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Resumo

Os polifendis sd@o uma classe de compostos bioativos encontrados em frutas, verduras e
cereais. Esses alimentos sdo fontes de estudos e se encontram associados a diversos beneficios
a saude, como anticancerigeno, anti-inflamatério, na prevencao de doencas cardiovasculares e
de diversas doencas degenerativas. Os métodos analiticos usados para a determinagdo de
compostos polifenolicos, geralmente envolvem meétodos extrativos a temperatura ambiente ou
com refluxo como a técnica em Soxhlet, ultrasom, fluido supercritico, microondas e técnicas
de extracdo a elevadas pressoes. Neste trabalho, propde-se uma alternativa simples, econémica
e robusta para a determinacdo de polifendis totais, expressos em acido galico em amostras de
vinho e cha. O sistema proposto consiste em uma cela de deteccdo que permite a insercdo do
reagente e da amostra direto no caminho 6ptico, tendo assim a reacdo instantanea. Para a
insercdo das solucOes de amostra e reagente empregou-se 0 conceito de multicomutacdo em
fluxo. A reagdo da analise envolve a oxidacdo dos compostos polifenélicos das amostras com
0 uso de hipoclorito e, posteriormente, ocorre a deteccdo fotométrica a 490 nm. Apds a
otimizagdo do sistema proposto, os valores selecionados foram: solugdo 17,82 x 102 mol L*
hipoclorito em pH 11,0 (tampéo tetraborato de sédio/hidroxido de sodio); 15 pulsos de solugdes
de amostra (66 L) de reagente (298,5 uL). Obteve-se resposta linear na faixa de 50 a 1000 mg
L de 4cido gélico; LD = 21 mg L%; RSD de 1,9 % (400 mg L, n=20); volume de residuo
gerado por determinacdo de 0,97 mL por determinacéo; e frequéncia analitica de 120 amostras
por hora. O método foi aplicado para 7 amostras de vinhos tintos comerciais do Vale do Séo
Francisco, Rio Grande do Sul e da Argentina e 20 amostras de ché, sendo 12 de cha preto e 8
de cha verde, oriundas do Brasil. A exatiddo foi avaliada através dos testes de recuperacéo

usando o método de adicdo padrdo para as amostras de cha e vinho.

Palavras-chave: Multicomutag&o. Polifenol. Vinho. Cha.



Abstract

Polyphenols are a class of bioactive compounds found in fruits, vegetables and grains.
These foods are sources of studies and are associated with various health benefits such as anti-
cancer, anti-inflammatory, prevention of various cardiovascular diseases and degenerative
diseases. The analytical methods used for the determination of polyphenolic compounds,
extractives usually involve at room temperature or under reflux methods as Soxhlet, ultrasound,
supercritical fluid, microwave extraction techniques and elevated pressures. In this work, we
propose a simple, economical and robust alternative for the determination of total polyphenols,
expressed as gallic acid. The proposed system consists of a detection cell that allows the
insertion of reagent and sample direct in the optical path, thus having the instant reaction. For
insertion of sample and reagent solutions, we used the concept of multicommutation in flow
analysis. The analysis involves the reaction of oxidation of polyphenolic compounds of the
samples with the use of hypochlorite and subsequently photometric detection occurs at 490 nm.
After optimization of the proposed system, the selected values were: solution 17.82 x 102 mol
L hypochlorite at pH 11.0 buffer (sodium tetraborate / sodium hydroxide), 15 pulses of sample
solutions (66 pL) and reagent (298.5 pL). Was obtained in the linear response range of 50 to
1000 mg L of gallic acid; LD = 21 mg L™; RSD 1.9% (400 mg L%, n = 20); volume of waste
generated by determination of 0.97 mL per sample and analytical frequency of 120 samples per
hour. The method was applied to 7 samples of commercial red wines from the Sdo Francisco
Valley, Rio Grande do Sul and Argentina and 20 tea samples, 12 black tea and green tea 8, from
Brazil. The accuracy was assessed through recovery test using method of standard additions for

samples of tea and wine.

Keywords: Multicommutation. Polyphenol. Wine. Tea.
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1.Introducao

1.1 Parte Teorica

1.1.1 Polifenodis

O nascimento da bioquimica dos radicais livres aconteceu no final da Segunda
Guerra Mundial (1939-1945) quando duas bombas atdbmicas atingiram as cidades de
Hiroshima e Nagasaki no final da Segunda Guerra Mundial (1939-1945). Em 1954,
Gershman e Gilbert sugeriram que os efeitos letais da radiacdo ionizante poderia ser
devido a formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). A partir desse periodo, 0s
radicais livres como 0s ROS e as espécies reativas de nitrogénio (RNS) passaram a ser
alvo de pesquisas’.

Diante de diversos estudos, foi possivel verificar que os radicais livres e outros
oxidantes sdo 0s principais responsaveis por diversas doencas degenerativas como 0
cancer, aterosclerose (entre outras doencas do coracdo), disfuncdes cerebrais, entre
outras. O controle desses radicais € feito por compostos antioxidantes, 0s quais podem
ser sintetizados no préprio organismo ou podem ser obtidos da dieta alimentar. Entre os
que sdo encontrados em alimentos, é possivel destacar os tocoferois (vitamina E), &cido
ascorbico (vitamina C), polifendis, selénio e carotenoides®™.

Os polifendis sdo compostos quimicos que podem variar sua estrutura, desde um
simples fenol até moléculas grandes condensadas entre si. Eles podem se dividir em

flavondides e ndo-flavonoides, como mostrado na figura 1% 7.
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Acido galico,

Acidos Benzéicos 0
salicilico...

Acido cumarico,

Acidos Cinamicos

caféico...
N3o-flavondides
Acidos Fendlico Etil-gaiacol, etil-fenol
Estilbenos Resveratrol
Polifendis

Miricetina,

Flavondis quercetina,
kaempferol...

Flavandis Catequina,

epicatequina...

Flavondides

Cianidina, malvidina,
petunidina...

Antocianinas

Condensados
Taninos (protoantocianidinas)
e hidrolisaveis .

Figura 1: Esquema mostrando a divisdo dos polifenois.

A acdo dos polifendis se da pela sua capacidade de doar elétrons, ocorrendo assim
uma reagdo de oxirreducéo, prevenindo ou diminuindo a agdo oxidativa dos radicais livres
ao sistema bioldgico. A reacdo dos polifendis totais, envolve inicialmente a oxidacdo da

diona, como mostrado na figura 2489,

R R" R
OH o} 0
— e - P0liMero
. o
R OH R 3 - o

Figura 2: Processo de oxidagdo dos polifenais.

Para os vinhos, os flavondides (figura 3) s&o responsaveis pela coloracéo, as
alteracOes na cor e aroma se devem aos ndo-flavonoides, devido as oxidagdes que liberam
fenois volateis. Os flavondis e flavanois sdo as classes de compostos responsaveis pela
coloragdo amarelada, enquanto que as antocianinas sdo responsaveis pela coloragédo

avermelhada®°.
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Figura 3: Estrutura quimica dos flavondides.

Enquanto que no cha, a variag&o de cor das suas folhas é devido a fermentacdo, as
quais sdo classificadas em trés tipos, de acordo com o grau de fermentagcdo: néo-
fermentado (verde), semi-fermentado (oolong) e fermentacdo total (preto). O grau de
fermentac&o leva a diferentes niveis de oxidacao'* 3,

De acordo com a literatura, para determinar o teor de polifenol de uma classe é
comum escolher um composto da sua subclasse e expressar sua concentracdo total em
termos daquela molécula. O teor das antocianinas € descrito em termos da malvidina, ja

para polifenois totais, ele € expresso em termos do acido galico ou acido cafeico®®.
1.1.2 Origem e composi¢cdo do vinho

O vinho é uma das bebidas mais antigas do mundo e suas primeiras citacées sdo
datadas da época do Egito antigo a cerca de 3 mil anos a.C. A trajetoria territorial da vinha
vai desde a Asia Ocidental e Europa, passando pela Asia Menor, Oriente Médio e
Mediterraneo, entre outras regides. Entre os paises do mediterraneo é possivel citar
Portugal, Espanha, Italia e Franca, como elaboradores dos melhores vinhos do mundo®>?6,

A parreira foi introduzida no Brasil em 1532 por Martin Afonso de Souza na
capitania de Sao Vicente em Sao Paulo. Com o intuito de avaliar regides onde a videira
melhor se adaptasse para o plantio, ela foi levada para o Rio Grande do Sul, estado que
até hoje é o principal representante nacional de vinhos. Em seguida as videiras se
espalharam por diversos estados do Brasil*>1617,

No Vale do Séo Francisco (VSF), a viticultura foi introduzida em 1950 pela atual
Companhia de Desenvolvimento dos Vales do S&o Francisco e do Parnaiba
(CODEVASF). Porém, somente em 1975, com a iniciativa dos pesquisadores da Embrapa
Semi-arido, iniciaram-se pesquisas com o intuito de desenvolver produtos caracteristicos

e adaptados a regifo*®®,
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O VSF compreende a regido da bacia do Sao Francisco, que engloba os estados
de Pernambuco, Sergipe, Alagoas, Minas Gerais, Goias e o Distrito Federal, e é
subdividido em quatro regides: Alto, Médio, Submédio e Baixo Sao Francisco®?,

Em 2012, cerca de 60% das uvas produzidas no Brasil foram destinadas ao
processamento para obtencdo de vinho, suco e derivados, sendo o restante da producao
destinado ao mercado de uva in natura?..

Inimeros fatores provindo de condigdes geograficas, bioldgicas e tecnoldgicas
podem influenciar na qualidade e composicao do vinho, entre eles, a &gua, aminoacidos,
vitaminas, minerais e carboidratos®®.

Os principais sais presentes nos vinhos sdo: os anions minerais fosfato, sulfato,
cloreto e sulfito e os cations K*, Al*, Na*, Cu*, Cu?*, Al?*, Ca®", Mg?*,Fe?*e Fe**, os quais
podem ser superficialmente detectados pela cor cinza dos vinhos ou mais profundamente,
por técnicas mais avangadas®>%3,

Encontram-se presente no vinho os compostos fendlicos responsaveis pela cor,
adstringéncia e estrutura, sendo os taninos, as antocianinas e 0s acidos fenélicos, os mais
importantes. Entre os compostos nitrogenados presentes no vinho, é possivel destacar as
proteinas, os polipeptidios e os aminoécidos, sendo este ultimo o principal constituinte?*.

No que se refere a legislacdo, o decreto n® 8.198, de 20 de fevereiro de 2014, é a
mais nova atualizacdo da lei n® 7.678, de 08 de novembro de 1988, a qual regula sobre a
producdo, circulacdo e comercializacdo do vinho e derivados da uva e do vinho no
Brasil®.

De acordo com o art. 275 do decreto n° 7.212, de 15 de junho de 2010, os vinhos
e derivados da uva os quais serdo produzidos para exportacdo, poderdo ser elaborados,
rotulados e denominados de acordo com as normas vigentes no pais a qual se destina o

produto, porém é proibida sua comercializagdo no Brasil?.

1.1.3 Origem e composicdo do cha

Os primeiros relatos do ché e suas propriedades medicinais datam de 2750 a. C..
De acordo com a lenda, o imperador chinés Shen Nung (o pai do cha) descansava embaixo
de uma arvore nativa de cha, enguanto seu pote de agua estava fervendo, ao acaso veio
uma brisa e folhas da arvore cairam no seu pote de agua. Posteriormente ele bebeu essa

agua, que estava com um gosto agradavel e conta a lenda que em experiéncias posteriores
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ele descobriu as propriedades benéficas do cha e divulgou entre os chineses o consumo
da bebida?"%8,

A chegada do ch& na Europa foi em 1559, inicialmente comercializado por
Portugal e Holanda e sua popularizacdo na Inglaterra se deu no século XIX. No Brasil, as
primeiras mudas de cha foram plantadas em 1814, no atual Jardim Botanico (antigo Real
Horto)?°.

Na China, inicialmente, as folhas verdes eram retiradas das arvores para fazer o
cha, porém a bebida tinha um sabor amargo e, com o tempo, os chineses foram
modificando o preparo dessas folhas para remover esse sabor. Até que descobriram um
modo de produzir o cha preto (ou vermelho), deixando as folhas se oxidarem ao ar livre,
até obter uma coloracdo cobre avermelhado, diminuindo assim a deterioracdo do cha,
produzido principalmente para exportacdo. Até hoje, os chineses bebem do chéa de folhas
frescas?’.

Inimeros fatores contribuem para a variagdo da composicao do cha, como o clima,
espécie da folha, estacdo do ano, as condi¢des de plantio e cultivo (tipo de solo, minerais,
agua e fertilizantes), tipo de processamento do cha e armazenamento. De modo geral é
possivel atribuir a sua composicdo os polifendis totais, flavonoides (quercetina,
kaempferol, miricetina), catequina (epigalocatequina-3-galato, epigalocatequina,
epicatequina galato, galocatequina e epicatequina), aminoacidos, acidos organicos (como
0 é&cido gélico), compostos polifendlicos, proteinas, carboidratos, cafeina, alcaldides,
antocianinas, minerais e compostos volateis®®3,

No Brasil, a resolu¢gdo RDC n° 277, de 22 de setembro de 2005 estabelece o
regulamento técnico para café, cevada, cha, erva-mate e produtos soltveis. No seu tdpico
2.2 0 ché € definido como: "é o produto constituido de uma ou mais partes de espécie(s)
vegetal(is) inteira(s), fragmentada(s) ou moida(s), com ou sem fermentacao, tostada(s) ou
ndo, constantes de Regulamento Técnico de Espécies Vegetais para o Preparo de Chas.
O produto pode ser adicionado de aroma e ou especiaria para conferir aroma e ou
sabor'34+%,

Na resolucdo RDC n. 267/2005, € previsto o uso das folhas e talos da espécie

vegetal Camellia sinensis para o preparo de cha preto, chéa verde ou cha branco®.

1.2 Revisdo Bibliogrdfica
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1.2.1 Polifendis em vinhos

Na literatura, diversos trabalhos séo publicados utilizando o vinho e o0 cha como
fonte de estudos e diversas sdo as técnicas utilizadas pelos autores.

Mirnaghi e colaboradores aplicaram pela primeira vez em anélise de alimentos um
sistema de microextragdo em fase sélida (SPME) juntamente com cromatografia liquida
acoplada a espectrometria massa/espectrometria de massa (LC-MS/MS) para obter um
maior rendimento nas analises de polifendis da baga, da uva e das amostras de vinhos. Os
compostos analisados foram flavonais, flavandis, flavanona, estilbeno e acidos fenolicos.
A fase de extracdo sdlida que mostrou melhor resultado foi composta por poliestireno-
divinilbenzeno-poliacrilonitrilo (PS-DVB-PAN) com recuperacdes dos compostos
fenolicos proximo a 100%, com excecdo para a naringenina com recuperacdo de 80%.
Em seguida, realizou-se uma analise com o LC-MS/MS com a fracéo livre dos analitos,
resultando em concordancia entre os dados com o SPME?'.

Goldberg e colaboradores, utilizaram a cromatografia liquida de alta performance
(HPLC) com deteccdo por arranjo de diodos (DAD), para determinar as concentracdes de
trihidroxiestilbenos (os isdmeros cis e trans de polidatina e resveratrol), flavan-3-ols
(catequina e epicatequina), flavondides (quercetina e rutina), e o acido hidroxi p-
cumarico. O método foi aplicado em 644 amostras de vinhos brancos das principais
regides produtoras de vinho do mundo. Os hidroxiestilbenos foram medidos na maioria
dos vinhos, porém os isdmeros cis do resveratrol e da polidatina foi detectado em poucas
amostras. Os flavanois foram principalmente encontrados nos vinhos Chardonnay da
Australia e Sauvignon Blanc da Africa do Sul. De um modo geral, ndo houve diferencas
significativas entre os vinhos da Franca e da América do Norte. Para todas as analises
realizadas as concentracdes de polifendis foram de 5% para vinhos brancos e de 25% para
vinhos tintos®’.

Céceres-Mella e colaboradores estudaram a composi¢do fendlica, o perfil de
proantocianidina e a sensacdo gustativa resultante da mistura de vinhos Chilenos. O
método analitico recomendado pela Organizacdo Internacional da Vinha e do Vinho
(OIV) foi utilizado para determinar o pH dos vinhos, contetido de agucar, acidez e teor de
etanol. O contedo de polifendis totais foi obtido por absor¢do molecular na regido do
UV (expresso em termos de acido galico) e as proantocianidinas foram determinadas por
HPLC-DAD. Apos a mistura observou-se uma concentragdo menos variavel entre o vinho

principalmente para a espécie Carbenet Sauvignon. As protocianidinas nédo diferiram nas
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concentragdes. A adstringéncia foi comum para as amostras analisadas, porém a sensagédo
gustativa diferiu. Outros estudos sdo necessarios para avaliar a melhor mistura para o
consumidor final®,

Seruga e colaboradores analisaram vinhos tintos elaborados em trés diferentes
regides vinicolas da Croécia quanto ao contetdo de polifendis totais (PT), concentracdes
individuais de polifendis e a atividade antioxidante (AA) dessas amostras. A quantidade
de PT foi medida por voltametria de pulso diferencial, pelo método Folin-Ciocalteu e por
HPLC. Verificou-se através da analise no HPLC, para os vinhos estudados, que 0s
compostos polifendlicos mais abundantes foram o acido galico e (+)-catequina®.

Acrcari e colaboradores analisaram amostras de vinhos brancos e tintos fortificados
produzidos no Brasil, nas regides do Planalto Catarinense, Serra Galcha e Regido
Carbonifera quanto ao seu teor de compostos fendlicos, atividade antioxidante, minerais,
alcoois superiores, cor e razdo isotopica de carbono. As técnicas utilizadas para a analise
foram: espectrofotometria (método Folin—Ciocalteau), a espectrometria de massa com
plasma indutivamente acoplado (ICP-MS), cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC), cromatografia em fase gasosa (GC), eletroforese capilar de zona (CZE) e
espectrometria de massa (MS) para determinacéo da razao isotopica®®. Usando anélise de
componentes principais (PCA) foi separar os vinhos de acordo com a regido de origem.

Ballus e colaboradores utilizaram eletroforese capilar de zona (CZE) para a
separacdo simultanea de 16 compostos fendlicos presentes em vinhos rosé, tinto e branco.
Os compostos separados foram narirutina, acido caféico, acido galico, (-) - epicatequina,
(+) - catequina, miricetina, rutina, canferol, trans -resveratrol, quercetina, morin, acido
cindmico, acido ferulico, acido 3,4- dihidroxibenzéico, acido p -cumarico e &cido
vanilico. A separacdo por CZE se mostrou eficiente conseguindo separar 0s compostos
fenolicos. Para os vinhos brancos apenas alguns polifendis foram encontrados e para 0s
vinhos tintos os polifendis em maiores concentra¢des foram o &cido galico e a miricetina.
Os resultados concordam com o que ja foi apresentado na literatura®.

Granato e colaboradores determinaram a composi¢do fenodlica (polifendis totais,
flavonoides e antocianinas), a qualidade sensorial feita por sete provadores profissionais,
0 prego de varejo e a atividade antioxidante de 73 vinhos tintos da América do Sul do tipo
Vitis vinifera de 5 variedades (Merlot, Malbec, Pinot Noir, Cabernet Sauvignon, e Syrah).
A composicéo fendlica foi determinada individualmente por cromatografia liquida de alta
performance acoplada com um sistema de diodos e detecgdo de fluorescéncia e seu teor

total pelo espectrofotdmetro utilizando o método Folin-Ciocalteu. O teor de flavondides
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totais foi determinado pelo método colorimétrico e o teor de antocianinas monomeéricas
foi determinado utilizando o método pH diferencial. Com as analises foi possivel
diferenciar estatisticamente os melhores vinhos por uma combinacdo de caracteristicas
sensoriais, preco e atividade antioxidante®.

Gris e colaboradores determinaram o teor de algumas antocianinas, flavonoides
e ndo-flavandides, &cido hidroxicindmico e acido hidroxibenzdico por HPLC- DAD e
HPLC-DAD-MS e as atividades antioxidantes in vivo dos vinhos das uvas Cabernet
Franc, Merlot, Sangiovese e Syrah, das safras de 2006 e 2007, produzidos em S&o
Joaquim e Santa Catarina no Brasil. O conteudo fendlico e composi¢do concordam com
os vinhos da literatura. Sua aplicagdo in vivo mostrou que a composicao fenolica é
potencialmente favoravel ao aumento da atividade antioxidante, podendo assim sua
ingestdo diaria ser benéfica a satide*.

Cet0 e colaboradores construiram um biossensor enzimatico eletrdnico para a
caracterizacdo de 10 compostos fendlicos e determinacdo quantitativa de polifendis totais
em vinhos da Espanha a partir de medidas voltamétricas. Os métodos utilizados para
comparacdo dos valores obtidos foram o Folin-Ciocalteu e o indice de polifendis totais
(I280). O método voltamétrico concordou com os resultados obtidos pelos dois métodos
de referéncia, sendo uma alternativa Gtil ao método Folin-Cocalteu, reduzindo o tempo
de analise, evitando pré-processamento de amostra e utilizagdo de reagentes™.

Ainda existe uma grande variedade de artigos que analisam o teor de polifendis
totais ou individuais, porém existe a necessidade de oferecer métodos simples e rapidos
a fim de fornecer esses resultados, pois quanto maior a concentracdo de polifendis, maior

sera seu potencial antioxidante®.

1.2.2 Polifendis em chas

Castro-L6épez e colaboradores selecionaram diversos métodos de andlise, ja
desenvolvidos, empregando HPLC e cromatografia liquida de ultra performance
(UHPLC) os quais foram utilizados e comparados para a anélise da catequina e quercetina
presente em cha branco, verde, vermelho e preto e em alguns alimentos. O sistema com
detector de fotodiodos e com um detector de fluorescéncia, foram comparados com o
espectrdmetro de massa com armadilha de ions linear orbitrap (LTQ-Orbitrap-MS). O
HPLC e UHPLC se mostraram eficientes na quantificagdo dos compostos, com tempo de

resposta mais curto quando se utiliza a técnica de UHPLC. Os chas verde e branco
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possuiram 0s maiores teores de catequina e quercetina, seguido dos outros tipos de cha e
em menor quantidade os alimentos analisados. O método LTQ - Orbitrap - MS permitiu
identificar outros analitos de interesse, nas amostras estudadas, além da catequina e
quercetina 6.

Yelena Sapozhnikov desenvolveu um método simples, rapido e de alto
rendimento utilizando cromatografia liquida acoplada ao espectrdmetro de massa (LC-
MS/MS) para a determinacdo de uma ampla gama de compostos polifendlicos que
representam diferentes classes de polifendis, numa Gnica analise. As analises foram
aplicadas em amostras de cha verde, suco de uva e café. O preparo de amostra se baseou
na abordagem "diluir e disparar”. O método desenvolvido se mostrou eficiente
conseguindo determinar diversos polifendis de modo robusto, rapido e baixo custo. A
taxa de analise fica em torno de 20 amostras por hora, fazendo filtracdo das amostras
antes de fazer a medida. A taxa de recuperacdo aplicada em trés diferentes niveis foi
satisfatoria, tornando o método uma alternativa Gtil para determinagéo de polifendis*®.

Jun e colaboradores empregaram um método de extracdo de pressao ultra-alta para
extrair polifenois de folhas de cha verde. Analise cromatografica (HPLC) foi utilizada
para determinar a concentragdo de quatro catequinas, acido galico e cafeina. Esse trabalho
foi atil na hora de demonstrar que com extracdo em pressdo elevada o tempo de extracao
por solvente organico reduz de 2 horas para 15 minutos vindo a ser Util na extracdo desses
compostos do cha*.

Rostagno e colaboradores, desenvolveram um método de HPLC contendo um
detector de arranjo de diodos acoplado em linha com um detector de fluorescéncia para
determinar 19 acidos fendlicos, flavonas, flavonois, flavan-3-6is e cafeina. A técnica foi
aplicada a amostras de chés preto, branco, verde, mate (llex paraguariensis), refrigerantes
do tipo cola, café instantaneo e bebida energética os quais foram comprados no comércio
local de Soria, na Espanha*’. O método desenvolvido possui um limite de deteccdo na
faixa de 0,5-211 pg.L™ e limite de quantificacdo de 1,5-704 pg.L™. A concentragdo dos
compostos analisados variou de 0,4-314 mg.L™ e dentre os compostos analisados aquele
(ue apresentou maior concentragio em todas as amostras foi a cafeina®.

Carloni e colaboradores realizaram analises utilizando HPLC, método Folin-
Ciocalteau e outras técnicas referenciadas em artigos para determinar os fendis totais,
flavondides, catequinas, teoflavinas, o teor de cafeina e atividade antioxidante de cinco
diferentes chéas: branco, verde (baixa cafeina e ndo descafeinado), preto (processamento

tradicional, processamento CTC- Crush, Tear, Curl, ou Esmagamento, Rasgo e
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Enrolamento) com o intuito de avaliar a relacdo entre fabricacdo e propriedades
antioxidantes. Ensaios a cerca do perfil antioxidante foi obtido como chéa verde > verde
de baixa cafeina > branco > preto tradicional > preto CTC. Observou-se que a atividade
quelante do metal se relaciona com o teor de teoflavinas e ndo com a atividade oxidante.
O processo de fabricacdo influencia na atividade antioxidante do chd quando sdo
controladas outras condi¢cdes como regido geografica, condi¢cdes ambientais, tipo de
cultivar?,

Potrickos e colaboradores estudaram a variacdo da concentracdo de substancias
fenolicas totais presentes em diferentes marcas de folhas cha verde e erva mate obtidas
no comercio da regido sul do Brasil. A analise foi realizada a partir das infusdes dos chas
com o uso do método Folin-Ciocalteau que consiste na reducdo do reagente pelos
polifendis das amostras, resultando em um complexo de cor azul. As concentracdes de
fenois totais para as amostras de erva-mate variaram entre 25,3 £ 6,3 mg e 65,5 + 2,6 por
100ml de infusdo aquosa, havendo diferenca estatisticamente significativa entre as
marcas analisadas, j& para a infusdo de cha verde nas 3 marcas analisadas nao foi possivel
quantificar o teor de fenois devido ao limite de deteccdo da mesma que deve ser inferior
a 2 mg/100ml. Por outro lado, apesar da baixa quantidade de compostos fenolicos
detectada na infus&o de cha verde, dados da literatura sugerem alto potencial antioxidante
das catequinas, comparavel ao da vitamina E (tocoferol), as quais estdo entre os principais
componentes polifendlicos do ché verde*.

Claudia Anesini e colaboradores determinaram os teores de polifendis totais
(utilizando o reagente Folin-Ciocalteau) e a capacidade antioxidante in vitro de cha verde
e preto, cultivado e industrializado na regido Nordeste da Argentina. Foram analisados
doze amostras de oito marcas diferentes. Os chas verdes mostraram um teor de polifendis
maior do que o cha preto em termos de acido galico e o mesmo perfil foi observado para
a atividade antioxidante, onde a capacidade foi maior para o cha verde®.

Diversos sdo os trabalhos investigando o teor de polifendis nos chés, porém no
Brasil sdo poucos os trabalhos e a nivel mundial assim como para o vinho, se requer uma
técnica mais simples para fornecer esses dados. Pensando nessa necessidade, escolheu-se
trabalhar com analise em fluxo, ja que corresponde a uma técnica de baixo custo e alta

velocidade de analise de amostras.

1.2.3 Andlise em fluxo
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A técnica de analise quimica por injecdo em fluxo comecou em 1957, com
Leonard T. Skeggs, onde foi descrito o desenvolvimento de um auto-analisador, que
emprega a técnica conhecida no Brasil como analise em fluxo continuo (CFA, do inglés,
Continuous Flow Analysis) empregada para a determinacéo de uréia, calcio e glicose em
amostras bioldgicas®.

Em 1975, J. Ruzicka e Elo H. Hansen propuseram um novo conceito de anélise
em fluxo continuo, a qual ficou conhecida como Flow Injection Analysis — FIA, cuja
denominagdo em portugués é Analise por Injecdo em Fluxo®L,

Segundo a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC), FIA pode
ser definido como uma anélise em fluxo ndo segmentado por injecdo da amostra em
amostragem intermitente, enquanto que CFA consiste em fluxo segmentado por aspiracéo
da amostra em amostragem intermitente®?.

A maior parte dos experimentos iniciais que levaram ao desenvolvimento do FIA
foram realizadas no Centro de Energia Nuclear para a Agricultura da Universidade de
S&0 Paulo (CENA/USP) e contou com a colaboragdo de pesquisadores brasileiros®.

Com o decorrer do tempo a analise em fluxo foi evoluindo e contribuindo cada
vez mais para o desenvolvimento de métodos analiticos mais verdes, minimizando o
consumo de reagentes e por consequéncia uma diminui¢do na geracdo de residuos, sem
afetar o desempenho analitico. A figura 4 mostra a evolucdo dos sistemas em fluxo com

alguns exemplos®*.

1955 1975 1990 1995 2000

2002

Andlise de Analise Anélise ; Sistema de
fluxo por injecéo por injecéo Mﬂg'%%mu L\?gl_\?g_ multibom-
segmentado em fluxo sequencial ¢ beamento

Figura 4: Evolugdo de acordo com o tempo da andlise em fluxo.

O método de Multibombeamento por Analise em Fluxo foi desenvolvido em 2002.
Nesta técnica, sdo utilizadas minibombas solendides, onde o operador pode introduzir
amostras e reagentes em quantidades diferentes ja que é possivel opera-las
individualmente. As minibombas trabalham de modo pulsado, conferindo uma melhor
mistura entre amostra e reagente, aumentando assim a sensibilidade do sistema e menor
volume de residuo gerado®>,

Diante do exposto, varios trabalhos tém sido publicados com base em sistemas de

analise em fluxo.




24

Molina-Garcia e colaboradores desenvolveram um método para a determinacéo
simultanea de reverastrol e piceid (precursor do resveratrol) em vinhos através do método
fluorimétrico, utilizando o sistema de injecdo em fluxo multicomutado para inser¢éo da
amostra e posterior detec¢do no espectrofluorimetro®’.

Martins e colaboradores propuseram adaptar o método de reducdo dos ions de
ferro (FRAP) a um sistema FIA e aplicando o design rotativo composto central (CCRD)
para otimizar os pardmetros do sistema de analise. Apds a otimizagdo, o método foi
utilizado para determinar a atividade antioxidante dos chas. O método proposto foi
otimizado para diferentes parametros como taxa de fluxo do transportador, comprimento
da alga de transporte e da bobina de reacdo. Os limites de detecc¢éo e quantificagdo obtidos
foram de 28,6 e 86,8 pmol L™ de Fe*" e a precisdo de 1,27%. Os resultados obtidos as
amostras de cha com o método proposto foram equivalentes aos obtidos com o método
convencional com um coeficiente de correlacdo de 0,9903, enquanto que para a atividade
antioxidante ndo houveram diferencas significativas entre os métodos®?.

Magalhdes e colaboradores otimizaram um sistema colorimétrico adaptado ao
FIA, com o objetivo de obter um método mais robusto para a determinacdo de
flavonoides. O método analitico se baseia na reacdo entre AI** e flavondides em meio
alcalino, com as condiges reacionais sendo controladas. O mesmo foi aplicado a vinhos
tintos, chés e infusbes de ervas. O método utilizado permitiu a redugdo de tempo de
analise da amostra de 12 min para 4 min, com elevada repetibilidade, desvio padréo
relativo (RSD menor que 1,1%) e alta reprodutibilidade (RSD menor que 2,0%). Para o
ensaio de adicdo e recuperacdo foi obtido a recuperacdo média de (+) - catequina e 0
desvio padrdo relativo de 98 + 2% e 99 * 4% para o vinho tinto e o cha preto,
respectivamente. Mostrando assim a eficiéncia do método com o uso do sistema FIA,

Os trabalhos desenvolvidos por Péscoa e colaboradores® e Pais e colaboradores
%0 empregaram analise por injeco sequencial (SIA) para a determinagdo enzimatica do
etanol em vinho. A determinacgdo se baseou na reacdo envolvendo o alcool e 0 NAD™
catalisada pela enzima 4dlcool desidrogenase. Pascoa e colaboradores conseguiu
desenvolver um método que concorda com métodos de referéncia diferindo pela menor
geracgdo de residuo e menor consumo de reagente, além do tempo de determinacdo que
teve um grande aumento. O segundo autor® obteve resultados semelhantes ao de Pascoa
com o adicional estudo de efeito de matriz e com uma melhora em termos quantitativos
em diminuicdo do consumo de amostra e reagente. Além disso ofereceu uma nova opgéao

como uso para controle do processo de fermentacdo®®°.
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Silva e colaboradores, fez uso da analise em fluxo com deteccdo
espectrofotométrica na determinagdo dos teores de sulfeto, sulfito e etanol em vinhos,
envolvendo difusdo gasosa através de uma membrana de Teflon, com o objetivo de propor
uma nova técnica para avaliar a qualidade dos vinhos e controlar as fermentagdes e
selecdo da levedura. No sistema desenvolvido foi possivel obter figuras de mérito com
bons resultados, e 0 método foi aplicado sem tratamento prévio da amostra. Se mostrou
versatil, robusto e adequado para aplicagdes em vinho e em melago®?.

Cerda e colaboradores propuseram a técnica de analise por injecdo em fluxo
baseada em multiseringas (MSFIA) para monitoramento da cinética de reacdes rapidas e
que envolviam reagentes perigosos evitando a manipulacdo dos mesmos. A eficiéncia
utilizando MSFIA em comparacdo aos sistemas classicos em fluxo se baseia na utilizacdo
de duas camaras de mistura eficientes e um motor que impulsiona uma barra que empurra
as seringas e que fornecem tempos mortos de cerca de 20 ms. Bromo foi gerado e utilizado
na bromacéo do &cido sulfurico. Através da andlise experimental foi possivel verificar
que o MSFIA pode ser utilizado para estudos cinéticos em reagBes quimicas
moderadamente rédpidas ja que os valores experimentais concordaram com 0s da
literatura®2.,

Rocha e colaboradores desenvolveram um método em fluxo baseado em
multicomutacdo com o uso de minibombas solendides para determinacgdo de ciclamato
em adocantes de mesa artificiais. A determinacdo do ciclamato se baseia na reacdo do
analito com nitrito de s6dio em meio acido e a medicdo do excesso de reagente por
iodometria. O limite de deteccdo foi de 30 pmol L™ com resposta linear até 3,0 mmol L°
!, Com o método proposto foi possivel analisar 60 amostras por hora, gerando 2,0 mL de
residuo por determinacdo, sendo aplicado com sucesso a amostras de adogantes com
resultados que concordam com a literatura, ndo apresentando interferéncias até um nivel
de concentragio 10 vezes maior que a concentragao do ciclamato®s,

Como pode ser observado nos trabalhos citados, a analise em fluxo sempre esta
acoplada a algum sistema de deteccdo e o mais amplamente utilizado é a
espectrofotometria por sem mais simples e econdmico®.

Nesse trabalho, buscou-se o desenvolvimento de um sistema em fluxo pulsado
utilizando-se minibombas solenoide, para a determinacéo de polifendis totais em vinhos
tintos e chas verde e preto. A analise se baseia na reacdo dos compostos polifendlicos,
expressos em termos de acido galico, reagindo com a solucéo de hipoclorito, gerando um

produto colorido que instantaneamente se torna incolor, figura 5.
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OH OH
OH o
+ Clo = + Cl + H,0
felele OH “00C o
Acido 3,4,5-Triidroxibenzoico (anion) Acido 5-Hidroxi-3,4-dioxo-ciclohexa-
ou 1,5-dienocarboxilico (&nion)

Acido Galico (anion)

Figura 5: Reac8o proposta entre o &cido galico e o ion hipoclorito.

2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver um sistema em fluxo empregando reacéo flash para determinacéo de
polifendis totais em amostras de vinhos e chas, usando um detector lab-made operando

na regido do visivel.

2.2 Objetivo Especifico
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Testar a reacdo entre &cido galico e hipoclorito na bancada e determinar o
comprimento de onda de m&xima absorcdo da reagéo;

Desenvolver 0 médulo de analise do sistema automatico em fluxo para a reacdo
descrita;

Empregar a reacdo instantanea entre acido galico e hipoclorito no sistema, com
deteccdo fotométrica;

Estudar as variaveis: solvente de diluicdo, pH e concentracdo do hipoclorito,
numero de pulsos, tempo de espera da leitura do sinal e outros;

Estabelecer as figuras de mérito do sistema;

Determinar o teor de polifendis totais em ché e vinho.

3. Materiais e Métodos
3.1 Reagentes e Solugdes
3.1.1 Solugdes Estoque

Preparou-se 200 mL de solugdo 2,0 mol L de écido cloridrico (HCI, Merck,
37,0%) por diluicao de 33,2 mL do acido em 100 mL de agua destilada. Apés a solugéo

esfriar, o volume foi completado em baldo volumétrico.
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Preparou-se 100 mL de solucdo 0,10 mol L™ de hidréxido de sédio (NaOH,
Merck, 99%) por dissolugdo de 0,400 g do NaOH em 50 mL de &gua destilada. Apds a
solucdo esfriar, o volume foi completado em baldo volumétrico.

Preparou-se 250 mL de solugdo 0,250 mol L de carbonato de sédio (Na2COs,
Vetec, 99,5%) pH 11,0, dissolvendo-se 6,659 g do carbonato em &gua destilada e em
seguida aferiu-se o0 volume em baldo volumétrico. O ajuste do pH foi realizado com
solugdo 2,0 mol L de HCI.

Preparou-se 100 mL de solu¢io 1000 mg L™ de 4cido galico (C7HsOs, Sigma-
Aldrich, 98%) dissolvendo-se 0,1128 g do acido galico monohidratado em agua destilada
e 0 volume foi completado em baldo volumétrico. Esta solugdo foi preparada diariamente.

Solugéo de hipoclorito de sodio 17,82 x 10 mol L™ foi preparada diariamente
por dilui¢do de solucdo branqueadora comercial (com teor de cloro ativo entre 2,0 e 2,5%
v/V), previamente padronizada.

Preparou-se 200 mL de solugéo 0,1 mol L™ de borato de sddio ou tetraborato de
sodio (Na2Bs07-10H.0, Vetec, 99,5%) também conhecido como boérax, pH = 12,
dissolvendo-se 4,01 g do reagente em agua destilada e em seguida aferiu-se o volume em
baldo volumétrico. O ajuste do pH foi realizado com adi¢do gradual da solucdo de

hidréxido de s6dio (NaOH), sendo a medida feita por pHmetro, até obter o pH desejado.
3.1.2 Padronizacéo e preparo de solugdes
3.1.2.1 Hipoclorito de sodio

Para conhecer o teor de hipoclorito contido na agua sanitéaria, efetuou-se a
titulacdo redox da solucéo, utilizando as seguintes solugdes:
> Tiossulfato de sédio 0,1 mol L™ (Na2S203.5H,0, VETEC, 99%) — contendo 3 gotas

de CHCIs para maior estabilidade da solugéo;

» 0,5% (m/v) de amido (VETEC);
» 10% (m/v) de iodeto de sddio (Nal, Reagen, 99,5 %);
> 5,6 mol L de acido acético (CH3COOH, VETEC, 99,5%);
> 4,0 mol L de acido sulfurico (H2SO4, Merck, 95-97%).

Para padronizar a solucdo de S,0s%, foram pesados cerca de 20,0 mg de KBrOs;
(Merck), previamente seco a 110 °C por 2 horas e dissolvidos com 5 mL de agua, em
Erlenmeyer. Em seguida, foram adicionados 5 mL da solucdo de Nal e 10 mL de solucao

de H2SOs4, observando-se coloragdo marrom-castanho. Procedeu-se com a titulagdo



29

imediata, utilizando como titulante a solucéo de tiossulfato, até coloragdo amarelo-clara.
Adicionou-se 5 mL da solucdo de amido ao Erlenmeyer, observando-se cor azul intensa
da mistura, a adig¢éo de titulante continuou até a mudanca da coloracéo para incolor.

Na segunda titulacdo, para determinar o teor de hipoclorito na adgua sanitaria,
repetiu-se 0 mesmo procedimento descrito no paragrafo anterior, substituindo-se a massa
de KBrOz por 5,00 mL de solucdo de agua sanitéria diluida na propor¢do 1:5 com &gua,

e a solucdo de &cido sulfurico por acido acético.
3.1.2.2 Acido Galico

Diluiu-se a solucdo estoque com volumes adequados de &gua, para preparar as
solugdes de trabalho com concentragdes variando de 50 a 1000 mg L.

3.2 Sistema em fluxo

3.2.1 Descrigéo geral do sistema

O sistema em fluxo foi composto por microcomputador AMD K6 366MHz,
128MB RAM, equipado com uma interface PCL-711 utilizada para realizar a aquisicao
do sinal analitico utilizando um programa escrito em QuickBasic 4.5. Uma interface
eletronica lab-made baseada no circuito integrado ULN2803A, foi acoplada a saida de

impressora e utilizada para permitir o controle das minibombas através da porta paralela,

figura 6.

DB25 ULN 2803A 12y,
. 18
2% 1, S
3. dy 2 17
4. dz 3 Ao
sl _da |, 18

dy Wh——0
b r—a, ° 5
T ds 5] el o
8 7 14
9r———|s P —
. 13
—a
12
R
11
10 wi—e

Figura 6: Interface eletronica baseada no CI ULN2803 para controle das minibombas solendides (Vx)
através da porta serial (DB25).
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Fazia também parte do sistema duas minibombas solendides (Bio-Chem. 090SP)
e uma minibomba solendide (Bio-Chem. 120SP) com volumes nominais de 8 e 20 uL por
pulso, respectivamente, as quais foram utilizadas para a amostra, reagente e transportador;
linhas de transmissdo feitas em politetrafluoretileno (PTFE ou Teflon®) de 0,8 mm de
diametro interno; fonte de alimentacdo de 12 V constituida por um transformador 220
V/12 V de saida; dois diodos retificadores; um regulador de voltagem ajustavel;
capacitores eletroliticos e resistores. A fonte foi construida sobre uma placa de circuito
impressa para 0 acionamento das minibombas e do fotdbmetro, Figura 7a e 7b,

respectivamente.

J

b)
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Figura 7: Fontes de alimentacdo para o acionamento (a) das minibombas e (b) para o fotdmetro. LM337
e LM317 = reguladores ajustaveis de voltagem para negativo e positivo, respectivamente, E = entrada, S
= saida, A = ajuste, Dx = diodos zener, C = capacitor, Rx = resistores.

A caixa metalica que apresentava as dimensdes de 18 cm de comprimento, 5 cm
de altura e 11 cm de profundidade, foi utilizada para comportar um fotbmetro e uma cela

de fluxo feita de vidro para a deteccdo fotométrica, figura 8.

a)

b)



Figura 8: Foto da caixa metalica (a) com a cela de fluxo e parte eletrénica (b).
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O fotémetro foi construido no Centro de Energia Nuclear na Agricultura da

Universidade de Sdo Paulo (CENA/USP) e é mostrado em detalhes na figura 9. Como

pode ser observado, o fotémetro é constituido de uma cela de vidro (gt) de 50 mm de

comprimento e 1,2 mm de largura, nas extremidades estdo dois cilindros de vidro (guia

de onda) com 20 mm de comprimento (mp), presos no cilindro por uma jungéo (gc). Em

uma das extremidades tem-se um LED emitindo um feixe de radiagdo (I) com maximo

de emissdo de 490 nm e na outra tem-se o fotodetector (DET) que recebe o feixe de

radiacdo apds passar pela cela de fluxo.

In out

l A
-12V +12V 12V

50 mm

10K

[ =

20M &4 12
Det ) & 11.2mm \
. mp

1_1 gt mp
So T

In

12v

Figura 9: Cela de fluxo utilizada. Det = fotodetector OPT301; So = sinal em mV; gc — cilindros de vidro,
comprimento de 20 mm e didmetro menor de 1,2 mm; mp = juncdo do tubo no cilindro; gt = corpo da cela
de fluxo, tubo de vidro (boro-silicato), didmetro interno de 1,2 mm; In = entrada das solugdes de amostras
e hipoclorito ou H,O e out = saida das solucBes para o descarte; LED — diodo emissor de luz, 5 mm de
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diametro, maximo de emissdo 490 nm; Tr = transistor BC547; | = feixe de radiacdo emitido pelo LED; Il
= feixe de radiacdo chegando ao fotodetector (DET) apds a transmissdo através da cela de fluxo.

3.2.2 Descricdo do modulo de anélise

O modulo de analise do sistema em fluxo é mostrado na figura 10, é composto de
3 minibombas solendides, para inser¢do de solu¢Bes de amostra, reagente e carregador,
tubos de PTFE de 0,8 mm e conexdo feita de acrilico.

a)
R
i i "
P1 ! {{
; I L2
| [
|
P, | . ’
etapa1 | etapa2 , etapa 3 |
b En sa
) i 7
Cv 50 mm
%la e——o=—==y Tai &v———%}%&
\m \,
1
En

Figura 10: a) Diagrama do sistema em fluxo utilizado na determinacéo de polifendis. A = Amostra ou
solucdo de referéncia; C = Solugéo transportadora (H20); R1 = Solugéo de hipoclorito; Det = Detector
(fotdmetro), fonte LED a 490 nm; D = descarte; P1, P2, P3= minibombas solenoide; y: juncdo feita de
acrilico. Posicdes ON e OFF representam as minibombas ligada e desligada, respectivamente. b) Cela de
fluxo. En: entrada (amostra e hipoclorito); Sd: saida (descarte); Cv: guia de onda; Th: tudo de vidro. Det:
detector, OPT301.
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O programa para acionamento das minibombas, aquisicdo e armazenamento de
dados do sistema em fluxo foi escrito em linguagem Quick Basic 4.5 O fluxograma do

programa, é apresentado na figura 11.

Salva

E Sim

Figura 11: Fluxograma esquematico do programa escrito para o sistema em fluxo estudado, onde P1 =
pulsos de padrdo ou amostra, P2=pulsos do carregador ou transportador, P3 = pulsos de reagente, NLC=
namero de ciclos de leitura e NR= niimero de replicatas.

Inicialmente, 0 programa apresenta as variaveis P1 (pulsos de padrdo ou amostra),
P3 (pulsos do reagente), NCL (numero de ciclos de leitura) e NR (nimero de replicatas),
onde o usuario pode inserir novos valores ou no caso de ja ter executado o programa
deixar valores apresentados na tela. Em seguida, € mostrada a opgao para encher os tubos
das bombas P1, P3 e P2 com solucdo padrdo/amostra, reagente e transportador (dgua
destilada), respectivamente, onde o caminho 6tico ficara preenchido com o transportador
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para areacao. Na etapa posterior, o fotdbmetro € calibrado ja que é utilizado um LED como
emissor de luz. Em caso de insercdo inicial com uma solugdo de amostra diferente daquela
que se deseja analisar, ainda é possivel trocar a amostra, em caso negativo, inicia-se a
reacdo sendo acionada P3 (solucdo de hipoclorito) e depois P1, de acordo com a
quantidade de pulsos indicado no inicio do programa. Esta sequéncia € repetida de acordo
com o numero de ciclos de leitura previamente estabelecido. A amostra entra em contato
com o reagente j& na cela de fluxo, no local onde esta posicionado o detector, acontecendo
assim a reacdo flash, sem a necessidade de mistura por um tempo maior para haver a
formacéo do produto reacional. Apos finalizado os ciclos de leitura, P2 é acionada e 4gua
é inserida no sistema para lavar o caminho reacional e é realizada a aquisi¢do do sinal
analitico. O namero de replicatas (NR) informaré ao sistema quantas vezes a anélise sera
repetida. Ao final do programa surge a op¢éo “repete o experimento”, em caso afirmativo
sera feita uma nova analise onde pode ser trocada ou ndo a amostra. Antes de finalizar o
experimento, o sistema é lavado com agua e em seguida com ar.

O sinal obtido no detector gera um grafico na tela do computador através do
sistema de transducéo, fazendo com que seja possivel acompanhar a reacdo em tempo
real.

Para as minibombas empregadas, cada ciclo de acionamento corresponde ao
volume de 4,5 pL (solucéo de amostra e transportadora) e 20 pL (solugéo de hipoclorito).

3.3 Estudo do comprimento de onda

Realizou-se uma varredura do comprimento de onda para a reacdo proposta
utilizando o espectrébmetro Ocean Optics, para estabelecer o comprimento de onda da

andlise e o LED a ser utilizado no fotdmetro.
3.4 Avaliacéo da vazao das minibombas

Avaliou-se o volume inserido no sistema por cada minibomba solendide para
verificar se houve variagdo nos valores indicados pelo fabricante.

Para a analise, o sistema em fluxo foi preenchido com agua destilada e em seguida
bombeou-se 5, 10 e 20 pulsos individuais de cada minibomba, medindo-se a massa de
agua em replicata, recolhida em um pequeno frasco previamente seco.

Utilizou-se a densidade da agua (d = m / v) para encontrar o volume de agua

expelida, medindo-se e deixando estavel a temperatura do ambiente.
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3.5 Estudo do ruido do sistema

Realizou-se 0 monitoramento do sinal analitico utilizando agua em todas as
minibombas e do branco analitico que consistiu em substituir por agua o reagente
hipoclorito na minibomba P3. Essa verificagdo foi feita para avaliar como o sistema
eletronico se comporta diante de possiveis variaces de tensdo da energia elétrica, assim

como a presenca de radiacdo espuria, com e sem reacao.

3.6 Estudo dos parametros do sistema em fluxo

3.6.1 Estudo do solvente para o hipoclorito

Para verificar qual o melhor solvente da solucdo de hipoclorito neste sistema,
prepararam-se solucBes de hipoclorito diluidas nos seguintes solventes: &cido nitrico
(HNO3) pH 5,2 e 6,5; solucdo de carbonato de sodio (Na.COz) pH 9,2; solugdo de NaOH
pH 10,2; e &gua pH 11.

Os sinais analiticos foram obtidos fixando-se a concentracdo de hipoclorito em
3,56x102 mol L e mantendo 10 pulsos de acionamento das minibombas para as solucoes
de reagente e amostra. Posteriormente, procedeu-se com a analise utilizando as solugdes
de NaOH, Na2COs, H20 e tetraborato de sodio (Na2B407).

3.6.2 Estudo do pH da solugéo do hipoclorito

Visando estabelecer qual o melhor pH para a solu¢do do hipoclorito de sodio,
realizou-se a diluicdo do hipoclorito em solucdo de tetraborato de sédio com os valores
depH9, 10, 11 e 12. Os valores de concentragdo do hipoclorito e pulsos das minibombas
foram mantidos em 3,56 x 102 mol L e 10, respectivamente.

3.6.3 Estudo da concentracao do hipoclorito

Para avaliar qual a melhor concentragdo do hipoclorito, variou-se sua

concentragdo na faixa de 3,56 a 32,08 (10 mol L), mantendo-se constante o pH do
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hipoclorito da solugdo, o solvente usado na diluicdo do mesmo e 10 pulsos para as

solugdes de reagente e da amostra.

3.6.4 Estudo do numero de pulsos

Verificou-se o numero de pulsos das minibombas utilizadas para a amostra e
reagente, ja que a quantidade dessas solucbes pode influenciar na resposta da reacao
envolvida. Considerando que o caminho éptico ja estava preenchido com a solucéo do
reagente antes da insercdo da solucdo da amostra, variou-se 0 nimero de acionamentos
entre 5:5 (5 pulsos para a minibomba da amostra e 5 pulsos para a minibomba do
reagente) a 20:20 (amostra:reagente). As demais variaveis ja estudadas e selecionadas

foram mantidas constantes.
3.7 Figuras de Merito

Com o objetivo de validar o método proposto, apds otimizar as diferentes
varidveis do sistema, foram feitas analises para obter as seguintes figuras de meérito:
linearidade, desvio padrdo relativo das amostras, limite de deteccdo, e exatiddo. Os
parametros do sistema tais como, tempo de amostragem, quantidade de residuo gerado,
consumo por determinacdo de amostra e reagente também foram determinados.

O limite de deteccdo (LD), ou seja, a menor concentracdo de acido galico que
pode ser detectada foi calculada a partir de 20 medidas repetidas do branco (agua) e do

coeficiente angular da curva analitica, equagao 1.

LD = 3, 32 Equacdo 1

Onde: s = desvio-padrédo da injecdo de 20 solucdes do branco analitico e a = coeficiente

angular (slope) da curva analitica.

3.8 Amostras utilizadas e preparo

3.8.1 Amostras de cha

Foram adquiridas 5 amostras de cha verde e preto de diferentes fabricantes, no

comeércio local da regido metropolitana do Recife.
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Para o preparo das amostras de cha, imergiu-se um saché em cerca 100 mL de
agua deionizada a 95°C e deixou 0 mesmo sob infusdo por 3 minutos, em seguida o saché
foi retirado e esperou-se o ch esfriar. Transferiu-se o ché para um baldo de 100 mL e seu
volume foi completado com agua destilada. Posteriormente, o cha foi diluido 10 vezes

com agua.

3.8.2 Amostras de vinho

Foram adquiridas 9 garrafas de vinho tinto seco no comércio local da regido
metropolitana do Recife. As amostras de vinhos foram elaboradas na Argentina
(Mendoza) e no Brasil (Rio Grande do Sul e Pernambuco), da uva Cabernet Sauvignon,
das safras de 2009-2012 e com teor alcoolico variando de 12 a 14%.

As amostras de vinho foram diluidas 50 e 100 vezes com agua destilada e em

seguida procedeu-se as analises das mesmas.

4. Resultados e Discussao
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No sistema proposto, a reacdo entre hipoclorito de sddio e acido galico em meio
alcalino é instantdnea. No momento que as solucGes estdo em contato, o produto da reacéo
é colorido (vermelho) mas, logo em seguida a solugdo fica incolor, por isso a reacéo foi
denominada “rea¢do flash” e foi monitorada na cela de fluxo.

O hipoclorito oxida os compostos polifenolicos do vinho/cha ou &acido galico
usado como solugdo padrdo em meio alcalino, como mostrado na Figura 5.

A estabilidade das solucBes dos reagentes pode afetar a reagdo quimica com os
compostos polifendlicos. Apos realizar a titulacdo redox da solucdo de hipoclorito de
sddio comercial, verificou se que a mesma apresentava a concentragio de 3,56 x 10™X mol
Lt

4.1 Estudo do comprimento de onda

O sistema em fluxo utilizado para esse trabalho possui LED como fonte de luz,
assim, se fez necessario conhecer em qual comprimento de onda a reacdo teria maior
absorbancia.

Foi utilizado o espectrdmetro Ocean Optics com o proposito de fazer uma
varredura nos comprimentos de onda, onde é possivel observar todos 0s comprimentos
de onda ao mesmo tempo (figura 12) e como a reacao é muito rapida (flash), seria inviavel
fazer a varredura em espectrémetros tradicionais que analisam um comprimento de onda

por vez.
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Figura 12: Gréfico de absorbancia obtido para o &cido galico (linha preta), 4gua sanitéria (linha
vermelha) e &cido galico em agua sanitaria (linha azul).
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Com a varredura do comprimento de onda da reacdo entre acido galico e
hipoclorito, verificou-se que o comprimento de onda maximo encontra-se em torno de

500 nm, com isso construiu-se o sistema com um LED de 490 nm.

4.2 Avaliacéo da vazao das minibombas

O teste para avaliar o volume inserido com as minibombas solendide foi feito na
temperatura de 26 °C, onde a densidade da agua € de 0,99681 g mL™. A tabela 2 mostra
os valores obtidos, apds os devidos célculos, onde o valor tedrico de cada minibomba é

indicado na tabela.

Tabela 1: Resultados obtidos para o calculo do volume das minibombas e seu desvio padrao (SD).

, L. Volume/
.. Média da massa | Volume Meédia + SD
Minibomba | Pulsos +5D (g) (uL) pulso (uL)
(uL)
05 | 0,0200+0,0019 | 201 40
P1 (ngl’_S”a) 10 | 0,0454+00003 | 455 45 44+01
20 | 0,0936+0,0009 | 938 47
05 | 0,0208+0,0001 | 208 42
P28(E'|2_0) 10 | 00436400014 | 437 4.4 45+0.1
20 | 0,0996 +0,0009 | 99,9 50
05 | 0,0958+0,0014 | 961 192
P3
(hipoclorito) 10 | 0,1999+00007 | 2006 20,1 199+0,1
20 pL
20 | 04048 +0,0007 | 406,0 20,3

Observa-se que apenas a minibomba P3 esta inserindo um volume correspondente
ao valor indicado pelo fornecedor, essa diferenca ja era esperada, pelo fato das
minibombas 1 e 2 j& estarem desgastadas com o uso, enquanto que a P3 foi adquirida
recentemente para ser utilizada nesse trabalho.

Com os valores obtidos, é possivel quantificar a vazdo de cada minibomba a partir

dos volumes liberados e frequéncia de pulso especificada no programa do trabalho, logo
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as vazoes sd0: P1 = 66 pL s, P3 =298,5 pL s e como P2 ndo tem um valor Unico, ja

que 0 mesmo serve para lavagem, ndo se fez necessario o célculo de sua vazéo.

4.3 Funcionamento da metodologia em fluxo

Utilizou-se neste teste as seguintes varidveis: P1 =5 (22 uL), P3 =5 (100 pL),
NCL = 3, NR = 4. Verificou-se desdobramentos no pico, ficando assim inviavel um

numero de ciclos de leitura (NCL) superior a 1, figura 13.
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Figura 13: Sinal obtido no sistema para 3 ciclos de leitura (NCL = 3) e 4 replicatas (NR = 4) nas mesmas
condic@es reacionais.

Os desdobramentos para NCL superior a 1 se justifica por se tratar de uma reacéo
muito rdpida, por isso denominada reacdo flash, onde o produto colorido é formado e
imediatamente a reacgéo fica incolor.

Estando estabelecido o nimero de ciclos se fazia necessario um valor inicial de
tempo de acionamento de Ple P3 e frequéncia com que funcionariam as minibombas. As
variaveis foram P1 =5 ou 10, P3 =5 ou 10 e velocidade da minibomba 1 (mais lenta) ou
2 (mais rapida), figura 14.
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Figura 14: Sinais obtidos no sistema reacional com NCL=1 e NR=5 e concentracéo de acido galico de 250
mg L™ a) P1 e P3 sdo mantidos na frequéncia de 5 pulsos. b) P1 e P3 sdo mantidos na frequéncia de 10
pulsos.

E possivel verificar que o sinal obtido na figura 14 (b) embora apresente alguns
“ombros” tem maior magnitude e foi selecionado em comparagdo com a figura 14 (a).
Considerou-se também que se com 10 pulsos é possivel aumentar o sinal, logo sera
provavel aumentar a faixa de concentracdo de trabalho. Caso seja necessario trabalhar

com concentracGes menores, basta diluir a amostra.

4.4Avaliacéo do ruido do sistema

Trabalhou-se com um sistema eletrénico e 0 mesmo estava sujeito a variacdes de
tensdo e presenca de radiacdo espulria, pensando nisso, adicionou-se agua em todo o
sistema e executou-se 0 programa com 20 replicatas, figura 15. Observou-se um ruido

instrumental em torno de 0,015 mV.
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Figura 15: a) Ruido instrumental observado com a utilizacdo de agua em todas as minibombas b)
Ampliacdo da escala de (a).

Realizou-se 20 medidas seguidas do sinal da solu¢do contendo todos os reagentes
e acido galico 400 mg L, figura 16.
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Figura 16: Avaliacdo da repetibilidade do método proposto. Acido galico 400 mg L.

Na figura 16 é possivel verificar que a linha de base é estavel, os sinais obtidos
apresentam boa estabilidade o que demonstra a robustez do método proposto e a boa
repetibilidade do método, obtendo-se um valor de desvio padrdo relativo (RSD) de 1,93%
(n =20).

4.5 Estabilidade dos Reagentes

O estudo da estabilidade dos reagentes hipoclorito e &cido galico, foi realizado em
trabalho anterior e verificou-se que ambas as solugdes precisam ser preparadas no dia
de trabalho.

Avaliou-se a estabilidade do reagente hipoclorito quanto ao seu armazenamento e
teor através da titulacdo da agua sanitéaria e observou-se que houve estabilidade no seu
teor em torno de 0,36 mol L?, sendo avaliada a concentragdo da solugdo mantida
armazenada sob refrigeragdo, durante 10 semanas.

O pH da solucdo de tetraborato de sdédio, usado para realizar a titulagdo do
hipoclorito, foi medido semanalmente, e observou-se boa estabilidade, tendo variagéo de
cerca de 0,2 % (pH= 10,98) ap6s um més de preparo.
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4.6 Estudo dos parametros do sistema em fluxo
4.6.1 Estudo do solvente para o hipoclorito
Buscando o melhor meio reacional para preparar a solugdo de hipoclorito,

analisou-se a curva analitica usando solventes em meio acido e basico e a média dos

resultados podem ser observados na figura 17.

—&— Meio Acido
0,4 H|—&— Meio Basico

0,3

0,2 4

Sinal (mV)

0,1

T T T T T T T T T

0 200 400 600 800 1000
~ -1

Concentragdo (mg L")

Figura 17: Curva analitica obtida na faixa de concentragio de 50 a 1000 mg L* de acido galico para
avaliar o solvente (&cido ou basico) do hipoclorito.

Os coeficientes de correlacdo e coeficiente angular obtidos foram 0,98 e 0,06 para
0 meio basico e de 0,96 e 0,05 para 0 meio acido, respectivamente. Com base nesses
resultados observou-se que 0 meio basico € melhor para se trabalhar, visto que possuia
um sinal maior e a reta obtida mais proxima de 45° o que implica num maior coeficiente
de correlagéo.

Analisou-se as solucdes de hidroxido de NaOH, Na>COs e Na2B4O7, todos em pH
11 buscando qual o melhor solvente para o hipoclorito, os resultados sdo mostrados na
figura 18.
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Coeficiente de correlacao

NaOH Na2CO3 H20 Na2B407

Solvente

Figura 18: Comparacéo dos coeficientes de correlacdo obtidos para diferentes solventes, em meio
alcalino, da solucéo de hipoclorito: NaOH, H20 (pH 11), Na;CO3 e Na2B4O.

Escolheu-se trabalhar com o Na2B4O7, pois seu coeficiente de correlagdo foi o
maior entre todos os solventes utilizados em meio basico, além disso, observou-se que
com o uso do tampdo bdrax os sinais da reacdo eram mais reprodutiveis, ja com agua que
possuia um coeficiente de correlacdo proximo do bérax havia uma variagdo maior dos

sinais para uma mesma medida, figura 19.
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Figura 19: Sinais obtidos no sistema para a concentragdo de 0-100 mg L de 4cido galico variando-se o
solvente do hipoclorito. a) Agua (pH 11) como dissolvente do hipoclorito com o sinal do branco sendo
repetido por 10 vezes. b) Tampdo carbonato.

Em ambos os graficos, a programacdo utilizada foi: P1=10, P2=10, NCL=1, NR=5

com concentragdo de hipoclorito de 3,56x102 mol L.

4.6.2 Estudo do pH da solucéo do hipoclorito
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O hipoclorito de sodio foi dissolvido em solucéo de tetraborato de sodio no pH 9,
10, 11 e 12, figura 20. Utilizou-se as mesmas condicdes reacionais: P1=10, P2=10,
NCL=1, NR=5 com concentragdo de hipoclorito de 3,56 x 102 mol L.
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Figura 20: Respostas obtidas do coeficiente de correlagéo (r) e angular (a) da curva analitica em funcéo da
variacdo do pH na solugéo de hipoclorito.

Os coeficientes de correlagdo (r) sdo muito préximos, logo, resolveu-se avaliar o
valor do coeficiente angular (a) para buscar o melhor pH combinando os resultados de
"r" e "a". O maior valor de "a" é para o pH 12, porém ele possui um "r" em torno de 0,88
0 qual pode ser considerado baixo se for comparado com o pH 11, que possui "r" maior
que 0,92 e um coeficiente de correlacdo diferindo em menos de 0,1. Embora os demais
valores de pH apresentem "r" elevados, os valores de "a" decrescem se forem observados
os outros valores de pH e em especial o pH 9 que possui maior "r", porém com o valor de

"a" zero. Assim, optou-se por trabalhar com o pH 11.

4.6.3 Estudo da concentracgdo do hipoclorito

Os resultados obtidos quando a concentracdo de hipoclorito foi variada na faixa
de 3,56 a 32,08 (x 102 mol L), sdo apresentados na tabela 3. Onde foram mantidas
constantes as condigdes até entdo estudadas, utilizando o tampao tetraborato de sodio no
pH 11 como solvente do hipoclorito.
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Tabela 2: Valores obtidos de coeficiente de correlacdo e coeficiente angular em funcéo da concentracéo
do hipoclorito.

Hipoclorito (x10 mol L) | Coeficiente de Correlacdo (r) | Coeficiente Angular (a)
3,56 0,9744 0,04
7,13 0,9962 0,05
17,82 0,9986 0,04
26,73 0,9959 0,02
32,08 0,9885 0,03

Os coeficientes de correlacdo sdo bem préximos, logo, aliou-se o resultado de "r"
com o coeficiente angular (a). Ao examinar a tabela acima, é possivel verificar que o
maior "a" é para a concentracdo de 7,13, porém o maior "r" é para 17,82, com isso
selecionou-se a concentracdo de 17,82 para trabalhar, pois possui um "r* maior e seu "a"
é préximo a concentracdo de 7,13, logo a pequena diminuicdo no "a" é compensada pelo

ganho na linearidade da andlise.

4.6.4 Estudo do numero de pulsos

Na figura 21 sdo mostradas as respostas obtidas para cada nimero de pulsos de
amostra e reagente utilizado para avaliar qual seria a melhor quantidade de pulsos a ser
utilizada no trabalho, variando de 5 até 20 pulsos. Optou-se pelo nimero de pulsos 15:15
(amostra:reagente), pois apesar de possuir um "r" menor, o sinal analitico obtido com ele
aumenta. Ja o sinal 20:20 foi descartado por possuir 0 menor sinal de "r", logo a menor
linearidade e um gasto bem maior de reagentes o que ndo compensa 0 aumento de seu
sinal que proporcionalmente pouco difere do seu antecessor. As condic¢des de trabalho
foram: NR= 5, NCL=1, concentracio de hipoclorito de 17,82 x 102 mol L, preparado

com tampéao bérax no pH 11.
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Figura 21: Estudo do namero de pulsos de amostra e reagente.
Os melhores resultados dos estudos realizados para o sistema em fluxo desse
trabalho estdo resumidos na tabela 4, os quais foram utilizados para a determinacao de

polifenois presentes nos chés e vinhos analisados.

Tabela 3: Pardmetros selecionados para o sistema em fluxo proposto.

Condicgoes
Parametro Condicdes estudadas
selecionadas

Agua, hidroxido,
Solvente para CIO Tetraborato de sodio
carbonato, tetraborato

pH 9,0-12,0 11,0
Concentragédo de CIO
3,56 - 32,08 17,82
(102 mol LY)
Numero de pulsos
5:5-20:20 15:15

(Amostra:Reagente)

4.7 Figuras de Meérito
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Apos a otimizacdo do sistema em fluxo, verificou-se alguns parametros para

validar a metodologia proposta. A linearidade do método foi obtida através da construgdo

de curvas analiticas obtendo equacédo da reta, onde a faixa linear para o &cido galico foi

de 50-1000 mg L.

A precisdo do método foi obtida realizando 20 medidas consecutivas das

absorbancias para a solucéo padrao de acido galico na concentracdo 400 mg L™ e amostras

de cha preto, ché verde e vinho tinto. Os resultados sdo mostrados na tabela 5, e observa-

se desvios padrédo relativo (%), logo repetibilidade, variando de 1,0 a 1,9 %. Foram

analisadas as solucdes de acido galico em dias diferentes, obtendo-se a reprodutibilidade
do método, que foi de 8,5%. O limite de detecgdo (LD) foi de 21 mg L™.

O consumo de solugdes de reagente e amostras foram medidos a partir dos valores

de injecdo para cada minibomba e sdo mostrados na tabela 5.

Tabela 4: Figuras de mérito obtidas para a metodologia.

Parametro Valor
Linearidade (mg L) 50 — 1000
Desvio padrgo relativo (RSD) (%) 94lico 1,9
Desvio padréo relativo (RSD) (%) Preto 1,8
Desvio padrdo relativo (RSD) (%)cha verde 1,0
Desvio padrdo relativo (RSD) (%)¥""° 1,7
Limite de detecgdo (mg L™?) 21
Limite de quantificagdo (mg L) 62
Frequéncia analitica (determinacéo h™t) 120
Residuo gerado por determinacdo (mL) 0,97
Consumo de amostra por determinagao (uL)*™ 6,6
Consumo de amostra por determinagao (uL)"™° 0,3
Consumo de hipoclorito por determinagéo (uL) 298,5

ab.¢.dDesvio padrdo relativo (n = 20) de solucdo de acido galico 400 mg L, cha preto, verde e

vinho tinto, respectivamente.

4.8 Interferentes

Substancias interferentes séo aquelas que causam uma varia¢ao maior que 5% em

maodulo, do sinal de uma solucéo de referéncia. Com base nisso, estudou-se o efeito de
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possiveis interferentes os quais fazem parte da composic¢do de vinho e de cha. Essas
substancias foram adicionadas a uma solucéao de referéncia de &cido galico em diferentes
concentragdes e suas variagdes sdo mostradas na tabela 6.

Tabela 5: Niveis de tolerancia para possiveis interferentes no vinho e cha.

Concentracéo no Concentracéo no Variacao no sinal

Substancia
vinho (mg L) cha (mg L?) (%)
Acido ascorbico 40 2,0 -5,0
Acido citrico 1,8 0,1 -29
SO.* 530 26 -1,9
SOs* 451 26 +1,4
Fe2* 4,8 0,2 +79
Mn?* 87 44 -19
AlP* 20 1,0 -5/7
cu? 2,0 0,1 -41

Destes compostos, 0s potenciais interferentes no vinho sio os ions Fe?* e AI** os
quais causam uma variacdo de sinal de +7,9 e -5,7 %, respectivamente. Entretanto, 0s
teores de ferro e aluminio no vinho, normalmente, sdo menores do que 4,8 mg L™ e 20
mg L, respectivamente®®®’, desta forma, ndo havera interferéncia desses ions no método
proposto.

No cha, embora ndo se encontre na literatura muitos trabalhos com o produto
brasileiro. Ao analisar os trabalhos de outros paises verificou-se que os teores de aluminio
e ferro apresentam teores que variam de 0,2 a 1 mg L™ (tabela 7), respectivamente. Em
alguns trabalhos os autores encontraram gquantidades superiores a estas, as quais séo
influenciadas pela forma de extragéo das folhas®72,

Considerando que para os chas, a concentracdo dos ions presentes na amostra é
equivalente a estudada, poderia haver interferéncia gerando aumento ou diminuicao do
sinal analitico. Porém, como o aluminio contribui negativa e o ferro positivamente, poder-
se-ia sugerir, em média, que eles ndo interferem devido ao efeito antagdnico. Para os chas

que possuem quantidade de ferro e aluminio inferiores ao estudado o método pode ser



51

aplicado adequadamente pois a variagdo de sinal é inferior a 5 % 0 que é considerado

aceitavel.

4.9 Analise das amostras

Para avaliar o efeito de matriz nas amostras, foi realizado teste de adicdo e

recuperacdo, comparando-se o0s resultados obtidos das concentracdes de acido galico nas

amostras de vinho tinto e chd com e sem adicdo de acido galico.

Os resultados das concentracdes de polifendis representados como éacido gélico,

sdo mostrados na Tabela 7. No teste de adicdo e recuperacdo, as adi¢oes foram de 100 e

300 mg L™ de &4cido galico.

Tabela 6: Resultados das concentracdes de &cido gélico obtidos nas amostras de cha e vinho analisados e
% de recuperagéo para as adigcdes de 100 e 300 mg L™ de écido galico.

Amostra | Concentragdo (mg L) ('ra‘ndgi(f?) Recu(g/i;agéo
100 75%5
VI e 300 96 + 3
100 104 + 2
3 szl 300 94 +7
100 136 + 4
va’ 28T 300 101 +4
100 99+4
Va4 70 300 95+1
100 90+ 3
Vo 2o 300 74 +10
100 86+1
Ve 195 300 91+1
100 89+1
vr 2993 300 98+5
100 82+3

Vvg?
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280 £ 15 300 83+2
100 95+4
Vo' B 300 107 + 2
100 118 +3
¢l o2 300 101+3
100 124 + 2
2 0830 300 9% +1
100 118+ 1
3 032 300 87,0+0,3
100 1040+ 1,5
c4 a2 300 85,3+0,4
100 121+ 4
5 s 300 94+1

V1 a V9: amostras de vinho; C1 a C5 amostras de cha diluida 1:10 (v/v)
a: amostra diluida 1:100 (v/v);
b: amostra diluida 1:50 (v/v).

Os resultados mostram valores de recuperacdo média de 96,2 + 10,4% para vinhos

e 101,9 £ 7,3% para chés. Estes valores indicam que o procedimento proposto pode ser

usado como uma alternativa para o controle de qualidade de amostras de vinho e cha.

5. Conclusao

No sistema estudado obteve-se que 0 maximo de absorcdo na reacao entre acido

galico e hipoclorito se deu no comprimento de onda de 490 nm.
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Construiu-se um médulo de analise com o uso de programa em linguagem Quick
Basic para aplicacdo da reacdo flash.

O sistema proposto permite determinar a quantidade de polifendis totais expressos
em termos de &cido galico com a reacdo flash entre hipoclorito e acido galico que produz
instantaneamente cor e em seguida descolore, medindo o sinal no fotémetro.

O meétodo proposto permitiu a determinacdo de polifenois na faixa de 62 a 1000
mg L com limite de deteccdo de 21 mg L de 4cido gélico e recuperagdo que variou
média de 96,2 + 10,4% para vinhos e 101,9 + 7,3% para chas.

O método preenche requisitos da Quimica verde, pois empregou pequenos
volumes de solugdes, gerando pequeno volume de residuo por determinacgdo (0,97 mL).
Ainda como vantagem observa-se a elevada frequéncia analitica de 120 determinagdes
por hora.

Além de relativamente simples o método é robusto, versatil e ndo envolve

tecnologia sofisticada e dispendiosa.
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