporte, 1,33
ml min”; frequéncia de onda quadrada, 300 Hz . I) anilise efectuada com injec¢do de solucdes de
concentracdo sucessivamente crescentes ; IT) andlisc cfectuada com injecgiio de solugdes de concentragio
sucessivamente decrescentes

A representagdo grafica dos sinais voltamétricos do dioxido de enxofre em fungdo da
concentragio deste composto nas solugdes ensaiadas permitiu confirmar a existéncia de uma
boa correlagdio linear entre aqueles dois pardmetros para a gama de concentragdo lppm a 5
ppm.

O tratamento matematico dos dados experimentais obtidos na analise II, permitiu a
determinagdo do limite de detec¢lo para o dioxido de enxofre nas condigdes de analise tendo-

se obtido o valor de 0,18 ppm [42].

56




Parte 11 — Desenvolvimento Metodologico

3.3 - Estudo da influéncia da frequéncia no sinal voltamétrico do didxido de

enxofre

A influéncia da frequéncia de onda quadrada no sinal voltamétrico do dioxido de
enxofre foi avaliada tendo em conta as condigdes de fluxo descritas no ponto anterior.

Este estudo foi realizado para cinco valores de frequéncia distintos, 200 Hz, 300 Hz,
400 Hz, 500 Hz e 600 Hz. Os ensaios foram realizados injectando no sistema uma solugdo
modelo de SO,, 5 ppm. Para cada valor de frequéncia efectuaram-se trés injecgdes de amostra
distintas, com o volume de 500 uL cada.

Os resultados obtidos encontram-se descritos na tabela 3.3.

Tabela 3.3 - Estudo da influéncia da frequéncia no sinal voltamétrico do

diéxido de enxofre

¢ (SO,)= 5 ppm ; Electrolito de transporte, tampéo acetato 0,1M pH 4,0

Frequéncia/ Hz Sinal voltamétrico/nA
(média £ desvio padriio)*
200 214,1+5,1
300 263,3+5,4
400 3178+ 14,5
500 330,6 +11,1
600 364,5+3,7

* 3 determinagles

Nas condicdes de analise utilizadas, a amostra chega ao detector sem ter sido
submetida a desoxigenagdo. No entanto, nos voltamogramas ndo se encontraram sinais
apreciaveis da redugdo do O, o que ilustra bem a possibilidade de realizar esta determinagdo
voltamétrica na presenga de Oz, desde que a frequéncia de onda quadrada seja elevada. Como

seria de esperar, ocorreu um aumento da intensidade do sinal voltamétrico com o aumento da
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frequéncia aplicada; no entanto o pico voltamétrico torna-se mais largo e a linha de base pior
definida quando a frequéncia de onda quadrada aumenta. Como escolha decidiu-se ajustar
uma situagdo de compromisso entre um sinal mais intenso mas um pico voltamétrico mais

largo. A frequéncia adoptada foi de 300 Hz.

i/mA ]
|
|
-600 J 5\
-“‘I"‘\
Wy A \\ A
Sy e
| ! I ! | f | | I | ] !
-0.350 -0.450 0.550 0.650 -0.750 0.850

E/V

Figura 3.6 — Voltamogramas obtidos no estudo da influéncia da frequéncia de onda quadrada no
sinal voltamétrico resultante da andlise de uma solugio aquosa de SO, 5 ppm, ( __) 200Hz;
() 300Hz; (___)400Hz; (__ ) 500Hz; (___) 600Hz
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4 - Desenvolvimento da metodologia para a determinaciio em fluxo de

diéxido de enxofre em solugdes aquosas integrando a técnica de

pervaporacio

4.1 - Introdugio

4.2 - Influéncia do caudal da amostra no sinal analitico

4.3 — Optimizagdo da temperatura de pervaporagdo do dioxido de enxofre

4 4 - Efeito do tempo de pervaporagéo no sinal analitico

4.5 - Influéncia do pH da amostra no sinal analitico do dioxido de enxofre

4.6 - Estudo do sinal voltamétrico do diéxido de enxofre em condigdes de acidulagido

em linha da solugio a analisar

4.1 — Introducio

A determinagdo do diacetilo na cerveja € possivel através de um método de analise em
fluxo que envolve a separac¢do analitica do composto da matriz, através da inclusio no sistema
de um moédulo de pervaporagdo, derivatizagdo com solugdo de o-fenilenodiamina na camara
superior do modulo e detecgdo voltamétrica usando o eléctrodo de mercurio de gota suspensa.
Esta metodologia envolve um sistema de analise em fluxo, com recurso a automatizagio de
valvulas que permite o funcionamento quer em modo continuo, quer em modo descontinuo. O
sistema prevé um processo consecutivo automatizado de limpeza, separagdo e detecgdo [35].

A inclusdo de um passo de separagio analitica utilizando uma unidade de
pervaporagio ¢ essencial em muitos processos analiticos para a remogédo de interferentes [14]

[15].
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Neste capitulo descreve-se a aplicagdo de um sistema em fluxo para a analise de SO,
integrando a pervaporagdo como etapa de separagdo analitica. Este estudo iniciou-se pela
optimizagdo de varios parametros relacionados com a metodologia, em solugdes modelo.

O sub-sistema de extracgdo do analito, advém da impossibilidade de determinagdo
voltamétrica directa do dioxido de enxofre na cerveja devido a problemas associados a
complexidade da matriz e interferéncias. A unidade de pervaporagdo utilizada no
desenvolvimento desta metodologia € constituida por duas cidmaras distintas separadas por

uma membrana hidrofébica permeavel a gases (figura 4.1).

Figura 4.1 — Fotografia do médulo de pervaporagio

A célula voltamétrica de fluxo utilizada € idéntica a descrita no ponto 4.2 da Parte 1.

Figura 4.2 — Fotografia da célula
voltamétrica de fluxo
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A figura 4.3 representa esquematicamente o sistema de fluxo inicialmente utilizado
neste estudo. Este sistema € composto por duas partes: a primeira correspondendo a extracgao
do SO, da solugdo amostra, na unidade de pervaporagio, e a segunda integra a determinagao

voltamétrica ao nivel da célula de fluxo.

R;
N
o pl— &
Parte 11
V'_v UP
Ry > E
T,
- BT
H,O il . E
N T
Parte 1

Figura 4.3 — Esquema do sistema de injecgiio em fluxo: D — Detector voltamétrico; UP - Unidade de
pervaporacio; BT, Banho termostitico; T~ tubo de reacgio, 50 cm;Vy, vialvula de injeccio
manual; V, e V; , vilvulas controladas pelo sistema automiitico; R~ Amostra ou soluciio-modelo;
R; —-Electrélito de transporte, Tampio acetato 0,1 M pH 4,0 (1,33mLmin"); E — Esgoto.
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Impulsionada pela bomba peristaltica, a solugdo-amostra ¢ movimentada através do |
sub-sistema inferior (aquele que alimenta a camara inferior do modulo de pervaporagdo). Essa ‘
solugdo ¢ direccionada para a camara inferior do modulo de pervaporagdo que se encontra
inserido parcialmente num banho termostatico. Ao atravessar a cimara inferior da unidade de
pervaporagio, a solu¢do forma um filme continuo facilitando a libertagdo do analito. O SO;
liberado da solugdio atravessa a membrana hidrofobica e € capturado pela solugdo aceitadora
que percorre a camara superior do médulo. Movendo a valvula V), é possivel manter a
solug@o aceitadora retida durante um certo intervalo de tempo na camara superior do modulo,
promovendo-se, assim, acumulacdo do SO; nessa solugdo aceitadora e aumentando-se a
sensibilidade do método. Apds decorrer um certo intervalo de tempo de pervaporagdo, a
valvula V, ¢ colocada na posigdo de injecgdo e a solugdo aceitadora ¢ levada para o detector,
onde ¢ feita a detecgdo voltamétrica. O movimento simultaneo e sincronizado das valvulas V,
e Vi, vai permitir a limpeza da camara inferior do médulo de pervaporagéo. O processo de
limpeza foi conseguido através da passagem alternada de ar e agua na cdmara inferior da
unidade de pervaporagdo. Refira-se, no entanto, que na optimizagdo do processo de
amostragem suprimiu-se todo o processo de limpeza da camara inferior com agua e ar sendo
aquela efectuada pela propria solugdo a analisar. Assim, a solugdo amostra ao percorrer a
cadmara inferior da unidade de pervaporagdo procede a limpeza da mesma, iniciando-se a
analise assim que se verifique a estabilizagio do sinal analitico. Verificou-se
experimentalmente que o intervalo de tempo necessario para a estabilizagdo do sinal quando
se inicia a analise a uma nova solugdo € de cerca de 5 min . Com esta alteragdo simplificou-se
significativamente o sistema de injec¢do em fluxo, evitando-se o controlo automatico de
abertura e fecho de valvulas. As valvulas V; e V3 foram suprimidas.

No intervalo entre injecgdes, a cabega da célula de fluxo é automaticamente limpa pelo

electrolito de transporte, que permanentemente a atravessa. Para cada determinag@o uma nova

gota de mercurio ¢ dispensada.
Os estudos realizados tiveram como objectivo optimizar as seguintes variaveis: a)
caudal da amostra na camara inferior; b) temperatura do banho onde se encontra inserido o

modulo de pervaporagdo; ¢) tempo de pervaporagao.
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4.2 - Influéncia do caudal da amostra no sinal analitico

O estudo do processo de separagdo analitica usando um moédulo de pervaporagéo,
necessita da avaliagdio das varidveis associadas as condigdes dindmicas do sistema,
nomeadamente, o caudal da amostra que transporta o analito a pervaporar. O caudal da
amostra até a cimara de pervaporagdo, tem grande influéncia no desempenho do sistema, na
medida em que, determina o tempo durante o qual a solugdo a analisar permanece no médulo
de pervaporagdo.

Com este estudo pretendeu-se avaliar a influéncia do caudal da amostra no sinal
analitico obtido. O grafico da figura 4.4 traduz os resultados obtidos na anilise de uma
solucio de SO, de concentragio 10 ppm, preparada em meio acetato 0,1 M pH 3,5 e

movimentada no sistema de fluxo a diferentes velocidades.

100 -
90 -
80 - * &

70 - &
80 - *

50 -
40 -
30 |
20 -
10 -

I/InA

0 0.5 1 1.5 2 2,5

caudal do electrélito de transporte/ mLmin™

Figura 4.4, — Representaciio grifica da intensidade da corrente em funciio do caudal da amostra.
Pervapora¢io de uma soluciio 10 ppm em SO, em tampdo acetato 0,1M pH 3,5; temperatura do
banho, 70°C; tempo de pervaporacio, 300s; electrélito de transporte, tampio acetato 0,1 M pH 4,0,
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De acordo com os resultados obtidos determinou-se que um valor de velocidade do
fluxo transportador dador compreendido entre 1,00 mL/min e 1,50 mL/min podia ser
considerado optimo no que diz respeito a eficiéncia do processo de pervaporagao.

Por outro lado, e atendendo que o caudal na camara superior foi pré-defimido de
acordo com estudos anteriormente desenvolvidos [34], a selec¢do de valores elevados do
caudal da amostra em relacdo ao caudal da solugio aceitadora conduz a tempos de residéncia
da amostra reduzido, baixo nivel de eficiéncia no processo de transferéncia de massa e
aumento do grau de dispersdo do analito na solugio de eluente acarretando uma diminuigio
na altura do pico voltamétrico. Um bom nivel de desempenho da unidade de pervaporagdo
verifica-se quando o caudal dador e aceitador se aproxima estabelecendo-se um compromisso
entre 0 tempo de permanéncia da amostra na camara dadora, os niveis de eficiéncia do

transporte de massa através da membrana e a altura do pico voltamétrico.

4.3 - Optimizacio da temperatura de pervaporacio do dioxido de enxofre

Para o estudo do efeito da temperatura do banho, onde se encontra inserido o0 modulo
de pervaporagdo, na extraccdo de SO, realizaram-se dois conjuntos de ensaios distintos: no
primeiro preparou-se uma solugdo aquosa de SO,, 8 ppm em meio acetato 0,1 M pH 3,5 que
foi bombeada para a cdmara de pervaporagdo, termostatizada a diferentes temperaturas, 40°C,
60°C, 80°C e 90°C. O intervalo de tempo de pervaporagao foi de 320 s. No segundo conjunto
de ensaios, prepararam-se solu¢des aquosas de SO; em meio acetato 0,1 M pH 3.5, de
concentragdo, 1 ppm, 5 ppm, 8 ppm, 12 ppm e 20 ppm, que foram bombeadas para a unidade
de pervaporagdo termostatizada a 40°C, 60°C e 80°C e sujeitas a um tempo de pervaporagdo
de 320 s. O método de volatilizagdo baseou-se na captura de SO, numa solugdo tampio de
acetato de sodio 0,1 moldm™, pH 4,0, na cdmara superior do modulo de pervaporacdo. As

figuras 4.6 e 4.7, ilustram os resultados obtidos.
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Figura 4.5. — Voltamogramas obtidos no estudo da influéncia da temperatura do banho no sinal
voltamétrico do SO, resultante da pervaporacio durante 320 s de uma solugiio de SO, 8 ppm, em meio
acetato 0,1M pH 3,5, a diferentes temperaturas do banho termostitico, (___) 40°C; () 60°C, () 80°C;
{__)90°C.
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Figura 4.6 — Representacio grifica da intensidade de corrente em fungfio da temperatura do banho. Os
sinais voltamétricos obtidos resultam da pervaporacio, durante 320 s, de uma solugiio aquosa de SO,
8 ppm, a diferentes temperaturas do banho termostitico, 40°C, 60°C, 80°C ¢ 90°C.
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Figura 4.7. — Curvas de calibragiio para o SO, em meio acetato 0,1 M pH 3,5, resultantes de
pervaporacio durante 320 s, a diferentes temperaturas do banho termostitico, 40°C, 60°C e 80°C.

Tabela 4.1 — Parimetros referentes as curvas de calibraciio representadas no grifico

Temperatura(°C) Declive(nA/ppm) Ordenada na origem/nA | Coeficiente de
correlagdo linear
40 2,197 -2,658 0,990
60 7,457 2,226 0,992
80 12,441 2,675 0,978
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Da analise dos resultados obtidos verifica-se um aumento do sinal analitico com a
temperatura. Os resultados podem ser interpretados como reflectindo o aumento da
velocidade de libertagdo do composto volatil € o aumento da difusdo através da membrana de
pervaporagio com a temperatura. Tal facto, acontece devido a uma maior transferéncia de
massa através da membrana, como resultado de um aumento da pressdo de vapor no interior
da camara de pervaporagdo. Este estudo ndo foi alargado a temperaturas superiores a 90° C
pois estudos anteriormente realizados neste laboratorio [34] permitiram concluir que estes
niveis de temperatura nio sio recomendaveis por provocarem uma rapida degradagdo da
membrana de pervaporagdo, por aumentarem a formagdo de bolhas gasosas na cémara

superior e induzirem a formagdo de espuma na cAmara inferior quando se analisa cerveja,

4.4 - Efeito do tempo de pervaporacio no sinal analitico

O tempo de pervaporagiio estd associado com o volume de amostra que atravessa a
cimara inferior do modulo de pervaporagdo, mantendo-se retida na cimara superior a solugéo
do electrolito aceitador. Neste estudo verificou-se a influéncia daquele pardmetro no sinal
voltamétrico do dioxido de enxofre. Assim, foram preparadas solugdes com duas
concentra¢des diferentes em meios distintos: solugdo A, solugio de SO, 10 ppm, preparada
em meio acetato 0,1M pH 4,0; solugdo B, solugdo de SO, 20 ppm, preparada em meio
acetato 0,1M pH 3,5. As solugdes foram submetidas a pervaporagdo a temperatura de 70°C
durante diferentes intervalos de tempo, 3 min, 5min, 8 min, 10 min e 12 min. Na cdmara
superior passava uma solugéo tampdo acetato 0,1M pH 4,0 que arrastava o analito at¢ ao
detector. Os resultados obtidos para as duas solugdes analisadas estdo representados no

grafico da figura 4.8.
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Figura 4.8. — Representaciio grifica da intensidade da corrente em fun¢io do tempo de
pervaporagio. Os sinais voltamétricos obtidos sfio resultantes da pervaporag¢do de uma solugio de
SO, a 70°C e a diferentes intervalos de tempo de pervaporagiio, 3 min, 5 min, 8 min, 10 min ¢ 12
min; soluciio A, 10 ppm de SO, em meio acetato 0,1 M pH 4,0; solugiio B, 20 ppm de SO; em meio
acetato 0,1M pH 3,5.

A representagiio grafica do sinal voltamétrico do didxido de enxofre em fungdo do
tempo de pervaporagdo para as duas solugdes preparadas permitiu verificar a existéncia de

uma correlagiio entre estes dois pardmetros, que aparenta ser linear.

4.5 - Influéncia do pH da amostra no sinal analitico do dioxido de enxofre

Atendendo ao equilibrio acido-base do ido sulfito em solugéo aquosa e consequente
variagio das concentragdes relativas das espécies envolvidas no mesmo, que se traduz num
aumento da fracgio da espécie SO, para valores de pH inferiores a 4,0, procedeu-se ao estudo
da influéncia do pH da solugdo de sulfito no sinal voltamétrico.

Este estudo foi realizado para trés solugdes de SO, de concentragio de 15 ppm em

tampao acetato 0,1 M, com valores de pH distintos, respectivamente, 3,5, 4,0 e 4,5. Numa
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segunda fase do estudo, para avaliar a linearidade da resposta analitica, ensaiaram-se quatro
concentragdes distintas de dioxido de enxofre na solugdo a pervaporar, respectivamente, 5

ppm, 10 ppm, 15 ppm e 20 ppm , em meio acetato, 0,1M, pH 4,0.

Tabela 4.2. — Valores obtidos no estudo do efeito do pH da soluciio de didxido
de enxofre no sinal voltamétrico

T(banho) = 70°C ; t(per) = 300s;
Electrolito de transporte na cimara superior: tampéo acetato 0,1M pH 4,0;

¢ (80,) = 15 ppm

pH da solucéo Sinal voltamétrico/nA
3,5 110,1
40 34 47
4.5 36,18
Tabela 4.3. — Valores dos sinais voltamétricos obtidos resultantes da

pervaporacio de solugdes de dioxido de enxofre em meio acetato 0,1M, pH 4,0.

T(banho) = 70°C ; t(per) = 300s;
Electrolito de transporte na cimara superior: tampdo acetato 0,1M pH 4.0.

¢ (SO,)/ppm Sinal voltamétrico/nA
5 10,92
10 24,76
15 34,30
20 43,36
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Figura 4.9 — Curva de calibragiio para solugdes modelo de SO, em meio acetato 0,1M pH 4,0, sujeitas a
pervaporagio a 70°C e durante 300 s, velocidade do fluxo dador e aceitador, 1,33 mL/min, electrélito de
transporte, tampdo acetato 0,1M pH 4,0.

Ensaiaram-se ainda, trés solu¢des de SO,, 5 ppm, em trés meios diferentes: meio
acetato 0,1 M pH 3,5, meio acetato 0,1 M pH 4,0 e meio cloridrico pH 1. Os resultados

obtidos estdo ilustrados nos voltamogramas da figura 4.10.

i/nA

2300
=200 {1

-100 -

T T T T T T T

0 T T T T 1
£.500 £.550 £).600 4).6350 0. 700 A).750 £).800 E/V

Figura 4.10 — Voltamogramas obtidos no estudo do efeito do pH da solu¢io de SO,
no sinal voltamétrico. Valores obtidos a partir da pervaporagio de solucdes de SO;, 5
ppm, em trés meios distintos, a 70°C durante 300 s, pH = 4,05 pH = 3,5;
~__pH=1
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De acordo com os resultados obtidos neste estudo e atendendo ao incremento do sinal
analitico aquando da diminuigdo do pH da solugio de sulfito, optou-se por acidular a solugéo
em linha evitando assim possiveis perdas de SO, durante a analise e contribuindo para a
simplificagdo da metodologia.

A alteragdo introduzida no sistema traduz-se na adi¢fo em linha de uma solugio 4cida
(HCI) que misturada com a solugdo aquosa de sulfito, no reactor T;, permita que o HSO5 seja

quantitativamente convertido na forma volatil, SO,.

Rz l
pg, o
P D —> E

UP

Ro » E
T,

BT
R,
Figura 4.11 — Esquema do sistema de injecgiio em fluxo: D — Detector voltamétrico; UP — Unidade

depervaporagio; BT- Banho termostitico; T,— tubo de reaccdio, 50 cm;Vy, vilvula de injecgiio
manual; R,—Solucio aquosa do 4cido adicionado em linha ( 1,33 mLmin™); R—~Amostra ou solucﬁo—
modelo ( 1,33 mLmin™); Rs—Electrélito de transporte, Tampio acetato 0,1 M pH 4,0 (1,33mLmin Y
E - Esgoto.
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O aumento significativo da sensibilidade do método quando se diminui o pH da
solugdo a analisar, permitiu analisar esta de modo continuo. Deste modo, ndo € efectuada
acumulagdo do analito na solugdo aceitadora da camara superior. Nesta nova configuragdo, o
electrolito de transporte percorria continuamente a camara superior € a analise era feita em
continuo. Para tal manteve-se a valvula de injec¢do manual, V; em posi¢do “aberta”. Para
concentragdes mais baixas, a realizagdo de acumulagdo continuou no entanto a ser possivel e

necessaria.

4.6 - Estudo do sinal voltamétrico do dioxido de enxofre em condicdes de
acidulaciio em linha da solu¢éio a analisar

A concentragdo do acido cloridrico a utilizar, 0,4 M, foi seleccionada de modo a
permitir que em T; a solugdo mistura adquirisse um pH que permitisse a conversao
quantitativa do ido hidrogenossulfito em dioxido de enxofre de acordo com os resultados
obtidos no estudo anterior e atendendo ao facto de que na mistura em linha da solugéo-
amostra com o acido decorre uma diluigdo de aproximadamente 1:1. Outro factor considerado
relacionou-se com o tempo necessario para que ocorresse a conversao quantitativa do sulfito a
SO, uma vez que este parimetro esta relacionado com o caudal e este ja havia sido definido.
Assim, para avaliar a linearidade da resposta analitica quando se adiciona em linha uma
solugio de HCl 0,4 M, prepararam-se trés solugdes aquosas de SO, com diferentes
concentragdes, respectivamente, 1 ppm, 3 ppm e 5 ppm que foram sujeitas a pervaporagao a
90°C durante 360 s, sendo o analito recolhido em tampao acetato 0,1M pH 4,0.

A representagio grafica dos sinais voltamétricos do SO, obtidos na analise das
solugdes preparadas em fungdo da concentragdo permitiu verificar a existéncia de uma boa
correlagio linear entre estes dois pardmetros (figura 4.11), quando € efectuada acidulagédo em
linha com HCI 0.4 M.

O tratamento matematico dos dados experimentais permitiu a determinagdo do limite
de detecgiio para o dioxido de enxofre nas condigdes de andlise tendo-se obtido o valor de

0,35 ppm [42].
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y = 30,633x + 0,6892
R® = 0,9967

quantificagdo do SO, em solugdes modelo.
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Figura 4.12 — Curva de calibragdio para solucdes aquosas de SO, de concentragiio 1ppm, 3 ppm, 5 ppm,
aciduladas em linha com solugdio aquosa de HCl 0,4 M e sujeitas a pervaporacio a 90°C durante 360s;
velocidade do fluxo dador e aceitador, 1,33 mL/min, electrélito de transporte, tampdo acetato 0,1M pH

A metodologia aplicada mostrou-se, assim, adequada para a separagdo em linha e
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5 — Desenvolvimento da metodologia para a determinacio em fluxo de

diéxido de enxofre em cerveja integrando a técnica de pervaporacio

5.1 - Introdugéo

5.2 - Efeito da presenga de etanol no sinal analitico

5.3 - Influéncia do teor em acetaldeido na determinagdo do dioxido de enxofre

5.4- Estudo da capacidade do acetaldeido para sofrer pervaporagio nas condigdes de
analise em fluxo do didxido de enxofre

5.5 - Estratégia para a remogdo do acetaldeido em solugdes modelo binarias de
dioxido de enxofre e acetaldeido

5.6 - Optimizagdo das condigdes de meio acido adicionado em linha para analise em
fluxo da cerveja

5.7 - Optimizagdo das condigdes de meio alcalino conducentes a uma hidrolise
quantitativa dos aductos em cerveja

5.8 - Efeito do tempo de pervaporagio no sinal analitico

5.1 - Introducao

No desenvolvimento deste sistema de analise em fluxo para a determinagdo

voltamétrica de dioxido de enxofre em cerveja, envolvendo a conversdo do analito a SO,

pervaporagdo usando uma membrana hidrofobica de Teflon e recolha num fluxo de tampéo

acetato 0,1 M pH 4,0 foram estudados varios aspectos relacionados com a presenca de

interferentes presentes na matriz, as condi¢des de meio acido para a evolugdo do SO; e o

tempo de pervaporagéo.
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5.2 - Efeito da presenca de etanol no sinal analitico

Uma vez que a cerveja € uma solugdo alcoolica, a avaliagdo da influéncia do etanol no
processo de pervaporagdo e acumulagdo do dioxido de enxofre na solugdo, que integra o fluxo
transportador da cadmara superior da unidade de pervaporagio até ao detector, carece de
estudo, devido ao facto do etanol ser volatil e, como tal, sera de esperar que seja co-
pervaporado com o analito. Pretendeu-se assim, verificar se a presenga de etanol numa
solugdo-modelo de sulfito influenciava o processo de pervaporagdo do SOz e o respectivo
sinal analitico.

Este estudo foi realizado para solugdes aquosas de SO, com concentragdes de 8 ppm,
10 ppm, 15 ppm € 20 ppm em meio etandlico 5% v/v, de forma a simular a percentagem de
etanol existente na cerveja. Simultaneamente fez-se a analise de solugdes aquosas de SO, com
concentragdes de 8 ppm, 10 ppm, 15 ppm e 20 ppm, para comparagio de resultados.

A concentragdo do acido cloridrico adicionado em linha para a conversdo quantitativa
do sulfito em SO, foi de 0,4 M. A analise foi efectuada em continuo e a temperatura de
pervaporacdo foi de 90°C.

Os resultados obtidos encontram-se na tabela 5.1.e o tratamento grafico encontra-se

registado na figura 5.1.

Tabela 5.1. — Valores obtidos no estudo comparativo da eficiéncia da pervaporacio do SO, em
solugfio aquosa ¢ em solugio etanélica

[HCjinha = 0,4 M ; T(per) = 90°C ;
Electrélito de transporte na cimara superior = tampdo acetato 0,1M pH4,0

Sinal voltamétrico do analito /nA
i + ; i
& (803 g (média + desvio padrio)
Solugdo aquosa Solugdo etandlica
8 18,16 + 0,31 55,91 +£3,51
10 20,10 + 1,55 70,28 £2,12
15 28,98 £ (0,89 113,5+4.4
20 40,35 £ 1,04 1396 £34

* 6 determinagdes
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Figura 5.1 - Representagiio grifica dos valores médios dos sinais voltamétricos do SO, nas condi¢des
da tabela 5.1.
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Figura 5.2 — Voltamogramas obtidos na presenca (B) e auséncia (A) de etanol, resultantes da
pervaporagio de uma solugdo 20 ppm de SO,: A, solugiio aquosa; B, solugdo etandlica a 3% (v/v).
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A partir dos resultados obtidos para os ensaios realizados em meio aquoso e em meio
agua/etanol, 5% (v/v) podemos concluir que o alcool ajuda a extracgdo do SO, da solugéo-
arostra, contribuindo assim, para uma maior eficiéncia do processo de pervaporagao.

Perante estas novas condi¢gdes de operagdo, ensaiou-se de novo a influéncia da
temperatura de pervaporagdo no sinal analitico, mas nas condigdes estabelecidas: adigdo do
acido em linha, solug@o de dioxido de enxofre em meio etandlico a 5% (v/v) e pervaporagdo

ern modo continuo. Os resultados obtidos estdo ilustrados na tabela 5.2.

Tabela 5.2. — Valores obtidos no estudo da eficiéncia da pervaporagio do SO,
a partir de uma solugiio 20 ppm em meio etanélico a 5% (v/v), a diferentes
temperaturas do banho termostitico.

[HCljjana = 0.4 M;

Electélito de transporte na cidmara superior = tampdo acetato 0,1M pH 4,0

¢ (SO;) /ppm Temperatura/°C Sinal voltamétrico* /nA
{média £ desvio padrio)*
60 20,11 +£0,84
70 36,95+ 1,26
20
80 84,53 +3.91
90 139,6 +3.3

* 6 determinagdes

Uma analise comparativa dos dois estudos efectuados, para avaliar a influéncia da
temperatura de pervaporagio no sinal voltamétrico do dioxido de enxofre, permite inferir que
a sensibilidade do método aumenta com o aumento da temperatura de pervaporagio, a
presenga de etanol e a adigdo do acido em linha actuam como co-adjuvantes no processo de

pervaporagao.
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Figura 5.3 — Voltamogramas obtidos no estudo da influéncia da temperatura do banhe termostitico
no sinal voltamétrico do SO, resultante da pervaporaciio de uma soluciio, 20 ppm, em meio etanélico a
5% viv:(__ )60°C;(___)70°C;(__)80% (___)Y9cC.

De seguida, procedeu-se ao estudo da influéncia da concentragdio do 4cido cloridrico,
adicionado em linha, no sinal voltamétrico do SOz tendo em conta as novas condigdes de
meio da solu¢do dadora e o modo de analise em continuo. Assim, ensaiou-se uma solugdo 20
ppm em SO,, meio etanolico 5% (v/v), que foi bombeada para o sistema e acidulada em linha
através da confluéncia com uma solugdo de acido cloridrico. As concentragdo de acido
cloridrico estudadas foram: 0,1M, 0,4 M, 0,7M, 1,1 M e 1.4 M. A solugdo-mistura foi sujeita
a pervaporagdo em unidade de pervaporacao termostatizada a 90°C e o analito recolhido numa
solugdo de tampdo acetato 0,1M pH 4.,0.

Os resultados obtidos estdo representados no grafico da figura 5.4. ¢ revelam um
incremento no sinal analitico do dioxido de enxofre com o aumento da concentragdo do acido
adicionado em linha. No entanto, parece atingir-se um nivel de concentracao do acido para o
qual a conversdo do sulfito na forma volatil ¢ maxima deixando de aumentar o sinal a partir

dai, como se depreende do grafico.
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Figura 5.4. — Representacdio grifica da intensidade de corrente cm fungdo da
concentracdo do dcido cloridrico adicionado em linha. Pervaporagdo de uma solugio de
S0,, 20 ppm, em meio etanélico, a 5% (v/v).

5.3 - Influéncia do teor em acetaldeido na determinacio do diéxido de enxofre

Para além do etanol, a cerveja contém compostos carbonilo como o acetaldeido.
Conforme se referiu na primeira parte, a elevada reactividade deste composto para com 0
anifo hidrogenossulfito fez com que se tivesse estudado a influéncia do acetaldeido na
determinacdo em fluxo do dioxido de enxofre em solugdes modelo.

Para este estudo, prepararam-se cinco solugdes de sulfito, 3,])(10‘4 M em meio
etandlico (5% v/v), contendo cada uma delas, respectivamente, uma concentragao de
acetaldeido de O, 7.7x10°M, 1,5x10*M, 3.1x10"M e 6,2x10* M. Estas solugdes foram

ensaiadas em modo continuo, nas condi¢des indicadas na tabela 5.3.
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Refira-se que os niveis de concentragio de sulfito testados sdo aproximados aos
existentes na cerveja. O aumento da concentragio de acetaldeido, traduzir-se-a num aumento
do SO; ligado e diminuigéo do SO livre.

Os resultados obtidos e o respectivo tratamento grafico estio representados,

respectivamente, na tabela 5.3 e no grafico da figura 5.5.

Tabela 5.3. — Valores obtidos no estudo da varia¢iio do sinal voltamétrico do SO, provocada pela adi¢do de
acetaldeido a solu¢des aquosas de SO;

[HCimne = 1.4 M ;T(perv)=90°C; t(perv) =0s ;
Electrolito de transporte na cAmara superior = tampdo acetato 0,1M pH 4,0

razdo molar
[acetaldeido]/M [SO:1/M :
[acetaldeida]/[SO,] Sinal voltamétrico/nA
4 0:1 219.1
7.7x107
SR} 0,25:1 166,9
1,5x10™
6 3, Lx10” 0.5:1 117.2
(6 ppm) (20 ppm)
3,1x107
(12 ppm) 111 29,0
6,2x10™ i | 12,38
(24 ppm)

Interpretando os resultados obtidos, pode-se inferir que o aducto que se forma entre o
hidrogenossulfito e o acetaldeido vai impedir a pervaporagdo do SO;. Por outro lado, e apesar
de a pH inferior a 2, a estabilidade do aducto ser reduzida, dada a fraca capacidade de
SO, H,0 como nucledfilo, a reacgio entre o sulfito e o acetaldeido para a gama de
concentragdes estudada é extensa, bastando duplicar a concentragdo de acetaldeido em relagao

a de sulfito para converter 94,3% do sulfito na forma de aducto.

81



Parte Il — Desenvolvimento Metodologico

250 +
200 —+

150 +
<<

n
&

= 100 +

50 -

0N 0,25/1 0,51 11 21
[acetaldeido]/[SO,]

Figura 5.5. — Representacgiio grifica do sinal voltamétrico do SO, em func¢io da razdo molar
|acetaldeido]/[SO;]. Os valores obtidos resultam da andlise no sistema de fluxo de solugdes bindrias de
sulfito e acetaldeido, nas quais se incrementou sucessivamente a concentraciio de acetaldeido.

De forma a compreender melhor este fenomeno, avaliou-se a cinética de formagdo do

aducto nas condigdes de analise. Para tal prepararam-se quatro solu¢des de SO em meio

etandlico a 5% (v/v) de concentragdes, respectivamente, 5 ppm, 10 ppm, 15 ppm e 20 ppm.

As solugbes foram submetidas a pervaporagdo nas condi¢des indicadas na tabela 54. O
pardmetro alterado foi a composi¢io da solugdo do electrdlito de transporte na camara ‘
superior. Numa primeira situagéo, o SO, foi capturado em tampéo acetato 0,1M pH 4,0. Numa

segunda fase do estudo, uma solug@o de acetaldeido 20 ppm em meio acetato 0,1M pH 4,0,

actuava como electrolito de transporte (R3).

Os resultados obtidos estdo esquematizados na tabela 5.4.
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Tabela 5.4. — Valores obtidos no estudo da cinética da reaccao de formagio do aducto

hidrogenossulfito-acetaldeido

[HCimka = 0,4 M ; T(perv)=90°C;
velocidade do fluxo do electrolito de transporte= 1,33 mLmin”

¢ (SO.)/ppm Electrolito de transporte Sinal voltamétrico/nA
em solugio etandlica a 5% (média + desvio padréo)*
tampdo acetato 0,1M
pH 4,0 38,99+ 2,08
3 Solugdo de acetaldeido
20 ppm em meio acetato 17,44 £ 1,00
0,IM pH 4,0
tampdo acetato (,1M
pH 4,0 68,24 + 0,67
10 Solugio de acetaldeido
20 ppm em meio acetato 17,57 £0,58
0,1M pH 4.0
tampéo acetato 0,1M
pH 4.0 100,8 +1.8
15 Solugiio de acetaldeido
20 ppm em meio acetato 23,41 11,63
0,1M pH 4,0
tampéo acetato 0,1M
pH 4,0 140,5+3,0
20 Solugdo de acetaldeido
36,48 £ 1,71

20 ppm em meio acetato
0,1IMpH 4,0

* 4 determinacdes

83



Parte Il — Desenvolvimento Metodologico
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Figura 5.6. — Perfil da variacfio da intensidade da corrente resultante da andlise de uma
solugiio de SO, na presenca ¢ na auséncia de acetadeido.

Os resultados dos ensaios demonstram que o intervalo de tempo que decorre entre a
captagdo do analito na solugdo da camara superior do modulo de pervaporagdo e a chegada
dessa solucdio ao detector ¢ suficiente para a formagdo do aducto entre o hidrogenossulfito e o

acetaldeido, afectando assim o sinal voltamétrico obtido.

5.4 - Estudo da capacidade do acetaldeido para sofrer pervaporacio nas

condicdes de analise em fluxo do didxido de enxofre

Neste estudo pretendeu-se avaliar a capacidade do acetaldeido para pervaporar nas

condi¢des de analise impostas. Para isso prepararam-se duas solugdes: solugdo de acetaldeido

em meio etandlico 5% v/v de concentragio 40 ppm e solugdo 5 ppm de SO; em meio acetato
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0,1 M pH 4,0, que actuou como electrolito de transporte. A andlise foi efectuada em duas
etapas: em primeiro lugar a cdmara inferior do modulo de pervaporagéo foi atravessada pela
solugfo resultante da mistura em linha de uma solugdo aquosa de etanol a 5% v/v (R1) e de
uma soluciio de HCI 0,4 M (R2) enquanto a cdmara superior do modulo era atravessada por
uma solucdo de dioxido de enxofre em meio acetato; posteriormente substituiu-se a solucgdo
aquosa de etanol pela solugdo de acetaldeido em meio etanolico 5% v/v, mantendo-se as

condigdes anteriores. Os resultados obtidos estdo indicados na tabela 5.5.

Tabela 5.5. — Valores obtidos no estudo da capacidade do acetaldeido para sofrer pervaporaciio nas
condi¢des de anilise voltamétrica do SO, em sistema de injecgdo em fluxo integrando a pervaporagio
analitica

[HCHimma = 0.4 M, T(perv)=90°C; velocidade do fluxo do clectrolito de transporte= 1,33 mL min™

Camara inferior do modulo Camara supetior do modulo Sitial valtamidtsg® ek

. :
(solugdo mistura) (Electrolito de transporte) (média + desvio padrio)*

solugfio aquosa de etanol a 5% (R1)

+
HC1 0,4 M (R2) 100,9::6,4
tampdo acetato 0,1M pH 4,0
acetaldeido 40 ppm em meio etandlico 5% v/v com 5 ppm
S de SO,
solugdo de HC1 0,4 M ( R2) 99,30 £ 6,14

* 5 determinagdes

Atendendo aos resultados obtidos pode concluir-se que nas condigdes de analise o

acetaldeido parece ndo sofrer pervaporagio apreciavel.
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5.5 - Estratégia para a remogio do acetaldeido em solucoes modelo binarias de
diéxido de enxofre e acetaldeido

Na determinagio voltamétrica do SO, “total” em cerveja num sistema de analise em
fluxo é fundamental a separagdo quantitativa do acetaldeido porquanto os aductos
acetaldeido-hidrogenossulfito inviabilizam a pervaporagdo do SO; e posterior quantificagio.

O acetaldeido pode ser removido de solugdes binarias de sulfito e acetaldeido através
de uma metodologia que consiste em inserir a amostra num tubo de gases termostatizado,
condiciona-la em meio hidréxido de modo a promover a rotura dos aductos e posterior

evolugdo dos aldeidos mais volateis por passagem de um fluxo de azoto [30].

Figura 5.7. — Fotografia da montagem laboratorial para a determinacdo voltamétrica do SO, em
cerveja — Método Voltamétrico [30].
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Neste estudo pretendeu-se optimizar as condigdes de meio conducentes a remogéo do
acetaldeido de uma solugdo binaria de diéxido de enxofte e acetaldeido. O meio hidroxido foi
previamente ensaiado de modo a garantir a rotura dos aductos e permitir a remogao do
aldeido, tendo-se verificado que a adigdo de 100 pL de solugdo de NaOH 2M a 20 mL da
solugdo binaria de dioxido de enxofre e acetaldeido satisfazia essas condigdes.

Prepararam-se trés solugdes aquosas, A, B e C, distintas em meio etandlico a 5% (v/v),

cujos niveis de concentragdo de reagentes estdo indicados na tabela 5.5.

Tabela 5.6. — Composicio das solucdes A, B ¢ C preparadas.

Solugdo A Solucio B Solugdo C

¢ (SO,) =20 ppm
¢ (SO;) =20 ppm (&%) l

¢ (S0-) =20 ppm (3,1x10" M
; P -l (3.1x10™ M) :
(3,1x10™ M) ¢ (acet.)=20 ppm
¢ (acet.)=10 ppm -
. (5,2x10™ M)
(2,6x10™ M)

A partir da solugiio A preparou-se uma amostra de 20 mL, a qual se adicionou 100pL
de solucdo aquosa de NaOH 2ZM.

A partir da solugdo B prepararam-se duas amostras de 20 mL as quais se adicionou
100 pL de solugio aquosa de NaOH, 2M. Uma das amostras foi inserida no tubo de gases e
termostatizada a 50°C. Durante 15 minutos fez-se passar um fluxo de azoto de 0,5 litros por
minuto pela solugdo contida no tubo de gases de modo a remover os aldeidos volateis.

A partir da solugdo C prepararam-se duas amostras de 20 mL as quais se adicionou
100 pL de solugdo aquosa de NaOH, 2M. Uma das amostras foi inserida no tubo de gases e
termostatizada a 50°C. Durante 15 minutos fez-se passar um fluxo de azoto de 0,5 litros por
minuto pela solu¢do contida no tubo de gases.

Apos este procedimento as cinco amostras foram sujeitas a pervaporagdo em modo
continuo, a 90°C, apos acidulagio em linha com acido cloridrico 0,4 M, sendo o analito
recolhido em tamp@o acetato 0,1 M pH 4,0.

Os resultados obtidos estdo indicados na tabela 5.7.
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Tabela 5.7. — Valores obtidos no estudo das condigdes éptimas para a remog¢do quantitativa do
acetaldeido em misturas bindrias de diéxido de enxofre e acetaldeido

[HC1)imna = 0.4 M ;T(banho)=90°C; caudal do electrolito de transporte= 1,33 mL min™

| Volume | V(NaOH)
5 da adisionado/ ML Tempo de
Sol'ugao-an‘llostra solugdo- Tempj:ratura/ purgacom | Sinal Voltamétrico /nA
ctanodlica a 5% (v/v) C ;
amostra/ azoto/min
mL
(A)
G5k =S)ppm 20 100 ambiente 0 145,8
(3.1x10™ M)
B) 50 15 133.,6
¢ (SO,) =20 ppm
(3.1x107 M) 20 100
¢ (acet.) =10 ppm
(2.6x10" M) ambiente 0 143,2
©
50 15 103.6
¢ (SO;) =20 ppm
(3.1x10" M) 20 100
c (acet.)=20 ppm
(5 %10 M) ambiente 0 125.8

Os resultados obtidos permitem concluir que € possivel prescindir da etapa de remogao
do acetaldeido no tubo de gases, por passagem de um fluxo de azoto, na medida em que,
quando uma solugdo binaria de dioxido de enxofre e acetaldeido, nas condigdes de meio
hidroxido impostas, € impulsionada para o sistema de analise em fluxo, o sinal analitico do
dioxido de enxofre ndo € significativamente afectado pela presenga do acetaldeido, para os

niveis de concentra¢do das misturas binarias analisadas.
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5.6 - Optimiza¢io das condigdes de meio dcido adicionado em linha para analise
em fluxo da cerveja

Para a analise de uma amostra de cerveja, a concentragdo de acido cloridrico
adicionado em linha deve ser suficiente para neutralizar o hidroxido adicionado para a quebra
do aducto hidrogenossulfito-acetaldeido e para promover o meio acido para a conversdo do
analito na forma gasosa, SO».

Este estudo foi desenvolvido sobre uma amostra de cerveja a qual se extraiu
previamente o acetaldeido com recurso a técnica de tratamento prévio da amostra referida no
método voltamétrico para a determinagdo do dioxido de enxofre (ponto 2.2.2 da Parte I).

Durante a preparagdo das amostras de cerveja, decorrente da formagdo de espuma,
tornou-se necessario recorrer ao uso de um anti-espumante a base de silicone, que testado nas
condigdes de analise do dioxido de enxofre, ndo respondeu voltametricamente.

Assim, apos a prévia extrac¢do do acetaldeido a cerveja foi acidulada (R;) em linha,
impulsionada em direc¢iio a cAmara inferior do modulo de pervaporagdo, termostatizado a
90°C, e o analito recolhido numa solugdo tamp3o acetato 0,1M pH 4,0 na cdmara superior e

detectado voltametricamente na célula de fluxo.

801
70 A ¢
60# *
50 A
40
30 A
20
10 -
0 . . ' . .
1 1,5 2 2,5 3 3,5

[HCIY molL™

inA

Figura 5.8, — Representa¢dio grifica da intensidade da corrente em fungdio da concentracdo do dcido.
Pervaporagio de uma amostra de cerveja i qual se extraiu previamente o acetaldeido.
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De acordo com os resultados obtidos verificou-se que uma concentragio de HCI da
ordem dos 2,0 M é suficiente para atingir o objectivo pretendido. No entanto, ao trabalhar
com estes niveis de concentragiio do acido comegam a surgir alguns problemas relacionados
com corrosio do material de construgio da unidade de pervaporagdo que afectam o

desempenho da membrana de Teflon por acumulagdo de impurezas a sua superficie.

5.7 - Optimiza¢dio das condicées de meio alcalino conducentes a uma hidrolise
quantitativa dos aductos em cerveja

Na analise de cerveja, e de modo a promover uma hidrélise quantitativa dos aductos,
tornou-se necessario que o meio fosse suficientemente alcalino, atendendo & capacidade
tamp3o da mesma. No desenvolvimento deste estudo, prepararam-se sete amostras de cerveja
de 20 mL cada e a seis delas adicionaram-se, respectivamente, 100 uL, 200 yL, 400 pL, 1mL,
2 mL e 3 mL NaOH, 2M, permanecendo a amostra restante como controlo do ensaio.

As amostras foram ensaiadas em modo continuo, pervaporadas a temperatura de 90°C
apos confluéncia com uma solugdo HCI 1,4 M e o analito recolhido numa solugdo tampao

acetato 0,1 M pH 4,0 que circulava pela cdmara superior do modulo de pervaporagéo.

Tabela 5.8. — Valores obtidos no estudo das condi¢des de meio alcalino da amostra de cerveja

[HCimna = 1,4 M ; T(perv)=90°C; fluxo aceitador = tampdo acetato 0,1M pH 4,0

X — V(NaOH) adicionado Sinal Voltamétrico /nA
0 pL 16,17
100 pL 19,58
200 pL 19,82
20 mL
400 plL. 22,39
1 mL 59,88
k. 68,10
3 mL 65,96
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De acordo com os resultados obtidos, pode concluir-se que 2,0 mL de solugéo de
hidréxido de sédio, 2 M, num volume de cerveja de 20 mL, sio suficientes para garantir a
rotura do aducto e a retencdo do acetaldeido na solugdo dadora permitindo uma recuperagao
quantitativa do diéxido de enxofre total. O sinal voltamétrico obtido - 16,17 nA - na analise
directa de cerveja podera ser indicativo da aplicabilidade desta metodologia na determinagéo

do SO; “livre” presente na cerveja.

5.8 - Efeito do tempo de pervaporacio no sinal analitico

Operando no modo “stopped flow”, ou seja com a valvula de injecgdo manual, Vi, em
posigio “off’, o tempo de pervaporacdo esta associado com o volume de amostra que
atravessa a camara inferior do modulo de pervaporag@o e consequentemente Com um processo
de acumulagio do analito na solugdo de electrolito retida na cdmara superior. Assim,
mantendo constante o fluxo transportador dador, estudou-se a influéncia daquele pardmetro
no sinal voltamétrico do diéxido de enxofre, a partir da analise de uma amostra de cerveja
previamente desgaseificada, e para a qual se sabia que o teor em SO, era muito baixo. A
amostra de cerveja foi impulsionada para o sistema sem qualquer pré-tratamento, além do
referido anteriormente. Os resultados obtidos para cada um dos ensaios realizados estdo

descritos na tabela 5.9.

Tabela 5.9. —Valores obtidos no estudo do efeito do tempo de pervaporacdo no sinal
voltamétrico do SO; resultante da pervaporagfio de uma amostra de cerveja.

[HC1]ima = 1,4 M ;T(pervaporagéo) = 90°C ; Eluente : tampéo acetato 0,1M pH 4.0

tempo de pervaporagdo/min Sinal voltamétrico/nA
0 ndo mensuravel
1 17,01
2 32,70
4 47,46
6 57,60
10 70,52
18 79,99
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Figura 5.9. — Representacdo grafica da intensidade da corrente em fungiio do tempo de
pervaporagio.

O grafico da figura 5.9 revela um aumento no sinal voltamétrico com os tempos de
pervaporagdo considerados. No entanto para tempos de pervaporagdo superiores a 6 min, o
aumento de sinal deixa de ser tdo intenso. Assim, a necessidade e a selecgdo de um intervalo

de tempo de pervaporagdo vai depender dos niveis de SO, na amostra de cerveja.
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6 — Aplicaciio da metodologia desenvolvida & cerveja

6.1 - Descricdo detalhada da metodologia desenvolvida e optimizada para a
determinagdo do teor em SO, “livre” e “total” existente na cerveja

6.2 - Aplicagio do método das adigdes de padréo para a determinagdo do teor em SO,
“livre “ e “total” na cerveja

6.3- Estudo comparativo de métodos

6.1 - Descricio detalhada da metodologia desenvolvida e optimizada para a
determinaciio do teor em SO, “livre” e “total” existente na cerveja

O método proposto para a determinagdo do SO, “total” na cerveja compreende duas
etapas. A primeira consiste na alcalinizacdo da amostra de cerveja, de modo a promover a
dissociagio dos aductos carbonilo-HSO;. Numa segunda fase, a amostra alcalinizada €
bombeada para o sistema, arrastada por um fluxo transportador, que acidula a amostra e que
promove a conversdo do sulfito na forma acida, e € conduzida até a camara inferior da
unidade de pervaporagdo. Atravessando a membrana hidrofobica, o analito € conduzido pelo
fluxo transportador aceitador até & célula voltamétrica de fluxo onde ¢ detectado e
quantificado.

Na determinagiio do SO, “livre”, a amostra de cerveja ¢ directamente bombeada para o
sistema sem o tratamento alcalino prévio.

A metodologia desenvolvida e que foi aplicada para a analise do SO, “total” e SOz
“livre” na cerveja e as condigdes voltamétricas utilizadas encontram-se descritas no quadros

seguintes.
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Quadro 1

Metodologia para a determinacio do SO, “total” na cerveja

A - Condicdes experimentais optimizadas no processo de amostragem

Volume de cerveja — 20 mL

Volume de NaOH — 2 mL de NaOH, 2M
Concentra¢ido de HCI (adicionado em linha) — 1,4 M
Caudal da amostra — 1,33 mL/min

Caudal do acido (adicionado em linha) — 1,33 mL/min
Temperatura do banho termostatico — 90°C

A formagdo de espuma pela amostra durante este processo € contrariada pela adi¢ao
de uma gota de um agente anti-espumante a base de silicone.

A; — Medigdo de 20,0 mL de cerveja para uma ampola; adicdo de 2 mL de solucao
aquosa de hidroxido de sodio, 2 M, a amostra de cerveja e homogeneizacdo da

solugao.

A — Analise da amostra pelo sistema de analise em fluxo desenvolvido.
B - Condicdes experimentais optimizadas no processo de detecgio
Electrolito de transporte — Tampdo acetato 0,1 M pH 4,0

Caudal do electrolito de transporte — 1,33 mL/min

Condicdes voltamétricas I

Voltametria de onda quadrada
Potencial inicial, -0,5V

Potencial final, -0,8V

Incremento de potencial, 2,55mV
Amplitude do impulso, 25,05mV
Frequéncia de onda quadrada, 300 Hz
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Quadro 11

Metodologia para a determinagdo do SO, “livre” na cerveja

A - Condigdes experimentais optimizadas no processo de amostragem

Volume de cerveja — ndo aplicavel

Concentragio de HCI (adicionado em linha) — 1,4 M
Caudal da amostra — 1,33 mL/min

Caudal do acido (adicionado em linha) — 1,33 mL/min
Temperatura do banho termostatico — 90°C

de uma gota de um agente anti-espumante a base de silicone.

A, — Analise da amostra pelo sistema de analise em fluxo desenvolvido.

B - Condicdes experimentais optimizadas no processo de detecciio

Electrolito de transporte — Tampdo acetato 0,1 M pH 4,0
Caudal do electrolito de transporte — 1,33 mL/min

Condicdes voltamétricas

Voltametria de onda quadrada
Potencial inicial, -0,5V

Potencial final, -0,8V

Incremento de potencial, 2,55mV
Amplitude do impulso, 25,05mV
Frequéncia de onda quadrada, 300 Hz

@ : ; s . I
A formagio de espuma pela amostra durante este processo € contrariada pela adigéo

95




Parte Il - Desenvolvimento Metodologico

Figura 6.1. — Fotografia da montagem laboratorial do sistema de fluxo desenvolvido.

6.2 - Aplicacio do método das adigdes de padriio para a determinacio do teor em

Para avaliar a eficiéncia do método proposto recorreu-se ao método das adigdes de
padrio. Esta avaliagdo do procedimento, optimizado na cerveja, consistiu na preparagdo de
varias amostras de cerveja de volume rigorosamente medido, as quais se adicionou uma
quantidade rigorosa de uma solugéo padrio de metabissulfito de potassio. As amostras de

cerveja pertenciam a diferentes lotes de fabrico, embora fossem do mesmo tipo.
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Para a realizacdo deste estudo, mediram-se quatro volumes de 20 mL de cerveja e a
cada um deles adicionou-se quantidades diferentes de uma solugdo padrao de metabissulfito
de potassio, 1000 ppm, como se descreve na tabela 6.1.

Posteriormente, procedeu-se a determinagdo da concentragio de SO; em cada amostra

pela metodologia mencionada.

Tabela 6.1. — Valores obtidos na determinaciio do SO; “total” na cerveja utilizando o método de adigiio de
padrio.

[HC1}jimka = 1,4 M ; T(pervaporagéio) = 90°C ; t(per) =0s ;
Electrolito de transporte na cAmara superior : tampdo acetato 0,1M pH 4.0

Volume de padrio Sinal voltamétrico/nA
Amostra o ¢ (SO,)/ppm
adicionado/pL Lote I Lote II
1 0 X 45,65 22,21
2 200 x+10 73,28 34,20
3 400 x+20 107,0 60,99
4 600 x+30 139,2 83.24
-350
- Lote I
i/nA -150
_5(; e —— . i
LA LA L L L .
-0500 -0550 -0600 -0B850 0700 -0.750 -0.800
E/IV
Figura 6.2. — Voltamogramas obtidos na anilise do SO, total na cerveja, ( __ ) branco, ( __)
cerveja; () adigiio de 10 ppm de SO;; ( ) adigdo de 20 ppm de SO2; () adi¢idio de 30 ppm
de SO:.

A representagdo grifica do sinal analitico do dioxido de enxofre em fungdo da
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concentragio de didxido de enxofre adicionado a cerveja revela uma boa correlagdo entre

estes dois parametros (fig 6.3).

1607

¢lLote |
m Lote |l

ilmA

40

c(SO.)/ppm

Figura 6.3. — Representagiio grifica da aplicagio do método da adiciio de padriio na
determinaciio do SO, “total” na cerveja.

Na tabela 6.2 encontram-se registadas as equagdes das curvas de calibragdo, obtidas
pelo método das adigdes de padrdo, bem como os respectivos coeficientes de correlacdo linear

e a concentracio de SO; “total”, encontrada nas duas amostras de cerveja analisadas.

Tabela 6.2. — Valores resultantes da aplicaciio do método das adicdes de padrio a determinacio da
quantidade de SO, “total” existente na cerveja.

Equagao da curva Coeficiente de correlagiio
Lote ¢ (SO ppm
(Y=bX+a) linear
| Y =3,1437X + 44,127 0,9984 14,0
n Y =2,0988X + 18,678 0,9800 8.9

(a — ordenada na origem; b — declive)
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Para a determinagdo do SO; “livre”, a amostra de cerveja ¢ impulsionada para o

sistema sem qualquer pré-tratamento (excluindo o processo de descarbonatagdo).

Tabela 6.3. — Valores obtidos na determinagio do SO; “livre” na cerveja pelo método de
adicio de padrio.

[HCl}jinpe = 1,4 M ; T(pervaporagdo) = 90°C ; t(per) = 120s ;
Electrélito de transporte na cimara superior: tampao acetato 0,1M pH 4,0

Volume de padrio Sinal voltamétrico/nA
Amostra o ¢ (SO,)/ppm
adicionado/pL Lote I Lote II
1 0 X 10,74 9,192
2 200 x+10 17,09 20,53
3 400 x+20 28,49 ndo realizado
+ 600 x+30 40,36 4547
i/nA -
-250
-150 Lote I
'50 S
e ——eadae =
5 *
N L WO UL B AU AN
_0.500 -0.550 .0.600 -0.650 -0.700 -0.750 -0.800 E/V

Figura 6.4. — Voltamograma obtido na andlise do SO, “livre” na cerveja, ( ___ ) branco, ( __ )
cerveja; { ) adi¢dio de 10 ppm de SOy; () adi¢dio de 20 ppm de SO;; () adi¢fio de 30 ppm
de SO,.

Na figura 6.5 apresenta-se o grafico resultante da aplicagdo do método das adigdes de
padrdo a amostras de cerveja, onde se verifica que foi possivel estabelecer uma correlagio
linear entre o sinal voltamétrico lido e as diferentes quantidades de dioxido de enxofre

adicionadas em cada amostra.
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Figura 6.5. — Representacio grifica da aplicacio do método da adi¢do de padrio na
determinacio do SO, “livre” na cerveja.

As equagdes das curvas de calibragdo, obtidas pelo método das adi¢des de padréo,
bem como os respectivos coeficientes de correlagdo linear € a concentragdo de SO; “livre”

encontrada nas duas amostras de cerveja analisadas, estdo referenciados na tabela 6.4.

Tabela 6.4. — Aplicagio do método das adicdes de padrio 2 determinacio da quantidade de SO,
“livre” existente na cerveja.

Equacdo da curva Coeficiente de correlagio
Lote ¢ (SO;)/ppm
(Y=bX+a) linear
I Y =1,0026X + 9,131 0,983 9,1
1 Y =1,2147X + 8,8686 0,9995 73

(a — ordenada na origem; b — declive)
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Os valores encontrados para a concentragdo de SO; “total” nas cervejas estudadas
encontram-se dentro da ordem de grandeza habitualmente encontrada para este composto em
cerveja (aproximadamente entre 10 e 25 ppm, contudo algumas cervejas apresentam niveis
inferiores a 10 ppm [24]). No entanto, o valor encontrado para a concentra¢do de SO; “livre”
nas cervejas analisadas é significativamente superior ao normalmente encontrado nesta
bebida.

A acentuada diminuicdo da estabilidade do aducto em meio acido pode ser responsavel
por esta situagdo e assim, nas condigdes de meio 4cido impostas ao sistema na etapa de
amostragem, aquando da determinagio do SO “livre”, podera ocorrer cissdo parcial dos
aductos.

Atendendo a que, como ja foi referido, o acetaldeido é o composto carbonilico mais
abundante na cerveja e como tal ¢ licito assumir que o SO que se encontra na forma de
aducto, s esté ligado a esse aldeido, a determinag@o do teor de SO, “livre” pode ser efectuada
por diferenga entre a concentragdo de acetaldeido e do teor de SO, “total” existentes na

cerveja, ou seja, recorrendo ao método voltamétrico [30].

6.3 - Estudo comparativo de métodos

Para avaliar a reprodutibilidade do método desenvolvido e demonstrar a sua
aplicabilidade realizou-se um estudo comparativo com o método voltamétrico - metodologia
de analise do SO, desenvolvido neste laboratorio de investigagdo [30], que assenta no
tratamento da amostra de cerveja de modo a extrair o dioxido de enxofre e posterior
quantifica¢@o.

Este estudo comparativo incidiu na determinagdo do SO, “total”, uma vez que a
aplicagio da metodologia desenvolvida para a determinagao do SO; “livre” deve ser objecto
de um estudo mais detalhado.

Os teores de SO, “total” de 6 amostras de cervejas de diferentes lotes foram
determinados pelo método proposto e comparados com os obtidos pelo método usado como
referéncia (tabelas 6.5 ,6.6 € 6.7).
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Tabela 6.5. — Valores obtidos na determinacio do teor de SO, “total” existente em amostras de cerveja de
diferentes lotes pelo método da adi¢do de padrio.

[HC)ymha = 1,4 M ; T(pervaporagdo) = 90°C ; t(per) = 0s ;

Electrolito de transporte na cAmara superior: tampao acetato 0,1M pH 4.0

Volume de

Sinal voltamétrico/nA
Amostra padrio ¢ (SO,)/ppm
adicionado/uL Lote
A B C D E F
1 0 X 33,25 35,69 17,30 37,99 32,73 44,95
2 200 x+10 58,61 81,85 31,01 50,26 47,11 64,78
3 400 x+20 100.6 138.7 59,90 67,69 63,52 100,6
4 600 x+30 1289 1852 82,29 85,00 82,55 135,9

Tabela 6.6. —Teor de SO, “total” existente em amostras de cerveja de diferentes lotes obtido pelo

método de adiciio de padrio.

Equagio da curva

Coeficiente de correlagiio

Lote ¢ (SO;)/ppm
(Y=bX+a) linear
A Y =3,28%94x + 30,999 0,9912 92,4
B Y =5,0538x + 34,553 0,9983 6.8
C Y =2.2392x + 14,052 0,983 6.3
D Y =1,5846x + 36.466 0,9939 23,0
E Y =1,6587x + 31,597 0,9961 19,0
F Y =3,0866x + 40,286 0,9849 13.0

(a — ordenada na origem; b — declive)
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Tabela 6.7. — Comparagio dos resultados obtidos na determinagio do SO, “total” em amostras de cerveja
de diferentes lotes usando a metodologia desenvolvida e o método de referéncia utilizado.

¢ (SO;)/ppm
Lote Método voltamétrico Método de analise em fluxo
A 9,2 9.4
B 1.3 6,8
& 54 6.3
D 22,6 23,0
E 21.9 19,0
F 12,4 13,0

A figura 6.6 mostra a correlagdo entre os dois métodos de determinagdo do SO;“total”

na cerveja.

25

20 -

15

10

¢(SO2)/ppm ( método de analise em fluxo)

0 T T T T 1
0 5 10 156 20 25
c(SO;)/ppm ( método voltamétrico)

Figura 6.6. — Grafico da comparacio entre os resultados obtidos pelo método voltamétrico (Cy) e

pelo método de andlise em sistema de fluxo (Cy) na determinagio do SO; “total” na cerveja.
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Os pardmetros relativos a equagdo de regressio linear (Cr = Co x SCy), com um limite

de confianca de 95% estdo indicados na tabela 6.8.

Tabela 6.8. — Parimetros da equagiio Cr = Cy x SCy , para a comparacio dos resultados
obtidos com a metodologia proposta e o método voltamétrico.

e S
SO, “total” 1,143,0 0,940,2

O tratamento estatistico dos resultados obtidos para os dois métodos de analise
comparados permite afirmar, com um grau de confianga de 95%, que os valores modelo 0 e 1
estdo incluidos nos intervalos de confianga, 1,1+3,0 (ordenada na origem) ¢ 0,9+0,2 (declive),
respectivamente [42].

Assim, ndo se reconhece evidéncia estatistica para diferencas sistematicas entre os
resultados obtidos para os dois métodos de analise [42], ou seja, ndo podemos dizer que, para

um grau de confianga de 95%, os dois métodos difiram significativamente.
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7 — Consideracdes finais e propostas de trabalho futuro

A metodologia desenvolvida em solugdes modelo de SO, mostrou-se aplicavel a
determinacio deste composto na cerveja. Verificou-se, contudo, ser necessario rever as
condigbes de meio para a determinagdo do SO, “livre” na cerveja, ja que, as condigbes de
analise em meio acido parecem proporcionar a quebra dos aductos existentes na matriz.

O recurso a uma unidade de pervaporagdo para a separara¢do do analito da matriz
cerveja mostrou ser um método de separagdo analitica efectivo para a separagdo do SO;.

A aplicagio do método das adigdes de padrio a amostras de cerveja, para a
determinacdo de SO, “total”, mostrou que é possivel obter uma boa correlagdo linear entre a
quantidade adicionada/existente de SO, na cerveja e o sinal medido.

A metodologia descrita para a determinagdo do SO apresenta como principais
vantagens, em relagdo a outras metodologias existentes (ver ponto 2. Parte I), a simplicidade
de instrumentagdo, o baixo tempo de analise, a economia no consumo de amostras/reagentes,
a simplicidade de execugdo, velocidade de processamento € o baixo potencial poluidor e de
risco quimico associado ao tipo de reagentes utilizados. O tempo de analise podera ainda ser
melhorado se a alcalinizagio da cerveja for efectuada em linha, automatizando-se totalmente
o processo de amostragem.

Por outro lado, o desgaste dos tubos flexiveis quando expostos ao rotor das bombas
peristalticas no processo de movimentagdo dos fluidos vai provocar alteragdes de pulsagio do
fluxo impelido, factor com particular relevancia quando o processo de amostragem ¢
dependente do caudal da solugdo dadora do analito e quando se trabalham com detectores
voltamétricos em sistema de fluxo, afectando assim, a sensibilidade. Ao nivel da célula de
fluxo, verificou-se que o posicionamento e alinhamento do capilar — eléctrodo de trabalho-
mostrou afectar a resposta voltamétrica e subsequentemente a reprodutibilidade. Refira-se
contudo, que ao ser detectada, esta interferéncia foi minimizada mantendo-se a posi¢do do
capilar fixa ao longo de todo o procedimento experimental.

Uma outra proposta de trabalho futuro serd tentar adaptar o sistema para a
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determinagdo do acetaldeido apos derivatizagdo com hidrazina, na cdmara superior do modulo
de pervaporagio, e deste modo recorrer ao mesmo tipo de solu¢do usada no método
voltamétrico desenvolvido neste laboratério para a determinagdo do SO, “livre”.

O estudo de novas condigdes a impor ao sistema podera tornar esta metodologia
aplicavel a identificagiio e quantificagio de outros compostos volateis existentes na cerveja.

Resumindo, esta técnica possibilita a automagdo da analise do SO, em amostras de
cerveja, minimiza o uso de reagentes, reduz efeitos de contaminagdo além da economia de
tempo e de custos, sendo particularmente indicada para determinagdes rotineiras de SO;

“total” em amostras de cerveja.
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