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Para ser grande, Sé inteiro: nada

Teu exagera ou exclui.

Sé todo em cada coisa. Poe quanto és
No minimo que fazes.

Assim em cada lago a Lua toda
Brilha, porque alta vive

- Ricardo Reis -
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RESUMO

OPTODOS PARA A DETERMINACAO DE SO, E O,

Foram construidos optodos para a determinacdo de SO, em amostras de ar e
de vinho, com base no croméforo Pdo(dppm).Cl, [(bisdifenilfosfinometano-dicloreto de
paladio (1)] imobilizado em matrizes de PVC [poli(cloreto de vinila)] e plastificadas com
0-NPOE [o-nitrofeniloctiléter]. As membranas que apresentaram os melhores
resultados continham 20% de PVC, 4% do croméforo e 76% de o-NPOE, para uma
massa final de 100 mg. Para amostras de ar, as membranas foram preparadas pela
deposicdo de 200 puL de solucdo em filmes de poliéster, apresentando espessura
média de 500 um, faixa linear de resposta de 0-5 ppm, SO,, limite de detec¢ao de 130
ppb, SO, e tempo de vida Gtil de 2 meses ou 250 medidas. Esse optodo responde
também para mondxido de carbono, na faixa linear de 1-5% de concentracdo. Para
amostras de vinhos, as membranas foram preparadas pela deposicdo manual de 10 uL
de solucao em filmes de poliéster e foram obtidas faixas lineares de trabalho de 0-50
mg L para SO, livre e 0-150 mg L™ para SO; total, com limites de deteccao da ordem
de 0,37 e 0,70 mg L™, respectivamente. Na validagdo do método, foi observada uma
boa correlagdo com o método padrao, ndo havendo diferencga significativa no nivel de
95% de confianga. Observou-se que sacarose e etanol geram efeito de matriz. Para
ambos os optodos, observou-se que € grande o efeito da umidade. Na presenca de
NO,, H.S, HCl e Cl, 10 ppm, a fase sensora € inutilizada. Também foi desenvolvido um
optodo para a determinacdao de oxigénio dissolvido com base no fluoréforo PtOEP
[octaetilporfirinato de platina] imobilizado em PDMS [poli(dimetilsiloxano)]. Os melhores
resultados foram obtidos para as membranas preparadas a partir de uma solugao
contendo 8 x 10° mol L' de PtOEP e 20% de silica. A espessura média das
membranas foi de 0,22 + 0,02 mm. Foi obtido um limite de detec¢éo de 0,077 mg L
de O, dissolvido e com desvio padréo relativo de 0,53%. A faixa linear de resposta foi
de 0,07-5.95 mg L' de O, dissolvido em &gua. Observou-se que ndo ha erro
sistematico com o uso deste optodo, e que o mesmo pode ser empregado na
determinacao oxigénio dissolvido em amostras reais.
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ABSTRACT

OPTODES FOR DETERMINATION OF SO, AND O

Optodes for determination of sulphur dioxide in air and wine samples were
constructed, based on the dichloro-bis-(diphenylphosphino)-methane dipalladium |
[Pdo(dppm)2Cl;]  complex immobilised in PVC films, plasticised with o-
nitrophenyloctylether [0-NPOE]. The sensing phase that presented best performance
was prepared from a THF solution (1 mL), containing 20 mg PVC, 4 mg Pd complex
and 76 mg o-NPOE. For air sample analysis, membranes were prepared by the
deposition of 200 pL of the cocktail solution on polyester sheet (average thickness of
500 um), presenting a linear response range of 0-5 ppm, SO,, detection limit of (0.13
0.02) ppm, SO, and lifetime of 2 months or 250 measurements. This optode also
presented a linear response to carbon monoxide in the 1-5 % range. For wine samples,
membranes were prepared by the manual deposition of 10 uL of the cocktail solution
on polyester sheet, presenting linear response ranges of 0 -50 mg L™ for free SO, and
0 -150 mg L™ for total SO,, with detection limits of 0.37 and 0.70 mg L™, respectively.
The results showed good correlation with the reference method, presenting no
significant differences at the 95 % confidence level. It was observed that sucrose and
ethanol affects slightly the sensitivity. For both optodes, it was observed a significant
effect of the humidity, as well as poisoning by NO,, H.S, HCI and Cl, 10 ppm,. It was
also developed an optode for determination of dissolved O,, based on the fluorophore
platinum octaethylporphyrin [PtOEP] immobilised in polydimethylsiloxane [PDMS]. The
membrane prepared from a solution containing 8 x 10° mol L™ PtOEP and 20 % silica
presented the best performance, with an average thickness of 0.22 + 0.02 mm. The
optode showed a detection limit of 0.077 mg L' dissolved O, relative standard
deviation of 0.53 % and a linear response range from 0.07 to 5.95 mg L™ O,. It was not
observed a systematic error for the developed sensor, which can be applied to the
determination of dissolved oxygen in water samples.
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Figura 32. Curva analitica obtida para concentracdes de 0,07-5,95 mg L™,

com temperatura controlada a 25°C. 98
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Capitulo 1

Introducao

1. Os sensores quimicos de fibras épticas

Um sensor quimico é um dispositivo que gera um sinal 6ptico, elétrico ou
térmico como conseqiéncia de sua interagdo com a espécie de interesse. Um
sistema genérico de um sensor quimico possui trés elementos basicos: (i) a fase
sensora ou de reconhecimento, onde ocorre a interagao seletiva com o analito; (ii) o
transdutor, o qual converte a grandeza fisico-quimica em um sinal elétrico mensuravel
e (iii) o instrumento, que trata o sinal e executa os calculos 2.

Em um sensor quimico, o principal componente é a fase sensora, que €
responsavel pela seletividade e sensibilidade do mesmo®. Os sensores quimicos
podem ser classificados de acordo com o principio de operacdo do sistema de
transducao e dentre eles estio os sensores eletroquimicos e os dpticos?.

Os sensores eletroquimicos medem o efeito da interagdo entre o analito e um
eletrodo; nos sensores Opticos € medida a alteracdo em uma propriedade Optica

resultante da interacdo do analito com a parte receptora. As propriedades épticas que
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podem ser aplicadas nesse tipo de sensor sdo: absorcao, reflexao, luminescéncia,
refracéo e espalhamento da luz®.

Dentre os sensores mais empregados estdo os sensores quimicos de fibras
opticas. Frequentemente chamados de optodos ou optrodos empregam fibras Opticas
de alta qualidade aliados & métodos espectrofotométricos classicos de analise®.

O uso de optodos tem inUmeras vantagens, tais como: (i) possibilita andlise
remota e em tempo real, (ii) dispensa o uso de dispositivo de referéncia, (iii) ndo sofre
interferéncia elétrica, (iv) baixo custo, (v) determinagdo simultdnea de mais de uma
espécie quimica’.

O principio de funcionamento de um optodo é simples. A luz de uma fonte
apropriada é introduzida dentro de uma fibra 6ptica e guiada para interagir com a fase
sensora. Esta interagdo resulta na modificagdo do sinal 6ptico, que esta relacionado
com a informacdo quimica desejada; o sinal volta pela mesma ou por outra fibra e é

guiado até um sistema de deteccao, para ser medido'™.

1.1. Formas de medida dos optodos

1.1.1. Absorcao

Os optodos baseados em medidas de absorbancia possuem uma fase sensora
que, quando imersa na solugdo contendo o analito, muda seu espectro de absorcao.
Esta mudanca, entdo, pode ser determinada quantitativamente e usada como uma
informagao quimica.

O principio 6ptico usado nos sensores de absorcado € conhecido amplamente,
pois o comportamento dos reagentes imobilizados na fase sensora € similar ao que
acontece em solucao. Assim, quando um raio de luz atravessa a fase sensora pode
ocorrer absorgcéao de energia. Esta absor¢cao promove uma diminuigdo da intensidade
da radiacdo que passa através da fase sensora e o sinal retorna pelo mesmo feixe ou

por um outro feixe de fibras O6pticas. O decréscimo da intensidade de luz é
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determinado pela concentracao C das espécies absorventes na trajetoria L, do raio de
luz, segundo a equacéo de Lambert-Beer:

A= logII—O =¢LC

onde A é a absorbancia, € é a absortividade molar, Iy e [ sdo as intensidades da luz

incidente e emergente, respectivamente®®.

1.1.2. Luminescéncia

A luminescéncia é particularmente adequada para o monitoramento 6ptico,
devido a sua grande seletividade e sensibilidade, permitindo a deteccdo de
concentragcdes muito baixas. Os métodos luminescentes sdo divididos basicamente
em trés classes: fluorescéncia, fosforescéncia e quimiluminescéncia®®.

O método fluorimétrico estd estreitamente relacionado com a absorcao
molecular. Apdés as moléculas terem absorvido energia radiante e terem sido
excitadas para um estado eletrénico superior, ttm que perder o excesso de energia
para regressarem ao estado eletrénico fundamental. A fluorescéncia consiste na
emissao imediata de luz (tempo da ordem de 10® segundos) por uma molécula que
tenha absorvido radiacdo, por oposicao a fosforescéncia, que consiste na emissao
retardada da energia absorvida. Também existe uma distingéo teorica entre os dois
fendbmenos: a fluorescéncia resulta de uma transigao singlete-singlete, ao passo que
€ uma transigao triplete-singlete que determina a fosforescéncia.

Sabendo-se que os estados eletrbnicos da maior parte das moléculas
organicas podem ser agrupados em dois tipos principais, os estados singlete e
triplete, e que no estado singlete todos os elétrons da molécula tem spins
emparelhados, enquanto no estado triplete ocorre um conjunto de spins eletrénicos
nao emparelhados, a absorcédo e emissao de luz podem ser ilustradas pelo diagrama
de niveis de energia sugerido por Jablonski (Figura 1). Nesta figura esta representado

o diagrama esquematico dos niveis energéticos de uma molécula diatémica.
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Estados vibracionais excitados
S (estados rotacionais excitados nao sdo mostrados)

A= absorgao do foton

F = emisséo de fluorescéncia
P = emissio de fosforescéncia
8 = estado singlete

T= estado triplete

Cl = converséo interna

CIS = cruzamento intersistema

Energia ——»

5
0 Estado eletronico fundamental

Figura 1. Diagrama de Jablonski.

Na Figura 1 estdo representados o estado fundamental, o primeiro e 0 segundo
niveis de energia designados por So, S1 e Sy, respectivamente. Quando uma molécula
absorve energia radiante apropriada, ela a transporta de um nivel vibracional do
estado fundamental para um dos niveis vibracionais de um dos estados eletrénicos
excitados. Para cada um destes niveis de energia podem existir diversos niveis de
energia vibracionais. Cada absor¢cdo ocorre em um intervalo de tempo de
aproximadamente 107'° segundos. Em conseqiiéncia dessa absorgao, certos niveis
vibracionais do estado excitado sdo imediatamente ocupados. Porém, as moléculas
em um estado vibracional superior, do estado singlete, regressam rapidamente ao
mais baixo nivel vibracional do estado excitado, transferindo o excesso de energia
para outras moléculas através de colisdes, ou dividem esse excesso de energia por
outros possiveis modos de vibracao ou rotacdo, dentro da molécula excitada. Assim,
a fluorescéncia sera o resultado da transicao radiativa espontanea que ocorre quando
as moléculas regressam ao estado eletrénico fundamental. O processo radiativo
(S1>So) tem curta duracdo, cerca de 10® segundos. A absorcdo de energia radiante
excita a molécula para niveis de energia superior, geralmente os niveis Sy e Sy,
porém os elétrons em um nivel de energia superior S, regressam rapidamente ao
mais baixo nivel do estado excitado Si. Esse processo é chamado conversao

interna e ocorre em 1072 segundos. Como a fluorescéncia resulta da transicdo
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radiativa espontanea (S1, So) e tem duracdo de 10 segundos, a conversdo interna é
geralmente completada anteriormente a emissao®®.

O tempo de vida de uma espécie excitada é curto devido a existéncia de varias
formas da molécula ou do atomo perder o excesso de energia. Dois dos mais
importantes destes mecanismos sdo: a relaxacdo sem radiagdo e a relaxagao
radiativa (fluorescéncia). Dentro da relaxacdo nao radiativa pode se distinguir o
cruzamento intersistema e a conversdo interna, como citado acima. Se a curva de
energia potencial do estado singlete interceptar a do estado triplete, alguns elétrons
no estado singlete excitado podem passar para o estado triplete inferior através de
cruzamento intersistema. Embora as transi¢cdes singlete-triplete constituam processos
proibidos, existe uma probabilidade de que ocorra, uma vez que a energia do mais
baixo nivel vibracional do estado triplete é inferior ao que corresponde ao estado
singlete. O regresso desse nivel ao estado eletrénico fundamental constitui a emisséo
da fosforescéncia, transicdo que tem baixa probabilidade de ocorrer visto ser
necessario inversdao de spins. O acoplamento spin-6rbita, que é a perturbacao
magnética que altera os spins é, provavelmente, a origem mais importante das
transigdes de fosforescéncia, de retorno ao estado fundamental singlete®®.

Também é comum o uso da supressdao da fluorescéncia como forma de
quantificar diversos analitos. Mais detalhes sobre essa forma de medida serdo

explicados no topico a seguir.

1.1.2.1. Supressao de fluorescéncia

A supressao deriva de diversos processos que diminuem a intensidade de
fluorescéncia como, por exemplo, a formacdo de complexos e a supressao por
colisdo. A supressdo dinamica resulta da colisdo entre o supressor e a molécula
fluorescente. A supressdo estatica ocorre com a formacdo de complexos nao
fluorescentes entre o fluoréforo e o supressor. A supressao da fluorescéncia, seja ela

estatica ou dinamica, requer contato entre o fluoréforo no estado superior de energia
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e 0 supressor. Apos o contato, o fluoréforo retorna ao estado fundamental sem
emisséo de féton”®,

No caso da supressao estatica, um complexo nao fluorescente é formado entre
o fluoréforo e o supressor. Em qualquer evento, o fluoréforo e o supressor devem
estar em contato no mesmo meio. Este é um pré-requisito que resulta em numerosas
aplicagdes da supressao da fluorescéncia, tais como (/) as medidas de supressao
podem prever a acessibilidade do fluoréforo para o supressor, (i) quando um solvente
€ muito viscoso a difuséo é lenta e a supressao € inibida e, dessa forma, a supressao

pode revelar a razdo da difusdo dos supressores, dentre outros fatores”®.

a) Supressao dinamica da fluorescéncia

A supressao dinamica é descrita pela equacao de Stern-Volmer:

I
L =1+k,5[0]

onde I,e Isdo as intensidades de fluorescéncia na auséncia e na presenca do
supressor, respectivamente; k, € uma constante especifica que indica a desativagao
colisional bimolecular da energia eletrdnica, conhecida como constante bimolecular
ou constante de supresséo dinamica; 7z, € o tempo de vida natural da fluorescéncia
na auséncia do supressor e [Q] é a concentracdo do supressor.

Assumindo que a constante de supressdo de Stern-Volmer (k, ) € igual ao

produto entre o tempo de vida da fluorescéncia na auséncia do supressor e a
constante bimolecular, tem-se:
k, = quO
e, conseqientemente:
IO

N2 =1+k [0O]
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Na supresséo dinamica com decaimento monoexponencial de 7, tem-se que a
taxa r,/r também é igual a 1+k_ [Q], onde 7 é o tempo de vida na presenca do

supressor. Dessa forma,

Esta equagdo mostra uma importante caracteristica da supressdo dinamica,
que é a equivaléncia entre a reducao na intensidade de fluorescéncia e o tempo de
vida.

Os dados de supressao sao freqlentemente apresentados em um grafico de

1,/1 versus [Q], onde espera-se uma dependéncia linear para a concentragéo do
supressor. O gréafico de 1,/1 versus [Q] é interceptado em 1 no eixo y e o coeficiente
angular da curva é k. O grafico linear de Stern-Volmer é indicativo que o fluoréforo

esta acessivel ao supressor no meio onde esta ocorrendo a reagao.

A constante dinamica ou da taxa de supressdo bimolecular (k) € um

parametro util que reflete a eficiéncia de supressédo ou acessibilidade do fluoréforo ao
supressor e pode fornecer informacdes sobre a difusdo da fase sensora sobre o

suporte. Essa constante € o produto entre a eficiéncia quantica (y) e um fator de
difuséo colisional bimolecular (&),

k, =7k
e o valor de k pode ser calculado teoricamente a partir da equagcao de Smoluchowski,

k = 47zDR;N'™

onde R, € a soma dos raios moleculares do supressor e do fluoréforo, D o

coeficiente de difusdo do supressor e fluoréforo e N'

€ 0 numero de Avogadro
dividido por 1000 (usado para fornecer um correto valor em termos de concentragao
molar). O coeficiente de difusdo (D) é calculado a partir da equagao de Stockes-
Einstein:

k, T

D=
6r rn
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onde k, é a constante de Boltzmann, T é a temperatura absoluta, r s&o os raios
atdbmicos das espécies e n € a viscosidade do solvente. Na supressao dinamica €&
esperado que k, varie de acordo com a 7'/7, no entanto desvios da lei de Stockes

podem ser observado.

b) Supressao estatica da fluorescéncia

As supressodes de fluorescéncia podem ocorrer como resultado da formacao de
um complexo nao fluorescente entre a molécula fluorescente e o supressor. Quando
este complexo absorve luz ele imediatamente retorna ao estado fundamental mais

baixo sem emissao de féton.

1.1.3. Reflectancia

Nesta classe de sensores o fendbmeno que acontece na fase sensora é a
reflexdo da luz incidente, que pode apresentar-se de dois processos diferentes, a

reflexdo especular e a reflectancia difusa.

1.1.3.1. Reflexao especular

Ocorre na interface de um meio onde ha transmissao, tal como acontece num
espelho. Este tipo de reflexdo para optodos €, em geral, considerado interferéncia,
podendo ser eliminado ou minimizado através de uma escolha adequada dos

componentes da fase sensora e/ou do arranjo éptico usado.
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1.1.3.2. Reflectancia difusa

Ocorre quando a radiacdo penetra na fase sensora e, subsequentemente,
reaparece na superficie dela, como resultado de uma absor¢do parcial e do
espalhamento multiplo dentro da fase sensora. Este fendmeno é aproveitado nos
optodos para o monitoramento de algum analito, sendo que a reflectancia difusa
dependera da composicao da fase sensora.

Alguns modelos para a reflectancia difusa tém sido propostos. O modelo mais
usado para interpretar quantitativamente os dados de reflectancia difusa é o de
Kubelka-Munk. A fungéao de Kubelka-Munk é definida como:

F,= % =KC

onde R é a reflectancia difusa, C € a concentragcdo e K € uma constante que envolve
os coeficientes da absortividade e de espalhamento. Assim, a intensidade de
reflectancia difusa pode ser relacionada a concentracdao do analito na solucao
testada.

Para calcular F, € necessério que sejam obtidos valores absolutos de

reflectancia difusa. Para a obtencao destes valores € preciso comparar os resultados
das medidas experimentais com os padroes de reflectancia difusa como, por
exemplo, o sulfato de bario. Nas condigdes em que os optodos sdo usados, esta
comparagao nao € facil e pode ndo ser viavel. Por esta razédo, a curva analitica para
um optodo que funciona com base em medidas de reflectancia, em geral, € expressa
em termos de reflectancia normalizada ou por outras maneiras:
Ri — Rmin
Rmax _Rmin

N

onde R, é a reflectancia difusa normalizada, R, é a reflectancia da i-ésima medida,

R__ 0 valor maximo de reflectancia encontrado num conjunto de medidas € R

max

(o]

min

valor minimo de reflectancia encontrado no mesmo conjunto de medidas.
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1.2. Composicao dos optodos

1.2.1. Fase sensora

A fase sensora é o constituinte mais importante nos optodos, porque € onde o
reagente sensivel ao analito estd imobilizado, para produzir o sinal éptico. Diversos
métodos para imobilizacdo do reagente sdo empregados, tais como métodos fisicos
(oclusdo, adsorcdo e atracao eletrostatica) e quimicos (ligagao covalente entre o
reagente imobilizado e o material que constitui o suporte). A imobilizagao covalente
do reagente é considerada eficiente, pois evita a perda por lixiviagdo. Essas
membranas fornecem optodos com tempos de resposta curtos, vida Gtil longa e
grande estabilidade®.

Comumente, os reagentes sensiveis a um dado analito tém sido imobilizados
com a finalidade de fixa-los nos arranjos de fibras épticas usados no desenvolvimento

dos optodos .

1.2.2. Instrumentacao

O tipo de instrumentacdo a ser empregada em um optodo depende das
caracteristicas e aplicagdo do sensor. Geralmente, o conjunto completo de
componentes envolve uma fonte de radiacdo eletromagnética, uma ou mais fibras
Opticas para guiar a luz, um transdutor que produz um sinal em fungdo da
concentracdo da espécie quimica de interesse, uma unidade de processamento de
sinal e de aquisicdo de dados. Variantes desse conjunto podem ser encontradas de

acordo com a aplicacdo™.

10
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1.3. Tipos de amostras em estudo

1.3.1. A agua

A 4gua é uma substancia fundamental a vida. Seus multiplos usos s&o
indispensaveis a um extenso numero de atividades humanas, onde se destacam,
entre outros, o abastecimento publico e industrial, a irrigagdo agricola, a producao de
energia elétrica e as atividades de lazer e recreacdo, bem como a preservacao da
vida aquatica. Como a agua constitui um bem essencial para a sobrevivéncia de
todos os organismos, deve ser mantida em condicbes adequadas. Para isso, 0
controle e fiscalizagdo das fontes de polui¢cdo, impedindo o langamento de efluentes
que possam comprometer a qualidade das aguas de rios, lagos e represas, e também
do mar, torna-se indispensavel'’.

A crescente expansao demografica e industrial observada nas ultimas décadas
trouxe como conseqiéncia 0 comprometimento das aguas dos rios, lagos e
reservatorios. A falta de recursos financeiros nos paises em desenvolvimento tem
agravado esse problema, pela impossibilidade da aplicacdo de medidas corretivas
para reverter a situacdo. Uma adequada provisdo de oxigénio dissolvido é essencial
para a manutencao de processos de autodepuracao em sistemas aquaticos naturais e
estacdes de tratamento de esgotos'®.

As disponibilidades de agua doce sao limitadas pelo alto custo da sua
obtencdo nas formas menos convencionais, como € 0 caso da agua de mar e das
aguas subterraneas. Deve ser, portanto, da maior prioridade, a preservacao, o
controle e a utilizagdo racional das aguas doces superficiais'®.

A poluicdo das aguas é gerada por: (i) efluentes domésticos (poluentes
organicos biodegradaveis, nutrientes e bactérias); (i) efluentes industriais (poluentes
organicos e inorganicos, dependendo da atividade industrial) e (ii) carga difusa
urbana e agricola (poluentes advindos da drenagem destas areas: fertilizantes,
defensivos agricolas, fezes de animais e material em suspenséo) '°.

Dessa forma, pode se observar a importancia de realizar o0 monitoramento das

aguas de mananciais a fim de: (/) avaliar a qualidade das aguas interiores dos rios e

11
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reservatorios da area em estudo; (i) propiciar o levantamento das areas prioritarias
para o controle da poluicdo das aguas; (i) subsidiar o diagndstico e controle da
qualidade das aguas doces utilizadas para o abastecimento publico, verificando se as
caracteristicas da agua sdao compativeis com o tratamento existente, bem como para
outros usos; (iv) dar subsidio técnico para a implantagcdo da cobranca pelo uso da
agua em niveis Estadual e Federal e (v) identificar trechos de rios onde a qualidade
d’agua possa estar mais degradada, possibilitando a¢des preventivas e corretivas dos
6rgdos competentes.

A partir da revisao da resolucao CONAMA n® 20/86 surge a resolucao n? 357 de
18 de marco de 2005, onde, dentre uma série de reformulagcdes, constam as
condicdes e padroes de emissdao e qualidade de agua. Dentre outros fatores
regulamentados, a concentragcdo de O, em corpos aquaticos deve seguir 0os niveis

mostrados na Tabela 1'":

Tabela 1: Niveis aceitaveis de oxigénio dissolvido em aguas doces, salobras e salinas
em todo o Territério Nacional estipulados pelo CONAMA, por meio da resolucao
n2357 de 18 de marco de 2005

Agua doce Agua salobra Agua salina
(mg L Oy)
I 6 6 5
Il 5 5 4
Classe
1 4 4 3
vV 2 - -

Esse é um dos parametros mais importantes para exame da qualidade da
agua, pois os niveis de oxigénio dissolvidos tém papel determinante na capacidade
de um corpo d'dgua natural manter a vida aquética. Uma adequada provisdo de
oxigénio dissolvido é essencial para a manutencao dos processos naturais de auto-

depuracdo em sistemas aquaticos e estacdes de tratamento de esgotos. Atraves de

12
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medicao do teor de oxigénio dissolvido, podem ser avaliados os efeitos dos residuos
oxidaveis sobre as aguas receptoras e sobre a eficiéncia do tratamento dos esgotos,
durante o processo de oxidacao bioquimica.

1.3.2.0 ar

A poluicao do ar tem sido um tema extensivamente pesquisado nas ultimas
décadas e caracteriza-se como um fator de grande importancia na busca da
preservacdo do meio ambiente e na implementagdo de um desenvolvimento
sustentavel, pois seus efeitos afetam de diversas formas a saude humana, os
ecossistemas e 0s materiais.

A variedade de substancias que podem estar presentes na atmosfera € muito
grande. No entanto, com relagdo a sua origem, os poluentes podem ser classificados
em: (/) poluentes primdrios: aqueles emitidos diretamente pelas fontes de emisséo e
(/) poluentes secundarios: aqueles formados na atmosfera através da reagcédo quimica
entre poluentes primarios e/ou constituintes naturais na atmosfera'?.

Os principais objetivos do monitoramento da qualidade do ar sao: (i) fornecer
dados para ativar agdes de controle durante periodos de estagnacao atmosférica,
quando os niveis de poluentes na atmosfera possam representar risco a saude
publica; (i) avaliar a qualidade do ar a luz de limites estabelecidos para proteger a
saude e o bem estar das pessoas; (ii) obter informagées que possam indicar os
impactos sobre a fauna, flora e o meio ambiente em geral; (iv) acompanhar as
tendéncias e mudangas na qualidade do ar devidas a alteragcdes nas emissdes dos
poluentes, e assim auxiliar no planejamento de acbes de controle; (v) informar a
populacdo, 6rgaos publicos e sociedade em geral 0s niveis presentes da
contaminagdo do ar'2.

Um padrdo de qualidade do ar (PQAR) define legalmente o limite maximo para
a concentracao de um componente atmosférico que garanta a protecao da saude e
do bem estar das pessoas. O Conselho Nacional do Meio Ambiente, por meio da
Resolucdo CONAMA n.?2 03 de 28 de junho de 1990, estabeleceu os padroes

13
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nacionais de qualidade do ar e os respectivos métodos de referéncia. Sao
estabelecidos dois tipos de padrées de qualidade do ar: (i) sdo padrdes primarios de
qualidade do ar as concentragdes de poluentes que, ultrapassadas, poderédo afetar a
saude da populacdo e (i) sdo padrdes secundarios de qualidade do ar as
concentracdes de poluentes atmosféricos abaixo das quais se prevé o minimo efeito
adverso sobre o bem estar da populagédo, assim como o minimo dano a fauna e a
flora, aos materiais e a0 meio ambiente em geral'®.

A determinacao sistematica da qualidade do ar deve ser, por questdes de
ordem pratica, limitada a um restrito numero de poluentes, definidos em fungéao de
sua importancia e dos recursos materiais € humanos disponiveis. De uma forma
geral, a escolha recai sempre sobre um grupo de poluentes que servem como
indicadores de qualidade do ar, consagrados universalmente: dioxido de enxofre
(SO2), material particulado (MP), mondxido de carbono (CO), ozdnio (Os) e didxido de
nitrogénio (NOz). A razdo da escolha desses parédmetros como indicadores de
qualidade do ar esta ligada a sua maior freqiéncia de ocorréncia e aos efeitos
adversos que causam ao meio ambiente. Os padrdes nacionais de qualidade do ar
fixados na Resolucdo CONAMA n.? 03 de 28 de junho de 1990 sdo apresentados na
Tabela 2'%13,

Dentre as espécies acima mencionadas, o SO; ocupa lugar de destaque. E um
gas incolor, com forte odor em elevadas concentragbes. Pode ser transformado a
SO;, que na presenca de vapor de agua, passa rapidamente a H»SOs. E um
importante precursor dos sulfatos, um dos principais componentes das particulas

inalaveis'.
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Tabela 2. Padrées nacionais de qualidade do ar (Resolucao CONAMA n® 03 de 28 de
junho de 1990)

Padrao Padréao
Tempo de L L
Poluente P primario® secundario  Mgtodo de medicdo
amostragem 5 5
(ng m~) (ng m~)
Diéxido de 24 horas' 365 100
Pararosanilina
enxofre MAA? 80 40
Di6xido de 1 hora’ 320 190
, , Quimiluminescéncia
nitrogénio MAA? 100 100
1 hora' 40.000 40.000
Monédxido de 35 ppmy 35 ppmy Infravermelho
carbono 8 horas' 10.000 10.000 ndo dispersivo
9 ppm, 9 ppm,
Ozbnio 1 hora 160 160 Quimiluminescéncia

1. Nao deve ser excedido mais que uma vez ao ano.
2. Média aritmética anual.
3.1 ppb, =2,62 g m2 SOz e 1 ug m* SO, = 0,38 ppb,

Em escala global, a maior parte do SO, é produzida por vulcbes e pela
oxidacdao de gases sulfurados produzidos pela decomposicdo de plantas. Também
pode estar presente na composicdo mineral e na estrutura complexa do carvao
mineral. Mas, principalmente, esta presente no petréleo cru. A industria do petréleo

emite dioxido de enxofre no ar diretamente como SO,'.
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Esse gas é tido como poluente primario acidificante, pois contribui para
fendbmenos como chuvas acidas, levando a acidificacdo dos meios naturais e/ou
corrosao de materiais metalicos. O ar poluido com esse géas leva a um desconforto na
respiracdo, doencas respiratérias e agravamento de doencas respiratérias e
cardiovasculares ja existentes. Pessoas com asma, doengas crénicas de coragéo e
pulm&o sdo mais sensiveis ao SO'*.

A resolucgo CONAMA n®03/90 também estabelece padrdes de qualidade e
critérios para episédios agudos de poluicdo do ar. Para o SO, sao atingidos os niveis
de atencao, alerta e emergéncia quando a concentracao durante 24 horas atinge 800,
1600 e 2100 pg m™, respectivamente.

De acordo com a legislacdo vigente (Tabela 1) o método padrdao para a
determinacao de SO, no ar tem como base o reagente pararosanilina. O diéxido de
enxofre é absorvido do ar em uma solugao de tetracloromercurato de potéassio (TCM),
formando-se o complexo dicloro-sulfitomercurato, o qual resiste a oxidagcao por
oxigénio do ar. Uma vez formado, este complexo € estavel a oxidante forte (0zdnio,
oxidos de nitrogénio). O complexo reage com pararosanilina e formaldeido para
formar o &cido pararosanilina metil-sulfénico, intensamente colorido. A absorbancia
dessa solugcao é medida espectrofotometricamente. Concentragcées de SO, na faixa
de 9,5-400,8 ppb, podem ser medidas. Observa-se que o limite inferior de deteccao
de SO, em 10 ml de TCM & 0,75 pg, representando uma concentragdo de 25 pg m™
de SO, numa amostra de 30 litros de ar. Apds a coleta da amostra, a solugao é
relativamente estavel. Quando submetida a uma temperatura de 22°C, ocorre uma
perda de SO, de 1% ao dia. Observa-se que o0 volume de ar a ser coletado é muito
elevado, o que leva a um grande tempo de amostragem, no caso de amostrador

passivo, ou do uso de um borbulhador de gas.
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1.3.3. Os alimentos

Os aditivos alimentares tém sido usados por séculos. Nossos ancestrais
usaram sal para preservar carnes e peixes; adicionaram ervas e temperos para
melhorar o sabor dos alimentos; preservaram frutas com agucares e conservaram
pepinos e outros vegetais com vinagre. Entretanto, com o advento da vida moderna,
mais aditivos tém sido empregados a cada ano. Estes sdo usados para preservar 0s
alimentos, melhorar o seu aspecto visual, seu sabor e odor, e estabilizar sua
composicao. Além disso, sdo empregados para aumentar o valor nutricional e evitar a
sua decomposicdo ou oxidacdo com o passar do tempo. O numero de aditivos
atualmente empregado é enorme, mas todos eles sofrem uma regulamentagao
federal no seu uso, sendo que alguns sédo permitidos somente em certas quantidades.

De acordo com o Decreto n® 55.871, de 26 de margco de 1965 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitdria - ANVISA, “Considera-se aditivo para alimento a
substancia intencionalmente adicionada ao mesmo com a finalidade de conservar,
intensificar ou modificar suas propriedades, desde que ndo prejudique seu valor
nutritivo”. Nesse decreto s&o classificados 11 diferentes classes de aditivos de acordo
com a sua funcao. Dentre esses tipos, encontra-se o aditivo conservante, que € “toda
substancia que impede ou retarda a alteracdo dos alimentos provocada por
microorganismos ou enzimas”'®.

Os conservantes se dividem em dois grandes grupos: os antioxidantes, que
previnem a deterioracdo dos alimentos por mecanismos oxidativos e o0s
antimicrobiais, que impedem o crescimento de microorganismos como fungos e
bactérias. Juntamente com outras técnicas, tal como embalagens hermeticamente
fechadas e refrigeracdo, varias substancias quimicas sao utilizadas como agentes
antimicrobiais. O cloreto de sédio é provavelmente o mais antigo destes agentes.
Acidos organicos, tais como o acético, benzéico, propandico e o acido sérbico, sdo
usados como antimicrobiais em alimentos com pH baixo. Nitratos e nitritos sao
usados para inibir o crescimento da bactéria Clostridium botulinum em alimentos que

contém carne crua, tais como a linguica, o presunto, o bacon e o salame. Diéxido de
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enxofre e sulfitos sdo usados para controlar o crescimento de microorganismos em
frutas secas, sucos e vinhos.

O Ministério da Saude, por meio da ANVISA, regulamenta e limita o uso de
aditivos a alimentos especificos na menor quantidade possivel, para alcancar o efeito
desejado, evitando assim, qualquer tipo de problema de saude. Para que um aditivo
seja liberado para emprego em produtos industrializados, pesquisas sdo realizadas
com o objetivo de avaliar possiveis efeitos tdxicos, sendo que sua utilizagcdo é
proibida quando ha evidéncias ou suspeitas de que o aditivo ndo é seguro para o
consumo, quando interfere desfavoravelmente no valor nutritivo do alimento, quando
serve para encobrir falhas no processamento e na manipulagao do produto, ou ainda,
para encobrir alteracdes e adulteragcées da matéria-prima ou do produto ja elaborado,
enganando o consumidor.

No caso do diéxido de enxofre, de acordo com a Resolugdo ANVISA n? 4, de
24 de novembro de 1988, o teor maximo permitido em diferentes tipos de bebidas é
mostrado na Tabela 3'°.

Apesar do rigor da legislacdo, ndo ha como impedir que pessoas mais
sensiveis, possam desencadear alergia ou intolerancia aos aditivos alimentares.
Dessa forma, faz-se necessario monitorar e controlar os teores de aditivos em
alimentos a fim de evitar problemas de saude ocasionados pelo consumo de algum

produto que contenha niveis elevados de aditivos alimentares.
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Tabela 3. Concentragdo maxima equivalente e enxofre permitido em diferentes tipos
de bebidas (Resolugcdo ANVISA n? 4, de 24 de novembro de 1988'°)

Diéxido de enxofre’
Alimentos em que pode ser adicionado

(9/100 mL)
Refrigerantes 0,004
Sangria 0,035
Sucos de frutas 0,02
Vinagres 0,02
Vinhos 0,035
Vinhos compostos 0,025
Vinhos de frutas 0,035

1. Nas formas de metabissulfito de sédio, metabissulfito de potassio, metabissulfito de calcio, sulfito de
sédio, sulfito de potéssio, sulfito de calcio, bissulfito de sddio, bissulfito de potassio e bissulfito de

célcio.
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Capitulo 2

Objetivos Gerais

¢+ Construir um optodo para a determinacdo de didéxido de enxofre em ar com
base no complexo Pdx(dppm)2Cl, [(bisdifenilfosfinometano-dicloreto de paladio
(] imobilizado em matrizes de PVC [poli(cloreto de vinila)] plastificadas com o-
NPOE [o-nitrofeniloctiléter];

% Construir um optodo para a determinagao de S(IV) em amostras de vinho com
base no complexo Pdx(dppm)2Cl, imobilizado em matrizes de PVC
plastificadas com o-NPOE;

« Desenvolver um optodo para a determinagdo de oxigénio dissolvido em agua
com base no fluoréforo PtOEP [octaetilporfirinato de platina] imobilizado em
PDMS [poli(dimetilsiloxano)].

Essa tese é dividida em sete capitulos, sendo que os capitulos 3, 4 e 5 se
referem aos optodos para determinagcédo de SO, atmosférico, S(IV) livre e total em
amostras de vinho e O dissolvido em agua, respectivamente. Em cada um desses

capitulos serdo mencionados os objetivos especificos.
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Capitulo 3

Optodo para determinacao de SO, atmosférico

3.1. Introducao

Nos ultimos anos, diversos procedimentos tém sido desenvolvidos para quantificar
SO, em amostras gasosas, que sejam mais exatos, apresentem menores tempos de
resposta ou mesmo que possam ser aplicaveis para fins especificos'”?°. Em geral, para a
amostragem do gas séo usados filtros impregnados com uma substancia apropriada, pelo
uso de tubos ou cartuchos contendo absorvente sélido conveniente ou por meio de
borbulhadores contendo um liquido absorvente?®'.

Os mais largamente empregados sao o0s amostradores passivos. Aqui, a
amostragem é baseada na difusdo molecular do gas através de uma camada estatica de
ar, consistindo em um corpo cilindrico (geralmente polietileno) fechado no fundo. No
espaco de difusdao é acomodada uma fibra de celulose com solugcdo de reagente
apropriado, onde o gas é fixado®®?'. Ap6és um determinado periodo de exposicao, a fibra
de celulose é submetida a processos de extracdo do analito, que o S(IV) pode entao ser
determinado por diferentes métodos, tais como condutimetria®®>, ICP-OES#?*,

29-33 34-37

eletroquimica®?®, luminescéncia®®*® e, principalmente, por espectrofotometria
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Campos et al.*® realizaram o monitoramento de SO», NO; e O3 em &reas urbanas e
de influéncia industrial das cidades de Camacari e Salvador (estado da Bahia). Neste
trabalho, na determinacdo de SO, foram empregados amostradores passivos, separagao
das espécies por cromatografia ibnica e deteccdo por condutividade. As solucdes para
impregnacao dos filtros, reagdes quimicas e métodos analiticos utilizados sdo mostrados
na Tabela 4.

Tabela 4. Solugcdes empregadas para impregnacao dos filtros de amostradores passivos,
reacdes quimicas e métodos analiticos usados por Campos et af®

. Solugbes de 3 o . »
Gas _ y Reacéo quimica Método analitico
impregnagéo (mol L)

, SO, + COs% — SO3% + CO» Cromatografia
SOQ N&zCOs 1 ,0X1 0}

8032_ + 1720 > 8042_ ibnica
K1 5,0x107" + .
P ) ) Espectrofotometria
NO, KOH 2,0x10 NO2 + 1" > NOz + 21,
molecular UV/VIS
em metanol
NaNO, 1,5x10™" + .
y ) ) Cromatografia
O3 NaCOs3 2,0x107" + NO2 + O3 - NO3 + Oy .
ibnica

Glicerol 1,0x10™

Os amostradores ficaram expostos por duas semanas e a partir das analises em
laboratério foi possivel determinar em cada ponto da rede de amostragem a precisao dos
métodos empregados, definida como desvio padrao relativo para os amostradores
expostos simultaneamente: 3,4-13% na faixa de concentragdo de 2,0-3,6 ug m™ (que
correspondem a 0,76-1,37 ppb,) para SO, 2,1-9,83% na faixa de concentracao de 2,3-11
ug m™ para NO; e 3,3-15% na faixa de concentragdo de 19-27 pg m™ para Os.

Dentre os métodos que empregam a espectrofotometria encontram-se os sensores
quimicos de fibras opticas. Kuratli e Pretsch®® desenvolveram um optodo para a
determinacdao de SO, gasoso com base em membranas de PVC plastificadas com o-
nitrofeniloctil éter (0-NPOE) empregando cromoionéforos. Em geral, as membranas

preparadas responderam somente para SO, umido. No entanto, as membranas que
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continham alcool lipofiico ou PVC hidroxilado também responderam para SO, em
ambiente livre de umidade. Ganhos em sensibilidade e seletividade foram obtidos pela
incorporacao de um alcool lipofilico, mas houve um comprometimento no tempo de
resposta, que passou de 0,5 para 10-20 minutos. A repetibilidade foi avaliada apdés uma
série de medidas de absorbancia, fornecendo um desvio padrao relativo de 1,2%.

Em 1978, Benner et al.*® verificaram as caracteristicas do composto Pdz(dppm)zCla,
onde dppm = (CgHs)2PCH2P(CgHs)2 [(bisdifenilfosfinometano-dicloreto de paladio (1)].
Nesse trabalho foi estudada a possibilidade de insercao de moléculas de SO, em sua
estrutura visando formar o complexo organometalico Pda(u-SO2)(dppm)2Cl.. Observou-se
a formacéao de dois centros formados por atomos de paladio ligados ao SO, em forma de
ponte e também ligados ao grupo P(dppm). Em outro trabalho também foi verificado que a
interacao do diéxido de enxofre com o complexo de paladio é reversivel, e que apés a
reacdo surge uma banda em 511 nm*. A estrutura proposta no processo de insercédo do
SO, ao complexo organometalico é conforme mostrado na Figura 2.

Alguns trabalhos reiteram os resultados obtidos por Benner, sendo que em alguns

deles os autores demonstram mais detalhadamente os resultados obtidos*'*?

, mostrando
que o complexo organometdlico pode reagir reversivelmente também com isocianidas,

monoxido de carbono, cloreto de estanho e alguns dimeros.

& &
PhoP” “Ph,P PhoP” “Ph,P
‘ ‘ Cl ‘ ‘ cl
I -
Cl—Pd—Pd—Cl +8SO, Pa_ 0 pd
PhoP_ PhyP Ph2P_ O _Ph,P
C C
H> H2
(A) (B)

Figura 2. Estrutura esquematizada dos compostos (A): Pdo(dppm)Cl. e (B): Pda(u-

SO,)(dppm)2Clo. A estrutura (B) é resultante de insercao na ligacao metal-metal.
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Recentemente, Alves et al*® descreveram um sensor 6ptico para a determinagdo de
SO, gasoso com base no complexo [bisdifenilfosfinometano di-cloreto de paladio (1)]
imobilizado em uma matriz de PVC/o-NPOE com deteccao espectrofotométrica na regiao
do visivel. Diversas membranas foram preparadas e a que apresentou os melhores
resultados foi aquela preparada pela deposicdo manual de 20 uL da solucdo contendo
20% de PVC, 8% do complexo de paladio e 72% de o-NPOE. Quando armazenadas em
dessecador ao abrigo da luz, as membranas poderiam ser utilizadas por periodos de até
dois meses, com faixa linear de trabalho de 0-300 ppm,, limite de detecgao de 3,5 ppm, e
tempo de resposta de 2-3 minutos. Outro estudo® indicou que alterando-se a composicdo
da membrana pode ser detectado monoxido de carbono, que nao havia sido quantificado

por Alves et al®®

e indicou que poderia ser feita a determinacdo de CO e SO,
simultaneamente empregando ferramentas matematicas. No entanto, esses dois trabalhos

nao atingem limites de deteccéo e quantificacdo da ordem de ppb,.

3.2. Objetivos

Construir um optodo utilizando o complexo Pdx(dppm)2Cl. como reagente para o
monitoramento de didxido de enxofre em ar, que satisfaca os requisitos das normas
ambientais vigentes.

Caracterizar o optodo, realizando estudos acerca da composicao da fase sensora,
tempo de resposta, vida util, reversibilidade, sensibilidade e seletividade.

Avaliar o efeito da umidade relativa e de alguns gases interferentes (H.S, HCI e Cl,,
NHs, NO2, N2O e CO) na resposta para SO..

3.3. Experimental

3.3.1. Reagentes e solucoes utilizados

Os reagentes empregados durante todo o trabalho foram de pureza analitica. Na
preparacdo da fase sensora, foi usado como croméforo o complexo Pda(dppm)2Cly,

sintetizado por Gimenez**, bem como PVC de elevada massa molar (Aldrich) e o-NPOE
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(Aldrich). Foram empregados como solventes o diclorometano - CH.Cl, (Mallinckrodt
Chemicals) e tetrahidrofurano - THF (Merck).

Os gases, exceto o nitrogénio, foram obtidos com a empresa White Martins como
misturas padrao primario em N, puro. As concentracdes empregadas sao mostradas na
Tabela 5, onde também sao especificadas as solugbes absorvedoras apropriadas
localizadas ap6s a cela de medidas onde era borbulhado o gas de trabalho a fim de

minimizar/eliminar a liberacao do gas tdxico ao meio ambiente.

Tabela 5. Concentragdes dos gases e solugdes absorvedoras utilizadas neste trabalho

~ Solugao
Concentracao
Gas ( ) Absorvedora
my
PP (mol L)
SOz 500 ppm, NaOH - 1
CO 200000 ppmy KMnOs4 - 0,05
N20, NO>
1000 ppmy NaOH — 1
HCI, H.S
NH3 1000 ppmy H2SO4 - 1
Clz 1000 ppmy -
Ar sintético - -

Nitrogénio — utilizado na
linha de gases do -

IQ/Unicamp.

3.3.2. Imobilizacao do reagente

Dissolveu-se a quantidade necessaria do reagente em 50 uL de CHxCls.
Separadamente, foi dissolvida uma outra quantidade de PVC em 950 uL de THF. Apés os
sélidos estarem completamente dissolvidos, as solugcées foram misturadas e adicionou-se
a quantidade necesséria do plastificante o-NPOE. As massas relativas a cada um dos
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reagentes foi utilizada sempre empregando um massa final contendo 100 mg dos
componentes. Na Tabela 6 sdo apresentadas as composicdes de cada membrana
investigada.

Tabela 6. Composicoes das solugdes utilizadas na preparacdo das matrizes
PVC/plastificante (massa final sempre em 100 mg)

Membrana PVC (%) Pda(dppm)oClz (%)  0-NPOE (%)

1 24 2 74
2 20 4 76
3 20 8 72
4 16,8 14,4 68,8

3.3.3. Suportes
3.3.3.1. Vidro poroso Vycor®

O procedimento utilizado no tratamento das laminas de vidro poroso Vycor® foi
descrito por Gimenez**. As laminas empregadas foram previamente seccionadas em
cortadeira com disco diamantado até a dimenséao 1,0 x 1,0 x 0,5 cm, lixadas e polidas. O
procedimento de limpeza consistiu em manter as laminas em 20 mL de HCI (Synth) 2,0
mol L™ durante 30 minutos, lava-las com agua destilada e, em seguida, inseri-las em 20
mL de acetona (Aldrich) por mais 30 minutos e, entdo, secar ao ar. Uma vez secas, estas
laminas foram colocadas em mufla a 550 °C durante 72 horas, completando o processo de
limpeza.

A impregnacgao do croméforo nas Iaminas de vidro foi realizada por meio da imersao
destas, ap6s o tratamento, em solugdes 1,0 x 10°;1,0x 10% 7,5 x10* e 1,0 x 10° mol L™
do referido composto em CH2Cl, em frascos Schlenk, a temperatura ambiente, durante 16
horas. O excesso de solvente foi removido e as placas foram acondicionadas em

dessecador até o momento de serem utilizadas.
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Com o intuito de homogeneizar e aumentar o tamanho dos poros do Vycor®,
visando deixar o Pdy(dppm).Cl, mais disponibilizado, foi utilizado um procedimento
proposto por Chapman e Elmer®®. As placas foram imersas em NH4HF, 5% (m/v) durante
10 min e em HNO; 2 mol L™ durante 1h 40min com imersdo em H,O durante 15 min. As
placas foram secas em mufla e verificada a perda final de massa. Essa variacao ficou em
torno de 18% para cada processo de tratamento. Esse tratamento foi repetido trés vezes

consecutivas nas placas antes que o complexo fosse impregnado.

3.3.3.2. Poliéster e fita adesiva comercial

Foram preparadas fases sensoras utilizando como suporte filmes de poliéster (3M)
e fita crepe comercial (Adere). Duas formas de deposicdo foram empregadas: deposicao

manual e dip coating. Essas técnicas serdo descritas a seguir.

3.3.3.2.1. Manual

Essa técnica consiste em depositar a solugcdo em um determinado suporte com
auxilio de uma micropipeta. Adicionou-se 10 uL das solucbes sobre um filme de poliéster,
que atua somente como suporte. Apds a evaporacao do solvente e secagem por 24 horas,
as fases sensoras foram armazenadas em um dessecador e ao abrigo da luz até a
utilizagdo das mesmas. Com base nessa técnica, somente o filme de poliéster foi usado
como suporte.

Com o intuito de aumentar o caminho éptico, foram preparadas membranas com
deposicao de maiores volumes de solugédo. Para tanto, as matrizes foram preparadas por
meio da deposicdo manual de diferentes volumes (50, 100, 200, 300, 400 e 500 uL) de
solugdo em tubos de Teflon® com 5 mm de didmetro interno e 17 mm de altura, como
mostra a Figura 3. As membranas foram armazenadas em dessecador ao abrigo da luz e

apds total evaporagao dos solventes (~24 horas) as medidas podiam ser realizadas.
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mm

o
@ 17 mm
‘|—ho
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(A) (B) (C)

Figura 3. (A) Dimensdes do tubo de Teflon® empregado na fabricagdo das membranas,
(B) membrana ja preparada e retirada do tubo de Teflon® e (C) membrana preparada para

ser inserida na cela de medidas.

3.3.3.2.2. Dip coating

Para a preparacao de filmes homogéneos, utilizou-se a técnica de dip coating, que
consiste em introduzir o suporte em uma solugdo do reagente de interesse e retira-lo a
uma velocidade conhecida e controlada. As velocidades estudadas foram: 8, 16 e 20 cm
min”. Foram avaliadas membranas contendo 1, 4, 6 e 10 camadas do reagente. O
instrumento (Construmagq) utilizado pertence ao Laboratério de Quimica do Estado Sélido
(LQES) do I1Q/Unicamp.

Foram utilizados filmes de poliéster como suporte e também fita adesiva comercial
(Tapex da marca Adere®), colocada em uma das faces do poliéster a fim de depositar a

fase sensora em apenas um dos lados do suporte.
3.3.4. Misturador de gases

Para medidas de SO, atmosférico construiu-se um sistema para realizar a mistura
de forma eficiente, contendo quatro controladores massicos de fluxo e um médulo de

controle (Aalborg), sendo possivel obter diferentes concentragdes dos gases estudados
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(Figura 4). Um sistema de umidificadores foi acoplado ao controlador a fim de realizar
medidas na presenga de umidade relativa. Vazées de 500 e 1000 mL min” foram

utilizadas.
N, ou CONTROLADOR
2 O DE FLUXO (1)
ar sintético I v
UMIDIFICADORES A
Ar CONTROLADOR v
sintético —1 DE FLUXO (2)_ MEDIDOR DE
0-1000 mL min UMIDADE
CONTROLADOR v
SO2 mmp] DE FLUXO (3) >
0-100 mL min™ ry
\ 4
CONTROLADOR CELA
SOz ou DE FLUXO (4)
outros aases 0-10 mL min" v

DESCARTE

Figura 4. Sistema empregado para a obtencado de diferentes concentragcdes de SO, na

presenca de umidade relativa e de gases interferentes.

3.3.5. Cela de medidas

Para a determinacao de SO, foi empregada uma cela de medidas composta de
duas partes (Figura 5). Uma superior, na qual o feixe de fibras Opticas esta acoplado, e
uma inferior, onde a fase sensora € acomodada. A parte superior da cela de medidas
possui duas fendas nas laterais, que permitem que o gas entre em contato livremente com
a fase sensora. A parte inferior atua como um parafuso, podendo ser encaixada na parte
superior e ajustando a distancia entre a fase sensora e o feixe de fibras dpticas a fim de
maximizar o melhor sinal analitico.

O funcionamento do optodo é simples. Um feixe de fibras épticas guia a luz oriunda
de uma fonte de radiacdo até a fase sensora. Na presenca do analito ha uma modificacao
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do sinal, que é refletido e por meio de outro feixe de fibras Opticas é guiado até o detector.
Todas as medidas foram realizadas em reflectancia.

Para determinacao de SO, gasoso, o optodo foi inserido em um frasco de acrilico
com capacidade de 40 mL contendo a entrada e saida de gas (Figura 5). Foram inseridas
amostras com diferentes concentragées dos gases de estudo e umidade, mantendo vazao

final em 1000 mL min™ para a realizacdo das medidas.

Figura 5. Cela utilizada na determinacéo de SO, em ar, sendo (1) feixe bifurcado de fibras
oOpticas, (2) e (3) entrada e saida de gases, (4) e (5) partes superior e inferior da cela de

medidas e (6) frasco de acrilico.

3.3.6. Instrumentacao

Em todas as medidas realizadas foi empregado um feixe bifurcado de fibras 6pticas
(Ocean Optics), um espectrofotdmetro com arranjo linear de CCD (Ocean Optics
USB2000) e os sinais foram registrados na forma de espectros por meio do programa
computacional OOIBase32. Para as medidas de intensidade de reflectancia da fase
sensora exposta a diferentes concentracées de SO,, utilizou-se uma fonte Oriel com

lampada de tungsténio (50 W).
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3.3.7. Obtencao dos espectros

Os espectros de reflectancia obtidos para as amostras em diferentes concentragdes
de SO, em ar ndo foram avaliados na sua forma bruta. O branco para todas as medidas
realizadas foi o sinal obtido para 100% de reflectancia na presenca de N, gasoso. Para o
analito o sinal coletado era aquele obtido para 100% de reflectancia na concentracao
estudada. Foi calculada a diferenca entre as intensidades de reflectancia dos espectros
obtidos no branco e na presenca de diferentes concentragdes do analito.

3.4. Resultados e Discussao

3.4.1. Espectros de absorcao

Espectros de absorcdo na regido UV/VIS de uma solugdo 1,0 x 10 mol L™ de
Pd>Cl>(dppm)2. em CH.Cl, antes e depois da insercdo de 500 ppm, de SO, foram
avaliados e observou-se que apds o contato com o analito surge uma banda em torno de
510 nm (Figura 6), que se manifesta visualmente pela mudancga de coloracado da solucao
de alaranjado para violeta, conforme proposto em trabalhos anteriores. A reacédo de

insercao do SO, é mostrada a seguir:

Pd,(dppm),ClL, + SO, Pd,SO,(dppm),Cl,
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Figura 6. Espectros de absorbancia do Pd.Clx(dppm)2 na auséncia e presenca de 500

ppm, de SO..

Apoés este estudo preliminar em solucao, iniciou-se o0 processo de incorporagao do

reagente nos diferentes suportes anteriormente mencionados.

3.4.2. Imobilizacao do reagente Pd,(dppm).Cl,

Trabalhos anteriores**** mostraram que o PVC é um polimero adequado para a
construcdo de optodos para determinacdo de SO,. Da mesma forma, observou-se na
literatura que o plastificante 0-NPOE, por apresentar elevada polaridade, garante maior
seletividade e sensibilidade a um optodo empregado na determinacao de SOs,.

De acordo com os resultados obtidos para as membranas analisadas, a que
apresentou melhores resultados foi a membrana 2 (Tabela 6), contendo 4% de
Pdz(dppm)2Clz, 22% de PVC e 74% de o-NPOE. As matrizes com maior concentracao de
plastificante ndo apresentavam boas propriedades mecanicas, sendo de facil rompimento
e aquelas com menores quantidades do croméforo nao apresentavam resposta
significativa na presenga do analito. Dessa forma, a membrana 2 foi empregada no

desenvolvimento do optodo para a determinacao de SO, em ar.
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3.4.3. Suportes

3.4.3.1. Vidro poroso Vycor®

Com base em um trabalho desenvolvido por Gimenez*, onde foi evidenciado o
sucesso da insercdo do complexo organometalico Pdz(dppm)2Clz no vidro poroso Vycor® e
mostrado que as moléculas mantém sua reatividade quimica apés tal processo, foram
realizados testes para viabilizar a constru¢do de um optodo para determinacao de baixas
concentracdes de SO, em ar (ppby).

Com base nesses experimentos observou-se que praticamente ndo ha variagdo no
espectro na presenca do analito, e tais resultados sdao provavelmente decorrentes do
impedimento estérico que impede a reacdo entre 0 SO, e o croméforo € ndo somente
relativo ao tamanho de poro do Vycor®. As membranas também ndo se mostraram
efetivamente reversiveis, visto o complexo formado no interior dos poros do Vycor®
apresentar uma forte ligacao do SO, com os atomos de paladio, diferente da formacao do
complexo em solucdo, que, apesar de ser estavel, é fraca**. O procedimento empregado
por Gimenez*, onde se observa reversdo total da reacdo, foi obtido depois que as
membranas ficaram sob vacuo por um periodo médio de 5 horas. Esse ndo € um
procedimento recomendado na construgdo de um sensor Optico dessa natureza.

Também foram realizados experimentos com solucdes do complexo organometalico
em diclorometano nas concentracdes 1,0x10°, 1,0x10* e 7,5 x 10™* mol L. Da mesma
forma que os dados anteriormente relatados, ndo houve reversibilidade, tampouco sinal
significativo.

Mesmo empregando a técnica de abertura de poros do Vycor®para preparacdo dos
optodos nédo foi observado sinal significativo e a metodologia mostrou-se extremamente
onerosa. Dessa forma, buscou-se um outro meio para confeccdo dos optodos, alterando-
se a fase sensora para uma membrana de PVC tendo como suportes fita adesiva

comercial e filmes de poliéster. Os resultados serado discutidos a seguir.
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3.4.3.2. Filmes de poliéster e fita adesiva comercial

Inicialmente as fases sensoras foram preparadas utilizando-se a técnica dip coating
para a deposicao da membrana otimizada em filmes de poliéster. As membranas obtidas
apresentaram-se bastante homogéneas, porém a espessura ndo era a desejada para
realizar as medidas de reflectancia. Mesmos empregando a mais elevada velocidade do
equipamento (20 cm min') e um elevado nimero de camadas do reagente (10 camadas)
sobre o suporte os filmes preparados ainda eram muito finos e transparentes,
consequentemente ineficientes para as avaliacdes realizadas (Figura 7). Desta maneira,
esta técnica de deposicao foi descartada.

Na preparacado das membranas por dip coating, uma das faces do filme de poliéster
recebia uma protecdo com fita crepe comercial. Essa fita, que inicialmente foi empregada
apenas para manter intacta um dos lados do poliéster, foi testada como fase sensora. No
entanto, devido a superficie rugosa da fita, as membranas eram muito heterogéneas e
muitas vezes nao reagia com o analito. Dessa forma as membranas preparadas pela

deposicao em fita crepe comercial foram descartadas.
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Figura 7. Espectro N»>-SO, obtido a partir de uma fase sensora preparada por meio da
técnica dip coating com 10 deposicdes da solugao a 20 cm min” submetida a 500 ppm, de
SOs..
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Também foi empregada a deposicdo manual de 10 uL da solugdo em filmes de
poliéster com o auxilio de uma micropipeta. Este procedimento forneceu membranas com
maior espessura, no entanto o fator comprometido neste caso € a homogeneidade do
filme formado. Na Figura 8 sdo apresentados resultados obtidos a partir de uma
membrana visualmente homogénea e pode-se observar que a distribuicdo das curvas é
satisfatoria e ha variagado na intensidade de reflectancia no comprimento de onda 550 nm,

para uma concentracao de 500 ppm, de SOs,.
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Figura 8. Espectro N>-SO. obtido a partir de uma membrana homogénea preparada por
meio da deposicdo manual de 10 uL de solugdo em filmes de poliéster submetida a 500

ppm, de SO,.

Por outro lado, quando a membrana obtida é heterogénea, nao se obtém resultados
satisfatérios e os espectros obtidos ndo sao coerentes e muitas vezes nem mesmo ha

indicacao de reacdo, conforme mostrado na Figura 9.
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Figura 9. Espectro N»>-SO, obtido a partir de uma membrana heterogénea preparada por
meio da deposicdo manual de 10 uL de solucdo em filmes de poliéster submetido a 500

ppm, de SO..

Uma razdo plausivel para que esta variagdo na homogeneidade ocorra é a
atmosfera do laboratério, que podia ser alterada de acordo com os trabalhos realizados.
Apesar de se tentar controlar a atmosfera de trabalho com o uso de capela somente para
preparagcdo de membranas, observou-se que ocasionalmente os filmes de poliéster
preparados ndo apresentavam o0 mesmo desempenho. Supde-se também que a
heterogeneidade pode ser devida as impurezas presentes na superficie do filme de
poliéster que ndo sao retiradas mesmo com a limpeza com etanol, devido a solugao da
fase sensora apresentar diferentes taxas de evaporacdo para a formacao de filmes e
também porque a deposicao da solugdo com o uso da micropipeta pode ser realizada de
diferentes maneiras.

Os filmes homogéneos ocupam uma area circular que preenche todo o espaco na
extremidade do parafuso. O mesmo ndo ocorre com as membranas heterogéneas, pois é
observada a formacdo de granulos, de maior concentracao de material nas bordas e os
resultados obtidos séo insatisfatorios.
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Comparando com os resultados obtidos por dip coating observa-se que o
desempenho das membranas pela deposicdo manual é superior, apresentando variagcoes
de intensidade melhores. Dessa forma, as fases sensoras que apresentaram filmes
heterogéneos foram descartadas e utilizadas somente aquelas com filmes homogéneos.

Com o intuito de aumentar o caminho éptico, maior quantidade de solugéo foi
depositada sobre suporte de poliéster. Dessa forma, empregou-se a deposicdo manual de
solugdo (50, 100, 150, 200, 300, 400 ou 500 uL) em tubos de Teflon® com 5 mm de
diametro interno e 17 mm de altura. Observou-se que as membranas de 50-200 pL
ficaram translucidas, no entanto as de 50 e 100 uL apresentavam facil rompimento devido
a sua pequena espessura (~0,06-0,12 um). Aquelas preparadas com volume inicial de
300, 400 e 500 puL ficaram opacas e apresentaram separacao de fases.

A Figura 10 mostra os espectros obtidos apds submeter as membranas preparadas
a partir de diferentes volumes de solugdo a uma atmosfera de 50 ppm, de SO,. Observa-
se que as membranas de 50 até 100 uL apresentam um ganho de sinal analitico da ordem
de aproximadamente 50%, e para membranas contendo 150 e 200 uL, o aumento foi
cerca de 20% do sinal. As membranas preparadas pela deposicao de 200 ulL, quando
submetidas a concentracdes de 50 ppm,, apresentaram maior variacao de intensidade do
sinal analitico (230 u.a.). Essas membranas apresentaram maior homogeneidade e nao
houve formacao de granulos na parte inferior da fase sensora, tampouco bordas. Essas
membranas preparadas pela deposicao de 200 uL de solugcdo apresentaram espessura
média de 500 um.

As membranas preparadas pela deposicao de 300, 400 e 500 ulL de solugao
apresentaram granulos na parte inferior da membrana. Apds a evaporacado do solvente,
essas membranas ficaram totalmente opacas, impedindo a reflexao total da luz incidente.
Esse fator gerou um comprometimento no seu desempenho e esse fator limitante pode ser
observado pela intensidade do sinal obtida para essas membranas, muito menor que para
as membranas contendo 50-200 pL de solugcéo. Dessa forma, conclui-se que os sinais de
reflectancia obtidos para essas membranas foram baixos (~30 u.a.) e isso se deve ao fato
que as membranas eram opacas € nao permitiam a passagem da luz. Por esse motivos,

essas membranas foram descartadas.
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Figura 10. Espectro N»-SO, obtido a partir de membranas preparadas pela deposicao de

diferentes volumes de solucéo em recipiente de Teflon® submetidas a 500 ppm, de SO5.

Dessa forma, as membranas empregadas nesse trabalho foram aquelas
preparadas pela deposicdo manual de 200 uL de solugdo, visto apresentar a maior

variagao de intensidade de reflectancia em 550 nm e ndo apresentar separacao de fases.

3.4.4. Estudo da vazao na mistura de gases

Foram realizados testes utilizando vazdes finais dos gases iguais a 500 e 1000 mL
min”. Os resultados obtidos para a menor vazdo foram bastante semelhantes aqueles
obtidos para 1000 mL min™', mas com tempo de resposta maior. Dessa forma, a vazdo
final empregada neste trabalho foi de 1000 mL min™ e para concentragdes que exigiam
vazdes muito diferentes dos gases de trabalho, optou-se por empregar os controladores
de menores vazdes (10 e 100 mL min™), para evitar o contra fluxo de gases e,

conseqlientemente, erro nas concentragdes dos mesmos.
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3.4.5. Avaliacao do sensor

Sao diversas as figuras de mérito que devem ser obtidas para o sensor em
desenvolvimento. A seguir, serdo apresentadas aquelas que foram avaliadas neste
trabalho.

3.4.5.1. Condicionamento da membrana

Observou-se que ao realizar estudos em membranas novas, era necessario repetir
exaustivamente medidas com uma mesma concentragdo até que o sinal tornasse estavel,
pois havia gradativo aumento de sinal analitico. Dessa forma, realizou-se um experimento
no qual uma membrana nova foi submetida a sucessivos ciclos de 10 minutos de SO, 500
ppm, e subseqiiente ciclo de 10 minutos de N2, em vazdo de 1000 mL min™". Observou-se
que ha ganho no sinal analitico, sendo necessarios cerca de 10 ciclos até que a
membrana tenha seu sinal estabilizado (Figura 12). Dessa forma, todas as membranas
utilizadas para determinacao de SO, passaram por uma etapa de condicionamento antes
que quaisquer medidas fossem realizadas.

Provavelmente existem sitios inativos que precisam ser disponibilizados com
sucessivas inser¢cées do gas de trabalho. Ao iniciar esse estudo, a fase sensora passou
por um fluxo de 30 minutos em N2 sob vaz&o controlada e, mesmo assim, observou-se
uma pequena intensidade de sinal na primeira medida (~5,5% do valor obtido no
equilibrio), o que indica que € necessario inserir 0 analito para condicionar a membrana.
Apoés atingido o equilibrio (102 medida), os valores dos sinais para a concentracao 500
ppm, de SO, sao de aproximadamente 650 u.a., com desvio em torno da média de 2,6%
(valores obtidos com as medidas de 10-20 (Figura 11). Observa-se que a repetibilidade é

satisfatéria e que essa membrana pode ser utilizada para medidas de SOs..
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Figura 11. Membrana nova submetida a 25 ciclos de N, e 500 ppm, de SO, em vazao
1000 mL min™". Medidas realizadas em 550 nm.

3.4.5.2. Tempo de resposta

Empregando gréficos de reflectancia em fungdo do tempo pode-se determinar o
tempo de resposta do sensor. Essa figura de mérito é definida como sendo o tempo
necessario para que ocorra a mudanca do sinal analitico. Um tempo de resposta igual a
100% é definido como o tempo requerido para alcancar um estado estacionario. E comum
expressar o tempo em resposta em termos de 90% do sinal total, conhecido como tgge. O
tempo de resposta é um parametro que depende de diversos fatores como temperatura,
quantidade de reagente imobilizado, espessura da membrana, concentragdo do analito,
entre outros. Uma curva de resposta x tempo obtida para o sensor construido é

apresentada na Figura 12.
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Figura 12. Curva de intensidade de reflectancia em funcdo do tempo a 550 nm com

insercdes alternada de N> e SO, 20 ppm,.

As setas indicam o inicio da inser¢édo de SO; na parte superior da curva e N2 na
parte inferior. A parte inferior (diminuicdo da intensidade de reflectancia) indica o sinal
obtido em 20 ppm, de SO,. Com base no tempo de resposta tgo+, Observa-se que sao
necessarios cerca de (6,0 + 0,1) minutos para inserir no analito e aproximadamente (6,2 +
0,5) minutos para reverter o sinal. Comparando com Alves*, o tempo de resposta
aumenta cerca de duas vezes. No entanto vale salientar que a espessura da membrana &
muito maior e provavelmente esse € o fator que preponderante no tempo de resposta. Ha
mais reagente presente e o analito necessita de mais tempo para permear até o centro da
membrana. A espessura média da membrana é de 0,22 mm quando depositados 200 pL
de solugéo e para membranas preparadas pela deposicao de 10 uL a espessura é de 0,01
mm, sendo que essas membranas de menor espessura garantem maior freqiéncia

analitica.

3.4.5.3. Faixa linear de resposta e limite de deteccao

Para verificar a faixa linear de resposta da fase sensora foi construida uma curva de

calibracdo de 0-50 ppm, de SO» empregando os controladores de 100 e 1000 mL min™,
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com o intuito de ndao haver problemas com as concentragdes dos gases. A regressao
linear obtida para esta curva foi:

DIR = (0,08 + 0,26) + (5,42 + 0,07) [SO], * = 0,99993

onde DIR ¢ a diferenca na intensidade de reflectancia e [SO] € a concentracao de didxido
de enxofre em ppm,.

O limite de deteccdo de um método pode ser descrito como a concentragdo que
resulta em um sinal analitico significativamente diferente do sinal obtido para o branco.
Existem diversas maneiras de calcular o limite de detec¢cdo, uma delas sugere que este
célculo seja realizado a partir da regressao linear, utilizando-se o desvio padrdo (s) do
modelo como sendo o do branco e o coeficiente angular (S) da curva. A partir das
regressdes obtidas para a construgcdo da curva apresentada, utilizou-se o desvio padrao
(s) obtido e o coeficiente angular (S), relacionando-os da seguinte maneira:

LD = 3 (s/S)

LQ =10 (s/S)
com o uso destas relagdes, determinou-se o limites de detecgéo (LD) e quantificagcao (LQ)
para o sensor desenvolvido.

O limite de deteccao obtido foi de 0,39 ppm, e de quantificacdo foi de 1,12 ppm,,
sendo que Alves*® obteve um limite de deteccdo de 3,5 ppm,. Para todas as medidas
realizadas nessa curva analitica, o desvio em torno da média variou de aproximadamente
2% do valor medido. No entanto, esses resultados ainda nao atingem os niveis de
concentracdo exigidos pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente, que é da ordem de
ppby. Dessa forma, novas curvas de calibragdo foram construidas, em concentra¢des que
variaram de 0-5 ppm, e utilizando controladores massico de fluxo de 10 e 1000 mL min™
(Figura 13).

Para este intervalo de concentracao (0-5ppm,), observa-se que ha pequena
dispersao das repeticdes, sendo obtida uma faixa linear de:

DIR = (0,04 + 0,20) + (10,3 = 0,2) [SO3], 1* = 0,9998
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onde DIR ¢ a diferenca na intensidade de reflectancia e [SO] é a concentracao de didxido

de enxofre em ppm,.
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Figura 13. Curva analitica obtida em cela de reflectancia e medida em 550 nm em um

intervalo de 0-5 ppm, de diéxido de enxofre.

Para esta curva, o limite de detecgdo obtido foi de 0,13 ppm,, e o limite de
quantificacdo foi 0,35 ppm,, mostrando que a membrana pode ser empregada no
monitoramento de SO, na qualidade do ar atmosférico, pois atinge os niveis de
concentracao exigidos pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente (que regulamenta que a
qualidade do ar atinge o nivel de alerta quando a concentragcao atinge o nivel de 0,6 ppm,.

Determinadas todas essas figuras de mérito, pode-se dizer que a caracterizagao da
fase sensora foi realizada com sucesso. Desta forma, para a conclusédo deste trabalho, é
necessario avaliar o tempo de vida da fase sensora e o efeito de alguns gases que podem

interferir na resposta para o diéxido de enxofre.
3.4.5.4. Tempo de vida da fase sensora
Membranas novas preparadas pela deposicdo de 200 uL de solucdo em tubos de

Teflon® podem ser armazenadas ao abrigo de luz em dessecador por até 2 meses,

obtendo-se um desempenho satisfatorio com o uso. Verificou-se também que a mesma
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membrana pode ser empregada por aproximadamente 250 medidas sem haver perda
significativa de sinal analitico. A partir dai observa-se a gradativa diminuicdo do sinal
devido a fotodegradacao (Figura 14).

Segundo a literatura*®, o complexo organometélico quando sélido é estavel por
longos periodos. No entanto, em solu¢ao sua vida util é reduzida e apesar das membranas
terem permanecido armazenadas em dessecador ao abrigo da luz, podem ter sofrido

algum processo de degradacao que nao pode ser identificado.

T

(A) (B)

Figura 14. Destaque da fase sensora. (A) espessura da membrana formada por 200 uL de
solugéo e (B) membranas em diferentes estagios de uso: 1- ap6s 250 medidas, 2- apds
227 medidas e 3- apds 55 medidas.

3.4.5.5. Avaliacao de interferentes

Como o ar é formado por um grande numero de espécies, torna-se necessario
verificar o efeito causado na presenca de alguns de seus constituintes. Nesse tépico serao
discutidas os efeitos da umidade, HCI, Cl,, H2S, N2O, NO,, NH3 e CO na resposta da fase

sensora.

3.4.5.5.1. Umidade relativa

Para a aplicacdo do sensor em amostras reais, € imprescindivel determinar o efeito

da umidade relativa do ar na sua resposta, dada a sua grande variacao, sendo que erros
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nas medidas podem ser causados pelo fato de que o SO, na presenca de agua forma
H.SOs3, 0 qual é liberado para o sistema.

Assim, para avaliacao do efeito da umidade na resposta da fase sensora para
diéxido de enxofre foram realizadas medidas de intensidade de reflectancia em ar sintético
seco e na presenca de diversos niveis de umidade relativa (15, 30, 50 e 70%). Uma
mesma fase sensora foi utilizada em trés ensaios consecutivos em ar seco e em seguida
em trés ensaios consecutivos em diferentes niveis de umidade. A Figura 15 apresenta as

médias de cada ensaio em 550 nm e as respectivas estimativas de desvio padréo.
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Figura 15. Intensidade de reflectancia x concentracdo de SO, para ar seco e diferentes
niveis de umidade relativa (= 0, +15, 430, ¥50 e *70%) em 550 nm.

Observa-se que a sensibilidade do sensor é dependente do teor de umidade
presente do meio. Visto que H>O reage com SO, nota-se que independente do nivel de
umidade ha perda de sensibilidade da fase sensora. A presenca de HO afeta
significativamente o desempenho do sensor para medidas realizadas em ar seco e na
presenca de 15 e 30% de umidade, com perda do sinal analitico de aproximadamente
38% para 5 ppm, de SO.,. Para 50 e 70% de umidade relativa, a intensidade do sinal de

reflectancia é diminuida em 43 e 51% para 5 ppm, de SO,. Dessa forma, o efeito oriundo
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da H>O pode ser minimizado realizando as medidas em um valor fixo ou uma estreita
variacao do teor de umidade.

Apos realizar as medidas em 70% de umidade, retornou-se ao ar seco e ndao houve
perda de sinal, percebendo-se que nao ha deterioragcdo da membrana pelo contato com o
H.SO3 formado.

3.4.5.5.2. Compostos de nitrogénio

Os Oxidos de nitrogénio (NOx) provém de fontes naturais, tais como atividade
vulcanica, queima de biomassa (fundamentalmente queimada de florestas) e a atividade
bacteriana. Porém, o trafego automobilistico, assim como a combustdo em caldeiras e
fornos constituem as principais fontes de formagcao desses éxidos, que sao considerados
importantes contaminantes, devido a sua participagdo na chuva &cida, responsavel pela
destruicao das florestas, assim como no “smog” fotoquimico, que é intensamente irritante
aos olhos e as mucosas'.

Dentre os éxidos de nitrogénio, encontra-se o 6xido nitroso (N2O). Ele é conhecido
também como géas hilariante e é empregado como anestésico. E produzido em solos por
processos conhecidos como nitrificagao e desnitrificacdo e € um dos principais causadores
do efeito estufa. A concentracdo de N.O tem aumentado cerca de 0,2-0,3% ao ano neste
ultimo século e é responsavel por 5-7% do aumento do efeito estufa. Dessa forma, ao
propor a determinagdo de uma espécie presente no ar, é indispensavel o estudo do efeito
da presenca de N;O, visto que ele esta presente no ar em quantidade consideravel*.

Estudos com o 6xido nitroso (N2O) na concentragao 10 ppm, mostraram que nao ha
reacao com a fase sensora. Submetendo a membrana a uma concentragéo de 1000 ppm,
de No2O também nao foi observada variacao de sinal em 550 nm, o que indica que a fase
sensora é inerte ao gas N>O nas concentragdes estudadas.

Outra espécie estudada foi o0 gas didxido de nitrogénio (NOz). E um poluente tdxico
oriundo de emissao veicular, sendo um dos gases mais amplamente estudados por estar
ligado a pobre qualidade do ar, dificuldades respiratérias, irritacdo nos pulmdes podendo
causar até mesmo edema pulmonar*’*®. A presenca de aproximadamente 100 ppb, NO,
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na atmosfera indica que a qualidade do ar atingiu niveis de alerta. Devido a sua grande
toxicidade e presenca na atmosfera, esse gas foi estudado como interferente na resposta
da fase sensora na determinacao de SO..

Experimentos realizados submetendo a fase sensora a uma atmosfera de 10 e
1000 ppm, de NO. indicaram que ocorre uma reagao irreversivel entre o gas e o
Pdx(dppm2)Cl.. Houve um aumento gradativo da linha base e ndo uma resposta coerente
gue pudesse relacionar a resposta do sensor com a concentracdo de NO; inserido. Essa
degradacao da membrana também pode ser identificada visualmente, pois a coloracao foi
alterada de laranja intenso para amarelo. E importante destacar que as concentracdes
encontradas de NO; no ar sdo em média de 10-20 ppb,, muito menores do que aqueles
aos quais as membranas foram submetidas. Por limitagdes na instrumentagdo nao foram
realizados experimentos submetendo as membranas a essas concentragdes menores.

A amébnia é um gas incolor a temperatura ambiente, que possui um odor
extremamente forte. E encontrada comercialmente em solugdo aquosa e a amédnia pode
ser utilizada na fabricacdo de fertilizantes, produtos de limpeza e como gas de
refrigeracao. Na atmosfera, é a Unica espécie alcalina que esta presente em concentracao
significativa, sendo encontrada na faixa de 1 a 10 ppby,, em regides rurais e
moderadamente poluidas®.

O excesso de ambnia na atmosfera € danoso aos seres humanos e ao
ecossistema. A inalacdo de pequenas doses de vapor de amdnia pode causar graves
envenenamentos as pessoas, sendo que a concentragdo maxima de amdnia na atmosfera
suportavel aos seres humanos é de 25 ppm,. O SO, atmosférico pode ser neutralizado por
vapor de amoénia e, nesse caso, o ion aménio (NH4") é o produto desta reacdo quimica.
Suas reacdes com gases acidos na atmosfera produzem espécies quimicas geralmente
na forma de material particulado. Os aerosséis contendo amoénio formam a fracdo de
menor tamanho do material particulado total atmosférico. Estes aerosséis presentes na
atmosfera podem diminuir a visibilidade e, ainda, podem afetar a acidez da agua da chuva
mudando a concentragdo de ions hidrogénio. A avaliacdo da amoénia atmosférica €
também fundamental para fechar o balango de massa do ciclo do nitrogénio'**°.
Experimentos realizados submetendo a fase sensora a 1000 ppm, de aménia

mostraram que ha aumento do sinal analitico em 550 nm de aproximadamente 50 u.a.
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Dependendo da concentracdo do analito, isso pode ou ndo ser um problema, visto que
para uma concentracao de 500 ppm, de SO, em ar, o sinal referente a NH3 é de cerca de
10% do sinal total. No entanto, para medidas de 5 ppm, (~37 u.a.) essa influéncia pode
mascarar o resultado final. Vale salientar que amostras reais contém aproximadamente 5

ppby de NH3, um valor muito menor do que aqueles estudados nessa Tese.

3.4.5.5.3. Cloro gasoso (Cl,) e acido cloridrico (HCI)

Cloro € um géas pouco téxico utilizado no tratamento de aguas e nas industrias de
plasticos. Dissolve-se em atmosferas aquosas, formando HCI e HOCI. Tem acéo irritante
para o sistema respiratério. A inalagdo de vapores de HCI pode causar edemas
pulmonares e dependendo da concentracao, pode até mesmo causar a morte. A grande
afinidade do HCI com agua tende a desidratar os tecidos respiratérios*®°.

O complexo organometalico Pd>(dppmy)Cl. reage com moléculas pequenas, tais
como Hp, HX ou Xz (onde X = halogénio), fosfinas e ions diazonio*. Dessa forma, é
esperado que a fase sensora sofra uma reacao irreversivel com Cl, e com HCI, de acordo

com o0 esquema abaixo:

Pd,(dppm,)CL, + Cl, — Pd,(dppm,)Cl,— 2[ Pd(dppm)Cl, ]

Pd,(dppm,)ClL, + 2HCl — Pd,(dppm,)Cl, + H, — 2[Pd(dppm)Cl, ]

Os experimentos realizados mostraram que submetendo a fase sensora a uma
atmosfera de 10 ppm, de Cl, e de HCI ocorreu uma degradacdo semelhante aquela
observada com NO;, com total inutilizagdo da fase sensora. A mesma mudanga de

coloracao também foi observada, assim como continuo aumento da linha base.
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3.4.5.5.4. Sulfeto de hidrogénio (H.S)

O H2S é um composto corrosivo e tdxico. Pode ser encontrado em determinados
tipos de petréleo e é facilmente identificado pelo seu odor desagradavel. O sulfeto de
hidrogénio pode causar sensacao de queimadura, tosse, respiragao dificil, dor de cabeca
e nausea. Exposi¢do continua a baixas concentracbes (15 - 20 ppm,) geralmente causa
irritacdo das membranas da mucosa e conjuntiva dos olhos. Concentracées elevadas (200
- 300 ppm,) podem causar dificuldades respiratérias, levando ao desmaio ou coma.
Exposigdo por mais de 30 minutos a concentragdes com mais de 700 ppm, sado fatais.
Inalagdo continua de baixas concentracées pode causar fadiga do olfato, dificultando a
deteccéo de sua presenca pelo odor®.

De acordo com a literatura, o Pdx(dppm)Cl, reage com H,S, mediante uma
reducao quantitativa de HzS para H; e formagdao de um composto com o atomo de enxofre

em ponte com os atomos de Pd. A reacdo é mostrada a seguir’':

Pd,(dppm,)Cl, + H,S — Pd,(dppm,)H,SCl, — Pd,(dppm,)SCL, + H,

Os experimentos realizados para verificar o efeito causado pela exposicao da fase
sensora a 10 ppm, de H>S mostraram que a reagdo € irreversivel, inutilizando a

membrana.

3.4.5.5.5. Monoxido de carbono (CO)

O CO é um gas oriundo da combustdo incompleta de hidrocarbonetos e sua
principal fonte de emiss&do s&o os veiculos automotores e a indistria. E um gas incolor e
inodoro, mas sua elevada toxicidade gera graves danos a saude humana. No organismo,
o CO é um ligante cerca de 200 vezes mais forte na hemoglobina que o oxigénio,
formando carboxihemoglobina (COHb) ao invés de oxihemoglobina (O2Hb). Uma pessoa
que € submetida durante 2 horas a 50-250 ppm, de CO pode sofrer de graves dores de

cabeca; se submetida a 90 minutos sob atmosfera de 500 ppm, de CO sentir4 nauseas,
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vémitos e até entrar em colapso; 1000 ppm, de CO durante uma hora pode levar ao coma
e concentracdes maiores que esta levam a morte® ™.

De acordo com a literatura, o complexo organometalico Pdx(dppm2)Cl, reage com o
CO, mediante uma reacéo de insercdo do monéxido de carbono na ligagdo metal-metal®.
Essa reacao € reversivel e resulta em uma mudancga de coloragdo de laranja para violeta,
sendo monitorada pelo aparecimento de uma banda de absor¢gdo em 466 nm. De acordo
com Pinheiro® quando imobilizado em PVC, ha um deslocamento na banda de absorcdo
para 500 nm, que também foi observado para a membrana aqui avaliada.

Nos estudos inicialmente realizados inserindo o gas CO na concentracao 1000
ppmy (0,1%) foi verificado que a fase sensora reage reversivelmente com o analito em
questao, com maior variacdo da intensidade do sinal analitico em 519 nm e com
desprezivel variagdo em 550 nm, comprimento de onda relativo ao SO..

Construiu-se uma curva analitica de 0-5 ppm, de SO, em atmosfera de CO (1000
ppm,), conforme mostra a Figura 16. Pode-se observar que na presenca de 1000 ppm, de
CO ha alteracado no desempenho da fase sensora nas curvas analiticas de 0-5 ppm, de
SO,, observando-se um aumento de aproximadamente 5% do sinal. Curvas analiticas
construidas na presenca de diferentes concentracbes de CO mostraram que a
sensibilidade é baixa para esse analito. Para concentragcdes maiores de SO, ndo ha
interferéncia do CO no desempenho da fase sensora.
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Figura 16. Curva analitica no intervalo de 0-5 ppm, para = Oppm, de CO e ¢ 1000 ppm, de
CO.
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As membranas também foram submetidas a niveis maiores de CO (intervalo de 1
até 10%), que sao os niveis encontrados em escapamentos de automéveis. Os resultados
demonstraram que essa fase sensora pode ser empregada também para quantificacao de
CO nessas concentracoes, da mesma forma que se utiliza para medidas de SO,. Ha uma
resposta bastante satisfatoria de 1 até 5%, e para concentragcées maiores provavelmente
ha saturagdo da membrana (Figura 17). Concentragdes menores foram avaliadas e

mostraram que a aplicabilidade do sensor é ideal somente em concentracdes de CO

elevadas.
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Figura 17. Medidas de 1-10% de CO. (A) Diferenca entre os espectros de N, e CO e (B)

sinal analitico em 519 nm.

3.5. Conclusoes

Estudos preliminares com o complexo Pdx(dppmz)Clz imobilizado em Vycor e em
fita crepe comercial mostraram-se infrutiferos, sendo descartados.

Com os estudos realizados, pode-se concluir que os melhores resultados foram
obtidos com as membranas de PVC/o-NPOE contendo 20% de PVC, 76% de plastificante
e 4% de complexo de paladio. Para a determinacao de SO, em ar foi utilizada a deposicao
manual de 200 uL de solucéo, formando membranas com espessura media de 200 um e

garantindo maior sensibilidade a fase sensora.
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Membranas novas necessitam ser condicionadas, e para isso deve-se submeté-la a
10 ciclos de N2 e SO, 500 ppm,. O tempo de resposta para a fase sensora é de 6 minutos
para a determinacdo e 6 minutos para a reversdo do sinal analitico, com repetibilidade
2,5% para a condi¢ao otimizada.

A fase sensora respondeu de maneira satisfatéria e com boa repetibilidade para
concentracdes entre 0-5 ppm, SO: e o limite de detecgédo determinado foi de 130 ppb, e
limite de quantificacdo de 350 ppby, atendendo as exigéncias do CONAMA para os niveis
de alerta e emergéncia. O tempo de vida Util médio da fase sensora é de 2 meses ou 250
medidas, 0 que ocorrer primeiro.

Observou-se que é grande o efeito da umidade no sistema, mas que pode ser
contornado empregando-se o mesmo nivel de umidade relativa para a curva analitica e
para as amostras analisadas. O éxido nitroso né&o interfere no desempenho da fase
sensora, mesmo em altas concentragées. Na presencga dos gases interferentes NO», H,S,
HCl e Cl> na concentragdo 10 ppm, a fase sensora € inutilizada, devido as reacodes
irreversiveis entre esses gases e o complexo Pdy(dppmz)Cl.. No entanto, essas
concentracdes estudadas sdo muito superiores aquelas encontradas no ar atmosférico. E
necessario realizar um estudo submetendo essas membranas a concentracdes menores a
fim de verificar alteragdes no seu desempenho. O sensor também responde para
mono6xido de carbono, na faixa linear de 1-5% de concentracdo, apresentando uma

sensibilidade menor que para SOs.
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Capitulo 4

Optodo para determinacao de SO, em vinhos

4.1. Introducao

O vinho é uma bebida alcodlica, resultante da fermentacdo do mosto de
uvas frescas, sas e maduras, por intermédio de microorganismos chamados
leveduras, as quais transformam o acgucar do suco da uva em alcool etilico, gas
carbdnico e uma série de substancias secundarias em quantidades variadas. Em
funcéo disto, o vinho é considerado um produto elaborado, diferenciando-se dos
produtos fabricados, caracterizados por misturas de diversas matérias-primas. Os
microorganismos que participam na vinificagdo agem profundamente sobre a
composicao do vinho e, por isso, sdo em grande parte responsaveis pelo seu
gosto e aromas. No entanto, um controle rigido desses processos € indispensavel
visto que, em condigdes diferentes, podem degrada-1o®?°*.

Dentre as substancias empregadas a fim de controlar algumas
caracteristicas quimicas e fisicas do vinho, encontramos o di6xido de enxofre. Ele
€ amplamente utilizado na industria alimenticia como aditivo preservante devido

ao seu efeito antioxidante. O S(IV) é encontrado em vinhos em duas formas:
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ligado e livre e a soma dessas duas espécies fornece o SO, total. O SO, ligado se
refere a formacdo de compostos da adicao entre o ion bissulfito e outras
substancias como aldeidos, antocianinas ou proteinas. A quantidade de SO
ligado é dependente do pH do meio. Quanto mais baixo o pH, mais lenta é a
reacdo. O mesmo comportamento é observado quanto ao efeito da temperatura®
29

O SO; ligado causa um efeito frente a maior parte das leveduras e bactérias
com metabolismo oxidativo aerdbio (bactérias acido acético). Em concentragdes
maiores que 50 mg L™, ele também age como inibidor de bactérias fermentativas
(bactérias do acido latico). O SO livre é 0 mais importante agente antimicrobiano
dentre as formas de SO,. Variagbes do pH de sucos e vinhos podem levar a
mudancas consideraveis no teor de SO; livre no meio®.

Durante a fermentacdo, o SO, adicionado é oxidado a forma sulfato. Uma
possivel rota é explicada pela oxidacdo causada pelo peréxido formado

enzimaticamente®?°*:

H,0,+50] — H,0+S0;

Nessa etapa é mantida uma concentragéo de aproximadamente 5-40 mg L™
de SO livre no suco fermentado.

O SO livre é aquele presente na forma nao ligada aos acetaldeidos,
aldeidos ou outros compostos organicos e quando dissolvido em agua, o SO»

existe principalmente nas formas de bissulfito ( HSO; ) e sulfito (SO;™). Existe um

equilibrio entre as vérias formas inorganicas de SO,, dependendo da quantidade

presente, pH e temperatura. Em geral, ocorrem as reagbes mostradas a sequir:

~So

2(8) 2(aq)

+H,0”’H" + HSO,

SO
SO,y
HSO; +HS0; . S,0 + H,0

HSO; SO¥ +H"
Devido a importancia do teor de SO livre em vinhos, muitos produtores
adicionam-no ao vinho pouco antes do engarrafamento. A perda de SO, é

diretamente ligada a concentragéao de O, dissolvido, dessa forma adiciona-se uma
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quantidade que garanta que, mesmo com as perdas que possam ocorrer, haja
SO, suficiente para sua atividade antioxidante e antimicrobiana. Geralmente
também o vinho é borbulhado com géas inerte antes da adigcdo do SO,°*>*.

Antes do vinho ser comercializado, o teor de SO, deve ser controlado
devido a sua toxicidade e pelas mudancas nas caracteristicas quimicas e
organolépticas que podem ocorrer no produto antes do consumo. Devido a grande
preocupagado com o teor de SO> em alimentos, é indispensavel que o método de
quantificacdo seja exato. Como ja foi discutido no Capitulo 1, a legislacao
brasileira estabelece uma quantidade limite para a concentragcdo de SO, em
diversos alimentos, incluindo o vinho. O método padrdo mais amplamente
conhecido é o método iodométrico, também conhecido como método de Ripper.

Esse método tem mais de 100 anos e emprega uma solugdo padréo de
iodo para titular SOz livre ou total presentes na amostra. Embora seja reconhecido
como um método com limitagdes, os procedimentos sdo simples, sendo por essa
razdo empregado ainda hoje em laboratérios vinculados a produtores de vinhos. O
método é baseado na reacédo de oxidagao-reducdo seguinte®:

SO,+1;, +H,0”SO,+31 +2H"

Neste procedimento, solucdo padrao de iodo é utilizada para titular
diretamente o SO, livre presente na amostra. O ponto final da titulacdo é
observado quando a solugdo adquire uma coloragdo azul, que é causada pelo
excesso de iodo presente complexado com o amido adicionado. Na quantificagéo
de SO, total é realizado inicialmente um tratamento da amostra com uma base
forte para hidrolisar o SO; ligado.

Esse método tem uma série de limitagdes, tais como: (/) volatilizagdo ou
perda de SO, durante a titulacao, (ii) reducao do iodo por outras espécies que nao
sejam o SO, (por exemplo acido ascorbico) e (iii) dificuldade na detecg¢ao do ponto
final em vinho tinto?2°.

Por essas razbes outros procedimentos para determinacao mais exata e
precisa tem sido desenvolvidas. Diversos trabalhos empregam a técnica de
andlise por injecdo em fluxo (FIA), utilizando basicamente detecgcao

21-23,25-28,31,34-37,55-56

espectrofotométrica Zhi et al®® desenvolveram, em 1995,
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sistemas com fluxos direto e reverso, possibilitando a determinacao de SO livre
com base na reacgao colorimétrica da pararosanilina e aplicacdo em amostras de
vinho. Foram obtidos limites de detecgdo de 0,03-3 e 0,75-75 mg L™ SO, para os
métodos direto e reverso, com desvios padrao de 5-6%. A principal contribuicao
deste trabalho é o uso da geracdo do gas SO, para a realizagdo das medidas,
quando a maior parte dos trabalhos até entdo empregava amostradores passivos.

Da mesma forma, Lin e Hobo® empregaram um sistema de analise por
injecao em fluxo com base numa reacado quimiluminescente, onde a concentracao
do SO, é relacionada com a luminescéncia oriunda do estado triplete do (°SO.*)
Foi obtido um limite de deteccdo de 5 x 10”7 mol L™, com desvio padréo relativo de
4,6% para amostras sintéticas, que variou de 4-8% para amostras reais. O método
foi aplicado com sucesso na determinagdo de amostras de vinho branco e tinto.

Decnop-Weever e Kraak® desenvolveram um sistema FIA com uma célula
de difusao para gases, com base na variacdo de absorbancia de uma solucao
indicadora que, devido a presenca de SO; liberado da amostra e que permeou a
membrana, altera o pH do meio e a coloracdo do indicador verde de bromocresol.
Foi obtido um limite de detecgdo de 0,1 mg L™, com faixa de trabalho de 1-20 mg
L. A repetibilidade foi de 0,7-1,5% em amostras de vinho e a adigdo de 10% (Vv/v)
de etanol garantiu maior confiabilidade aos resultados. Este trabalho comparou os
dados obtidos com o método proposto frente aqueles relacionados com o método
padrdo (Ripper) e os autores concluiram haver boa concordéncia entre os
métodos.

Também podem ser encontrados na literatura trabalhos onde € empregado
o sistema FIA com deteccdo potenciométrica®®?2. Aratjo et al.®® desenvolveram
um sistema FIA para automatizar o método de Ripper. A deteccao potenciométrica
foi realizada com base num eletrodo sensivel ao iodeto. Os resultados obtidos
para medidas de SO livre e total em 26 amostras de vinho branco e 4 de vinho
tinto mostraram boa concordancia entre o método proposto e o método padrao®
% O desvio relativo dos resultados obtido pelos dois métodos foi <6% e os
autores afirmam que o método pode ser aplicado para amostras com

aproximadamente 3,2-180 mg L™ SO,, com freqiiéncia de amostragem de 75-100
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amostras por hora. Como a determinagao é potenciométrica, ndao ha influéncia da
coloragao da amostra.

Mataix e Castro® desenvolveram um método FIA para determinacédo
simultanea de SO; livre e CO, em amostras de vinho empregando um arranjo de
sensores. Inicialmente era realizada a determinagao potenciométrica de ambos os
analitos e, posteriormente, o SO, livre presente na amostra era quantificado
fotometricamente pela formacdo de um composto colorido apds a reacao com p-
rosanilina e formaldeido. Dessa forma, o teor de CO» poderia ser quantificado pela
diferenca entre as duas medidas. Limites de deteccao de 2,0-20,0 mg L™ para SO»
livie e 50,0 a 600,0 mg L' para CO, foram obtidos. A precisdo foi de
aproximadamente 7% com base no desvio padrao relativo e a freqiéncia de
amostragem foi de 5 amostras/hora, para ambos os analitos. O método foi
aplicado para 4 amostras de vinho e apresentou boa correlagcdo com o método
oficial.

Azevedo et af’ desenvolveram um método para determinacédo de SO livre
e total em vinhos empregando o sistema FIA com deteccdo amperométrica, com o
uso de eletrodos de carbono vitreo modificados com filmes de porfirina.
Comparando os dados obtidos com o método iodométrico, observou-se uma boa
exatiddo e o método pode ser empregado para vinhos branco, tinto e rosé.
Pequenas quantidades de amostra eram necessarias para realizar as medidas e
nao foram observadas interferéncias oriundas de outros constituintes do vinho. A
freqUéncia de amostragem foi de aproximadamente 45 amostras/hora.

Aratjo et al.®

desenvolveram um método para determinagéo de sulfito em
vinhos, sucos de frutas e vinagres com base num sensor condutimétrico. Para a
determinagdo de sulfito, o0 método foi baseado na formacdo de SO, em meio
acido, que se difunde através de uma membrana hidrofébica permeéavel a gases
até um receptor (agua deionizada). A mudangca na condutividade da agua
deionizada foi medida e atribuida a quantidade de SO, presente na amostra. O
método pode ser aplicado numa faixa de trabalho de 1,0-50,0 mg L™ de sulfito e o

limite de deteccdo é de 0,03 ug mL™. O desvio padrio relativo (n=10) para 10 pg
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mL™" de sulfito é de 0,2%. O método foi comparado com o iodométrico, mostrando
boa exatiddo. Foi obtida uma freqiéncia de amostragem de 120 amostras/hora.

Segundo e Rangel®” apresentaram um trabalho onde foi realizada a
quantificacdo de SO livre e total em amostras de vinho em um sistema FIA com
deteccdo espectrofotométrica, com base no método da pararosanilina. Foram
obtidas curvas analiticas para ambos os métodos, sendo as faixas lineares de
trabalho de 2-40 mg L' para SO; livre e 25-250 mg L' para SO, total e os desvios
padrao relativos (n=10) foram de 1,2 e 2,3%, respectivamente. A freqiéncia de
amostragem foi de 16 amostras/hora e ao aplicar o método em amostras reais
observou-se boa concordancia com o método padrao.

Soares et al.** basearam-se na reacdo do sulfito com grupos flavonsides
para desenvolver um meétodo com base nos extratos de flores das espécies
Tibouchina granulosa e Rhododendron simsii para determinacado de SO- total em
amostras de vinho branco. O extrato descolore na presenga do analito e a
intensidade de variagdo na cor esta relacionada com a concentracdo de sulfito
presente.

Com base nos experimentos realizados por Alves et al*® pretende-se
empregar o optodo descrito no Capitulo 3 para determinacdao de S(IV) em
amostras de vinho, utilizando sua fase gasosa, com base no complexo
organometalico bisdifenilfosfinometano-dicloreto de paladio (I) — [Pd2(dppm2)Clz]

imobilizado em uma matriz de PVC plastificado com o-nitrofeniloctiléter (o-NPOE).

4.2. Objetivos especificos

Os objetivos deste trabalho foram:

1. Desenvolver um sistema para a determinacdo de SO livre e total em
vinhos, baseado em um optodo com fase sensora constituida por
Pd»(dppm2)Clz imobilizado em uma matriz PVC/o-NPOE;

2. Caracterizar esse sistema no que diz respeito a repetibilidade das medidas,
sensibilidade, tempo de vida util, faixa linear e limites de detecc¢éao;
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3. Avaliar o efeito de interferentes, como sacarose e etanol na resposta para
SOg;
4. Aplicar em amostras reais de vinho tinto e branco, comparando com o

método padrao para validagao.

4.3. Experimental

4.3.1. Reagentes e solucoes utilizados

Os reagentes empregados durante todo o trabalho foram de pureza
analitica. Na preparacao das fases sensoras foram utilizados o Pdx(dppm)2Cly,
sintetizado por Gimenez*, PVC de elevada massa molar (Aldrich) e o-NPOE
(Aldrich). Foram empregados como solventes o diclorometano, CHxCl;
(Mallinckrodt Chemicals) e tetrahidrofurano, THF (Merck). O gas N2 foi fornecido
pela White Martins.

Para a aplicacdo do método de Ripper’®®* foram utilizados os seguintes
reagentes: hidroxido de sodio (Aldrich), hidréxido de potassio (Aldrich), tiossulfato
de sbdio (Synth), acido sulfurico (Mallinckrodt), amido solavel (Mallinckrodt), iodo
ressublimado (Mallinckrodt) e iodeto de potassio (Merck).

Foram analisadas 6 marcas diferentes de vinho tinto e 1 marca de vinho

branco obtidas em supermercado.

4.3.2. Imobilizacao do reagente

Foram dissolvidos 4 mg de Pdx(dppm2)Cl2 em 50 uL de CH2Cl» € 20 mg de
PVC em 950 pL de THF, separadamente. Apos os sélidos estarem completamente
dissolvidos, as solugdes foram misturadas e entdo foram adicionados 69,3 uL de
0-NPOE. Essa foi a proporcao que apresentou o melhor desempenho, como

discutido no Capitulo 3.
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Com o auxilio de uma micropipeta, foi depositado um volume de 10 uL
dessa solucédo sobre um filme de poliéster (3M), que atua como suporte. Apds a
evaporacdo do solvente e secagem por 24 horas, as membranas foram
armazenadas em dessecador ao abrigo de luz até a utilizacdo das mesmas.

4.3.3. Determinacao de SO, em amostras de vinho

4.3.3.1. Método de Ripper

Para a determinacdo de SO, livre pipetou-se 50,0 mL de amostra,
adicionou-se 5,0 mL de solugdo HxSO4 2,0 mol L™ e 5,0 mL de solugéo indicadora
de amido 1% (m/v). Rapidamente procedeu-se a titulacdo com solugéo de iodo e o
ponto final foi determinado como a primeira alteragdo da solugéo para cor azul.

Na determinacdo de SO, total pipetou-se 20 mL de amostra e 25 mL de
KOH 2,5 mol L. A mistura foi deixada em repouso por aproximadamente 10
minutos e, entdo, foram adicionados 5 mL de solucdo de amido 1% (m/v) e 10 mL
de solugdo H>SO, 2,0 mol L. Rapidamente procedeu-se a titulagdo com solugao
de iodo e o ponto final foi determinado como a primeira alteragdo da solugéo para
cor azul. A solugcdo de iodo utilizada nas duas titulagcbes foi previamente
padronizada com tiossulfato de sodio.

4.3.3.2. Método proposto

Para medidas de SO, em vinhos, 0 método proposto baseia-se na mistura
de uma solucao de &cido forte a amostra de vinho com o intuito de liberar SO, ao
meio. O SO, produzido reage reversivelmente com a fase sensora e, como
consequéncia desta reacdo, ocorrem mudancas nas propriedades Opticas do

complexo que sao medidas espectrofotometricamente. Apds o contato com o SOo,

60



Capitulo 4 — Optodo para determinacdo de SO, em vinhos

surge uma banda em torno de 550 nm, manifestada visualmente pela mudancga de
coloracao de amarelo para violeta.

Para medidas de SO, livre e total foram empregados diversos volumes de
reagentes e amostra, mantendo-se fixas as propor¢cdes descritas no método de
Ripper, cujos volumes s&o de 50 mL de vinho e 5 mL de H>SO,4 20, mol L para a
determinagéo de sua forma livre e 25 mL de vinho, 10 mL de KOH 2,5 mol L™ e 30
mL de H>SO4 2,0 mol L™ para sua forma total. Para a quantificagdo de SO total, o
tempo de espera para a hidrélise dos compostos de enxofre presentes na amostra
foi de 30 segundos para todos os volumes estudados.

No estudo do efeito do teor de alcool nas determinagdes, foram adicionadas
as solucdes de referéncia 10 e 20% de etanol (v/v) (Merck) e no estudo do efeito
do teor de aclcar, foram adicionadas a curva analitica 100 g L™ de sacarose
(Merck).

4.3.4. Instrumentacao

Durante todo o trabalho foram realizadas medidas de intensidade de
reflectancia da fase sensora, conforme descrito no Capitulo 3, item 3.3.7.

4.3.5. Controlador de vazao

Para determinacdo de SO, em vinhos foi utilizado um fluxo de gas inerte
(N2) como forma de homogeneizar a amostra e carregar o analito até a cela de
medidas. Foram realizados estudos empregando-se vazdes de 100, 200, 300 e
600 mL min"'. Também foi realizado um estudo do desempenho do sensor

mediante agitagdo magnética.
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4.3.6. Cela de medidas

A mesma cela de medidas foi empregada na determinacao de SO; livre e
total em vinhos. Ela é composta de duas partes (Figura 18). Uma superior, na qual
o feixe de fibras Opticas esta acoplado, e uma inferior, onde a fase sensora é
acomodada. Esta parte inferior atua como um parafuso, podendo ser encaixada na
parte superior em diferentes posicées. Na parte posterior da fase sensora foi
utilizada uma fita reflexiva (3M) a fim de aumentar a quantidade de luz refletida.
Dessa forma, o feixe de luz atravessa a fase sensora, reflete e se dirige ao
detector. A cela esta descrita detalhadamente no Capitulo 3 desta Tese.

Foi adicionada a cela de medidas ja descrita um frasco de acrilico com
capacidade de 40 mL que recebe amostra e reagentes. Esse frasco é vedado e,
entdo, submetido a um fluxo constante de N». O SO, formado é entdo carregado
até a cela de medidas, onde hd mudanca das propriedades Opticas da fase
sensora apés sua reacao com o SOa.

Figura 18. Sistema de medidas utilizado na determinagcdo de SO2 em vinhos,

sendo 1 — cela de reacéo e 2 — cela de deteccéo.
4.3.7. Obtencao dos espectros

O tempo de exposicao da fase sensora frente ao N, foi de 10 minutos com
0 gas inerte sendo borbulhado num volume apropriado de dgua deionizada. Para a

determinacdo de diferentes concentracbes de SO, foram inseridos reagentes e
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amostra e iniciou-se o borbulhamento de gas inerte até obter a maior variacao de
intensidade do sinal transiente e, entdo, a amostra era retirada, sendo inserido o
mesmo volume de agua deionizada.

Os espectros de reflectancia obtidos para as amostras em diferentes
concentracoes de SO livre e total foram avaliados conforme descrito no Capitulo
3, item 3.3.7.

4.4. Resultados e Discussao

4.4.1. Composicao da membrana

Todas as condicdes otimizadas descritas no capitulo anterior, para
determinagcdo de SO, em ar, foram aplicadas na determinacdo de SO, em
amostras de vinho. Dessa forma, a composicdo da membrana otimizada esta
descrita no Capitulo 3, item 3.4.4. Todas as membranas estudadas foram
condicionadas antes do uso, conforme descrito no item 3.4.4.1 do Capitulo 3 desta
Tese.

Foram preparadas membranas a partir da deposicdo manual com auxilio de
micropipeta de 10, 15 e 20 uL de solugdo em filmes de poliéster, armazenado em
dessecador durante 24 horas para evaporagao dos solventes ao abrigo da luz.

Observou-se que quanto mais rapida a evaporacao dos solventes, maior é
a obtencao de membranas heterogéneas. Isso se deve provavelmente ao fato de
que um menor volume causa menor espalhamento de solugdo sobre o filme de
poliéster e isso pode gerar uma taxa de evaporagdo mais rapida. Dessas
membranas, a que apresentou os melhores resultados foi aquela preparada pela
deposigcédo de 10 L de solugdo. Em geral, 20% das membranas preparadas eram
descartadas, e para as membranas com 15 e 20 uL de solugéo, cerca de 30-35%
das membranas eram descartadas.

Foram selecionadas visualmente as mais homogéneas e realizadas 10
medidas de 50 mg L' de SO, em solugdo padrio. Observou-se que as

membranas preparadas pela deposicdo de 20 pL de solugcdo apresentaram
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variacao de sinal de 83,0 £ 0,8 u.a., as membranas preparadas pela deposi¢ao de
15 pL de solugdo apresentaram variacdo de sinal de 85,0 + 1,3 u.a. e as
membranas preparadas pela deposicdo de 10 pL de solucdo apresentaram
variacao de sinal de 80,0 + 1,1 u.a. Nao ha diferencga significativa entre os sinais
analiticos obtidos por meio das trés membranas analisadas.

Como as membranas preparadas pela deposi¢cdo de 10 pyL de solugéao
apresentaram maior numero de membranas homogéneas e ndo ha diferenca
significativa do sinal analitico para os trés volumes estudados, essa condicao foi
selecionada para todos os experimentos seguintes.

4.4.2. Estudo da forma de agitacao dos reagentes

No que diz respeito ao sistema de medidas, foi avaliada a forma mais
eficiente de mistura entre a amostra e o0s reagentes. Dois sistemas foram
estudados, sendo que o primeiro empregou agitagdo magnética e o segundo
borbulhou N2 a vazao controlada. Foram realizadas determinagées de 100 mg L™
de SO, de uma solugdo padrao com a membrana otimizada, usando agitagao
magnética e inserindo um fluxo de Ny para borbulhar (garantindo mistura de
reagentes e amostra e carregando o gas formado até a fase sensora). Observou-
se que 0 uso da agitacdo magnética garante uma mistura eficiente, todavia a
quantidade de gas SO, formado néo era suficiente para gerar um sinal de grande
intensidade (Figura 19). Como o0 gas deve ocupar um volume de
aproximadamente 40 mL (relativo ao headspace dos dois frascos utilizados no
sistema de medidas), a interagdo entre a fase sensora e o SO, é pequena,

explicando a pequena variagao de sinal obtida.
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Figura 19. Espectro N>-SO, obtido a partir da membrana submetida a 100 mg L™

de SO,, mediante diferentes vazdes de gas No.

Independente da vazdo empregada, o sistema onde N, é borbulhado,
fornece dados mais satisfatorios, visto que o gas além de homogeneizar a mistura,
também funciona como carregador do SO, formado até a fase sensora, enquanto
que a agitacdo magnética depende unicamente do equilibrio da fase gasosa no
sistema de medidas.

Ao realizar medidas com uma amostra contendo 30 mg L™ SO, (n=10) sob
diferentes vazdes (100, 200, 300, 400 e 600 mL L") de N, observou-se que quanto
menor a vazao, maior a intensidade do sinal (Tabela 7). Como o objetivo principal
dessa aplicacdo é obter uma resposta adequada para amostras de vinho (cuja
concentragdo varia entre 10-200 mg L' SO,), optou-se por realizar todas as

medidas na maior vazao e assim melhorar freqiiéncia de amostragem.

Tabela 7. Sinal analitico ao inserir 30 mg L™ SO, sob diferentes vazées (n=10)
Vazédo (mL min™") 100 200 300 600
Sinal (N2-SOy) 278 + 1 243 + 1 208 + 1 181 + 1
Tempo (minuto) 2,7+05 2,2%0,5 1,5+£03 09+0,2
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4.4.3. Otimizacao do sistema e condi¢coes da reacao

Com o intuito de se obter uma relagdo satisfatéria entre sensibilidade e
frequéncia de amostragem, estudos acerca do volume dos reagentes e amostra
foram investigados. Inicialmente foram utilizados os volumes encontrados na

5254 'mas a cada medida

literatura para a titulacao iodométrica (método de Ripper)
um grande volume de reagentes e amostras era consumido. Além disso, a cela de
medidas precisava ter maiores dimensdes, o que néo atingia o objetivo maior do
trabalho que é o de realizar a reagdo com o minimo consumo de amostras e
reagentes.

Volumes menores foram utilizados, chamadas de proporg¢des L1, Lo, Lz e L4
para determinacao de SO; livre e de Ty, Ty, T3 e T4 para a determinagcédo de SO,
total. Os volumes utilizados em cada proporcao estudada sdo mostrados na
Tabela 8. As medidas foram realizadas com solugdes padrao contendo 50 mg L
de SO, (todas as medidas foram realizadas com 10 repeti¢cdes). Na determinacao
da forma livre, era colocado um volume de amostra no frasco apropriado e em
seguida adicionado o acido. Esse frasco era fechado com cuidado para impedir
qualquer tipo de vazamento e entdo iniciado o borbulhamento de N2 sob vazao
controlada. Para as proporgdes L1 e Ly foi empregado um frasco com capacidade
de 80 mL e para as propor¢des Lz e L4 0 frasco tinha capacidade para 40 mL.

Os resultados obtidos mostraram que a intensidade do sinal analitico é
dependente do volume de reagentes e do volume do headspace. As medidas
realizadas com os volumes exigidos pelo método tiveram um desvio padrdo de
aproximadamente 2%, 0 que pode ser atribuido ao fato que a mistura dos
reagentes ndo era muito eficiente. Para as demais proporgbes, o desvio foi
sempre proximo de 1%, indicando que volumes menores de amostra tornam o
método mais preciso.

Na determinagéo da forma total, as proporgoes Tz, T3 e T4 utilizaram frascos
com capacidade de 40 mL e para T o frasco continha capacidade para 80 mL,
gerando diferentes volumes de headspace, mostrados na Tabela 8. Observou-se
que para T,, T3 e T4, apesar dos volumes do headspace serem menores, 0 que
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indica aumento da concentracdo de SO, na fase gasosa, houve uma diminuicao
da intensidade do sinal analitico obtido, o que pode ser atribuida a uma baixa
formacdo de SO, em fase gasosa visto a menos quantidade de reagentes
utilizada.

Tabela 8. Desempenho da membrana ao inserir 50 mg L™ SO, livre e total (n=10)

empregando diferentes volumes de amostra e reagentes

Vinho KOH H2SO4 Sinal Headspace
) 25molL" 2,0molL" (Nx-SOy) (mL)
(mL) (mL) (u.a.)
Ripper 50 - 5,0 328 £ 6 35
L 25 - 2,5 278 +5 62,5
Livre L, 12,5 - 1,3 147 + 1 76,2
Ls 10 - 2,5 2332 26
La 6,3 - 0,7 161 +£2 31,5
Ripper 25 10 30 280+ 6 25
T4 12,5 5,0 15 202+2 57,5
Total Ts 6,3 2,5 7,5 140+ 2 22,2
T3 5 2,0 6,0 134+ 2 25,5
Ty 3,2 1,3 3,8 107+ 2 30,2

As proporgcbes Lz e Tz apresentaram os menores desvios em torno da
média (0,6 e 1,2%, respectivamente) e um sinal analitico apreciavel. Em L3 a
proporcdo acido/amostra € maior que o indicado pelo método de Ripper, o que
tornou 0 método mais eficaz. Volumes maiores de acido foram estudados, mas
nao foram obtidos bons resultados. As proporgcdes L; e Tz foram empregadas
durante todas as medidas seguintes, visto que essas condi¢cdes exigiam menores
volumes de reagentes e amostra, que podiam ser confinados em um frasco menor

com relagao aos volumes empregados no método padrao (Ripper).
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4.4.4. Repetibilidade, tempos de resposta e vida util

A repetibilidade do sistema foi avaliada submetendo a membrana a
medidas consecutivas (n=10) de SO: livre e total em uma amostra de vinho tinto.
Esse experimento mostrou que ndo ha grande variagdo na intensidade do sinal,
fornecendo um desvio padrao relativo de 2,2% (80 £ 2 u.a.) e 2,5% (152 + 4 u.a.)
para medidas de SO:; livre e total, respectivamente.

Como ja descrito no Capitulo 3, aqui também foram empregados graficos
de reflectancia em funcdo do tempo para determinar o tempo de resposta do
sensor (tgo%). Uma curva de resposta x tempo obtida para o sensor construido €
apresentada na Figura 20.

2425 SO,

2400
2375

2350

2325

Intensidade (u.a.)

2300

2275

N
2250 : : A . . - . ; )

0 10 20 30 40 50
Tempo (minuto)

Figura 20. Curva de intensidade de reflectancia em funcao tempo a 550 nm com

insercdes alternadas de N2 e SO, 100 mg L.

As setas indicam o inicio da insercao de SO, na parte superior da curva e
N2 na parte inferior. A parte inferior (diminuicdo da intensidade de reflectancia)
indica o sinal obtido em 100 mg L de SO,. Observa-se que sdo necessarios 0,9 +

0,1 minuto para inserir no analito e 4,5 + 0,4 minutos para reversao do sinal.
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Investigando a durabilidade da fase sensora, observou-se que para todas
as membranas, apos realizar 25 medidas ha um aumento da linha base da ordem
de 23 + 0,2 u.a., mas sem perda significativa de sinal analitico. Uma mesma
membrana pode ser utilizada para aproximadamente 80 medidas. Apés isso, foi
observada uma perda de aproximadamente 0,6 % do sinal a cada medida
subsequente, até sua total inutilizacao (cerca de 100 medidas).

Comparando-se com as membranas preparadas pela deposicao de 200 pL,
observa-se que o tempo de vida é diminuido a metade. Isso se da provavelmente
a menor quantidade de reagente presente. Sabe-se que o croméforo sofre foto-
oxidacao, e para as membranas contendo 10 uL de solucdo (possuindo dessa

forma menos reagente presente) tera mais influéncia pelo uso constante.

4.4.5. Umidade

Como também foi observado nos resultados discutidos no Capitulo 3, item
3.4.45.1 que a umidade interfere nas medidas, durante todo o estudo a
membrana foi mantida num mesmo nivel de umidade relativa. Dessa forma, ao
retirar a amostra da cela de medidas, era inserido um mesmo volume de agua
deionizada e a fase sensora era mantida num ambiente saturado com vapor de

agua. Assim, a perda de sinal analitico era a mesma para todas as amostras.

4.4.6. Influéncia dos teores de etanol e sacarose nas medidas

Com o intuito de verificar os efeitos da presengca de diferentes
concentracdes de etanol e sacarose nas medidas para SO,, foram preparadas
solucdes de referéncia (0-50 mg L' de SO,) contendo 10 ou 20% de etanol e
também 100 g L' de sacarose.

Para todos os experimentos realizados, observa-se que a sensibilidade é
alterada na presenca de etanol, decaindo em aproximadamente 4% quando o teor
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de etanol aumenta de 10 para 20%, na auséncia de sacarose. Dessa forma, é
adequado usar solucdes de referéncia que contenham concentracdes alcodlicas
de semelhante teor daqueles encontrados em amostras reais evitando assim erros
sistematicos. Durante todo o trabalho foram empregadas solugdes padrao
contendo 10% de etanol, conforme descrito em diversos trabalhos?2°.

A adicdo de 100 g L' de sacarose também afeta na sensibilidade do
método quando comparado com solugdes padrdao que nao contém sacarose. Uma
perda de aproximadamente 16% na sensibilidade da curva analitica foi observada
para solucdes contendo 10% de etanol, enquanto que uma diminuicdo de 10% foi
obtida para solugbes contendo 20% de etanol. Esse resultado indica a
necessidade de se preparar solugdes padrao com composi¢ao similar as amostras
quando se deseja realizar medidas com vinhos doces, como o Vinho do Porto.
Nao foram avaliadas outras concentracbes de sacarose em amostras sintéticas

nesta etapa do trabalho.

4.4.7. Limite de deteccao e validacao do método

Uma vez que o sistema proposto ja estava caracterizado, iniciou-se a etapa
de validacao do mesmo. Foram selecionadas e analisadas seis marcas comerciais
de vinho tinto e uma marca de vinho branco obtidas em supermercado na cidade
de Campinas. Foram construidas curvas analiticas com diferentes faixas de
trabalho para SOz livre e SO, total, sendo que as concentracdes foram de 0-50 mg
L' e 0-150 mg L, respectivamente. Respostas analiticas tipicas obtidas na
determinagdo de SO, total em vinhos sdo mostradas na Figura 21. Pode-se
observar que o sensor responde de maneira satisfatoria para medidas realizadas
em solucdes contendo 50, 75, 100, 125 e 150 mg L™ de SO.. Nota-se que o SO
formado reage prontamente com a fase sensora, enquanto que a regeneracao
(que é realizada submetendo a membrana a um fluxo de N, em agua deionizada)
exige um intervalo de tempo maior. Para acelerar esse processo, apos retirar a

amostra era colocado um mesmo volume de agua deionizada no sistema de
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medidas. Observou-se retirando a amostra de vinho com reagentes e inserindo um
mesmo volume de 4gua deionizada, que ocorria em 6,1+1,0 min, tornou-se cerca

de seis vezes mais rapida, diminuindo para 0,9+0,1 min, como ja discutido.
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Figura 21. Resposta tipica da fase sensora mediante o SO, produzido apds a
acidificacdo de solugdes de sulfito (fluxo de Nz = 600 mL min™).

Na determinagdo de SO, livre, uma faixa linear de resposta foi obtida
(diferenca na intensidade de reflectancia = 3,60 + 4,89 [SOz], r* = 0,999), assim
como para a determinacao de SO, total (diferenca na intensidade de reflectancia =
3,09 + 2,57 [SO2], r* = 0,998) com limites de deteccdo de 0,37 + 0,01 mg L™ e 0,70
+ 0,01 mg L, respectivamente. O limite de quantificacdo para SO; livre é de 1,2 +
0,1 mg L, sendo que as amostras analisadas tem concentracdo em torno de 20-
40 mg L-1 e para SO, total o limite de quantificacdo é de 2,3 + 0,2 mg L, e as
amostras apresentaram concentragdo em torno de 50-100 mg L.

Na validagdo dos resultados obtidos com o método proposto, foram

5254 o 0s resultados obtidos

realizadas medidas por meio do método de Ripper
pelos dois métodos sdao mostrados na Tabela 9. Nao foram observadas diferengas

significativas entre os dois métodos em um nivel de 95% de confianca. Para SO,
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livre a relacdo entre os resultados obtidos com o sensor e 0 método padrao é
“sensor = (-2,51 + 1,31) + (1,08 + 0,05) x Ripper; r* = 0,994”. Na determinagéo de
SO, total a relacdo é “sensor = (3,64 + 3,21) + (0,96 + 0,4) x Ripper; r* = 0,997".
Nao hé erro sistematico no método proposto, pois os coeficientes angular e linear

sao préximos de 1 e 0, respectivamente.

Tabela 9. Resultados obtidos para SO livre e total em vinho tinto em mg L™
(amostras1-6) e vinho branco (amostra 7) empregando o método proposto e pelo
procedimento padrao (Ripper).

Amostra SOz livre SO, total
Optodor ~ Padrdo™™* Optodo Padrao>*™*
1 15,4+ 0,1 15,2+ 0,5 65,2+14 62,8 +1,8
2 419+0,4 40,5+0,8 110,3+ 0,4 109,7+2,7
3 17,9+0,8 19,9+0,5 80,0+ 3,0 82,9+0,0
4 21,3+0,2 229+1,1 78,8 £ 0,6 80,9+1,5
5 22,7+0,0 24,0+ 0,4 52,1 + 0,1 49,3 + 3,1
6 17,7+ 0,4 18,3+ 0,5 113,3+14 1125+2,0
7 23,9+0,2 24,0+0,5 1146+1,2 117,0+3,1

4.5. Conclusoes

Na determinacao de SO, em amostras de vinho, observou-se que o optodo
estudado contendo 10 pL de solucdo da fase sensora apresentou um
comportamento linear na faixa de 0-50 mg L™ para medidas de SO livre e 0-150
mg L para medidas de SO total, com limites de deteccdo da ordem de 0,37 e
0,70 mg L™, respectivamente. Os limites de quantificacdo foram de 1,2 mg L 'para
SO livre e 2,3 mg L 'para SO; total, e pode ser empregado para determinagdo em

amostras reais.
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Uma fase sensora pode ser usada por até 100 determinagdes, o que
comparando com o optodo desenvolvido na determinacdo de amostras gasosas é
um tempo de vida mais curto, o que se deve a menor quantidade de reagente
empregado.

A frequéncia de amostragem obtida para esse método foi de 10
amostras/hora. Também foi observado que a concentragcdo de sacarose e etanol
presentes na amostra podem interferir na sensibilidade do método, mas isso pode
ser contornado preparando solucbes padrdo com constituicdo semelhantes a
amostra.

Para a validacdo do método proposto foram realizadas medidas com
amostras reais, sendo que foram empregadas amostras de vinho tinto e branco e
nao foi observada diferenca siginificativa no nivel de 95% de confianga entre o
método proposto e o padrdo, indicando que o optodo pode ser empregado de
maneira eficiente.

Os resultados obtidos neste trabalho indicam que a membrana PVC-
Pd2(dppm2)Cl, pode ser empregada na determinagdo de SO» livre e total em
amostras de vinho de maneira rapida, confiavel e simples. Quando comparado
com os métodos descritos na literatura, observa-se que o procedimento proposto é
mais simples, com a mesma eficiéncia. Além disso, um fotémetro pode ser
construido empregando um LED como fonte de radiagédo e um fotodiodo como
detector, fornecendo instrumentagdo necesséria para controle de processos

industriais.
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Capitulo 5

Optodo para determinacao de O, dissolvido

5.1. Introducao

7

Oxigénio é uma espécie quimica de suma importancia, uma vez que é
essencial para a existéncia da vida. A determinacao da concentragdo de oxigénio €
necessaria em diversos campos de pesquisa. Em andlises ambientais, por exemplo,
a quantificacao do teor de oxigénio fornece um importante guia da condigao geral do
ambiente estudado, e para pesquisadores desse campo, rotineira e continuamente
sdo monitorados os niveis de oxigénio na atmosfera e na agua. Numa abordagem
médica, os niveis de oxigénio contidos no ar exalado ou no sangue de um paciente é
a chave para compreender alguns parametros fisiolégicos, sendo que deveriam ser
monitorados continuamente. Outras aplicagdes também podem ser encontradas nas
industrias que, por exemplo, utilizam plantas e/ou microorganismos para produzirem
drogas como antibiéticos'®'4°"%°,

Diversos métodos para a determinacdo de oxigénio tém sido descritos,
62-76

incluindo aqueles baseados em titulagdo®, amperometria®' e quimiluminescéncia

O método de titulagdo de Winkler®® foi amplamente utilizado e durante muito tempo
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considerado o método padrao. No entanto, a baixa freqiéncia analitica e os erros
inerentes aos métodos de titulagdo o excluem como forma adequada de
monitoramento. O desenvolvimento do eletrodo de Clark®' forneceu uma técnica
mais eficiente para a determinacédo da concentracdo de oxigénio e, entao, esse se
tornou 0 método mais convencional para realizar essas medidas. O eletrodo de Clark
€ robusto e seus resultados sdo confidveis. A determinacdo da concentracdo de
oxigénio por meio do eletrodo de Clark é baseado na redugao do oxigénio no catodo.
No entanto, como a passagem do oxigénio através da membrana do eletrodo é
limitada, qualquer fator que possa alterar a resisténcia de difusdo, como a presenca
de interferentes ou a mudanca das condi¢gdes de fluxo em amostras fluidas, podem
causar erros nas medidas. Como a célula também sofre efeito de interferéncias
elétricas e consome oxigénio para a realizacdo de medidas, esse método pode
facilmente gerar erros nos resultados analiticos, além de ter uma baixa freqiiéncia de
amostragem.

Por todos esses motivos, existe um grande interesse no desenvolvimento de
novos procedimentos mais eficientes para a determinacédo de oxigénio dissolvido e
os optodos representam uma alternativa viavel nessa area.

Os optodos, em geral, sdo dispositivos de baixo custo, faciimente
miniaturizados, de simples manuseio e que nao sofrem influéncia elétrica tampouco
consomem o0 analito ao realizar as medidas. Muitos dos optodos desenvolvidos para
determinagdo de oxigénio gasoso ou em meio liquido, empregam a luminescéncia
como principio de medida. Optodos baseados na supressdo de fotoluminescéncia
usualmente medem a intensidade de luminescéncia ou tempo de vida de um
luminoéforo orgénico imobilizado em um filme polimérico, e esse fator tem relacao
com a concentragdo de oxigénio dissolvido presente na amostra®*.

No desenvolvimento de optodos, a escolha do lumin6foro adequado e da
matriz sdo fatores cruciais para que se obtenha um sensor com bom desempenho.
Desde 1991, diversos sensores para determinacao de oxigénio tém sido descritos.
Em 1985, um método baseado no tempo de supressdo de fosforescéncia foi
introduzido como forma de determinar a concentracdo de oxigénio em sistemas

bioldgicos. A possibilidade de uso desta técnica para desenvolver um novo sensor
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para determinacdo de oxigénio gasoso baseado na imobilizagcdo de luminéforos
organicos tem se tornado um atrativa, devido a existéncia de diversas espécies
organicas que possuem luminescéncia a temperatura ambiente. Esses optodos
respondem especifica e reversivelmente na presenga de oxigénio molecular pela
mudancga na intensidade de luminescéncia emitida pelo sensor, visto que o oxigénio
€ um forte supressor de energia quando na presenca de luminéforos em estado
eletronicamente excitado®*.

Com relacdo aos Iluminéforos, os mais comumente empregados na
determinacao de oxigénio dissolvido sdo os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(pirenos e seus derivados, quinolina e fenantreno), complexos de metais de transicao
(Ru*, Os?, Ir**) e metaloporfirinas (Pt?*, Pd**, Zn?+)86167,

Dentre esses luminéforos, as porfirinas de paladio e platina estdo entre

aquelas que possuem um rendimento de fosforescéncia (¢, )que varia entre 10* e 1

a temperatura ambiente. O tempo de vida de fosforescéncia é longo, tipicamente
menor que 3 milisegundos. Especialmente o octaetilporfirinato de platina ou de
paladio (PtOEP e PdOEP) apresentam forte fosforescéncia a temperatura ambiente
com elevado rendimento quéantico (¢,<0,5) e longo tempo de vida
(aproximadamente 100 ps para PtOEP e 70 ps para PdOEP)’. Alguns optodos
baseados na supressdo de fosforescéncia de PtOEP imobilizado em um polimero
(poliestireno, silicone e outros) na presenca de oxigénio foram desenvolvidos. Como
o luminéforo interage com as moléculas do polimero, a sensibilidade das matrizes é
fortemente dependente do tipo de polimero empregado. Sdo desejaveis 0s polimeros
permedveis a oxigénio com pequena barreira de difusdo para oxigénio e elevada
estabilidade em relagdo a fotooxidacdo. A luminescéncia do PtOEP é suprimida na
presenca de oxigénio gasoso ou de cloreto de hidrogénio e ndo é suprimida na
presenca de gas nitrogénio, gases nobres e diéxido de enxofre®”:®.

Como o luminéforo interage com as moléculas do polimero, a eficiéncia da
fase sensora é extremamente dependente das propriedades do polimero a ser
empregado como matriz'*%®'. As matrizes poliméricas empregadas no
desenvolvimento de optodos para determinacdo de oxigénio devem ser altamente

permeaveis ao analito. As mais usadas sao 0s polimeros organicos como
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poli(estireno) — PS, poli(metilmetacrilato) — PMMA, cloreto de poli(vinila) — PVC,
etilcelulose — (EC) e polimeros de silicone, sendo que este Ultimo apresenta elevada
permeabilidade ao oxigénio®®.

De maneira geral, os polimeros de silicone possuem elevada permeabilidade
ao oxigénio, grandes estabilidades mecéanica e quimica, ndo sofrem efeito de foto-
oxidacao, além de nao interferirem nas medidas de fluorescéncia do luminéforo.
Nesse grupo se destaca o poli(dimetilsiloxano) (PDMS). E um dos mais importantes
polimeros de silicone devido a sua estabilidade térmica e quimica. E um elastémero
hidrofébico denso que tem sido aplicado na quimica inorganica para a imobilizacao
de catalisadores de oxidagcdao, como metaloporfirinas. No entanto, para algumas
aplicacdes o uso de PDMS produz membranas com pouca resisténcia mecanica.
Trabalhos recentes mostraram que o uso de silica melhora as propriedades quimicas
do optodo e altera a difusdo e a permeabilidade ao oxigénio. Dessa forma, torna-se
necessario um estudo mais detalhado sobre a influéncia da silica no desempenho de

membranas para determinagdo de oxigénio dissolvido’”"®.

5.2. Objetivos especificos

Sao objetivos dessa fase do trabalho:
1. Desenvolver um optodo empregando o derivado de porfirina PtOEP como
fluoréforo para a determinagéao de oxigénio dissolvido em agua;
2. Avaliar a silicona mais eficiente, influéncia do teor de silica, faixa linear de
resposta, vida util, tempo de resposta, seletividade e sensibilidade da fase
Sensora;
3. Aplicar em amostras reais de agua mineral com e sem gas, aguas de

torneira e agua de rio.

77



Capitulo 5 — Optodo para determinacdo de O, dissolvido

5.3. Experimental

5.3.1. Reagentes e solucoes utilizados

Os reagentes empregados durante todo o trabalho foram de pureza analitica.
Na preparacao da fase sensora foi utilizado o PtOEP (Scientific Porphyrin Products)
e PDMS Silastic T2 (monémero e agente reticulante) fornecido pela empresa Dow
Corning.

Foi empregado como solvente o diclorometano, CHxCly (Mallinckrodt
Chemicals). O ar sintético utilizado nas determinacdes foi obtido por meio da
empresa White Martins e o N, faz parte da linha de gases do Instituto de Quimica da
UNICAMP. Na preparagdo de membranas livres de silica foram empregados os
seguintes reagentes: poly(metilsiloxano) — PMS; Vinil poli(dimetilsiloxano) PDMS-Vi;
o reagente 1,3,5,7, tetrametil, 1,3,5,7-tetravinilsiioxano — D4V e complexo de
divinil(tetrametilsiloxano) de platina. Todos os reagentes eram da marca Dow
Corning.

Como método padrdo foi utilizado um eletrodo de Clark (marca WTW e
modelo 340i), com determinacdo simultanea da temperatura e do teor de O
dissolvido. As amostras empregadas para a validagcado do método foram: 3 marcas de
agua mineral e 1 marca de agua mineral com gas compradas em supermercado,
aguas coletadas na lagoa da Unicamp, no riacho Ribeirdo das Pedras (proximo a
fazenda Rio das Pedras) e agua de torneira coletada no laboratorio I-144 do Instituto
de Quimica da UNICAMP.

5.3.2. Optodo com base no reagente PtOEP

5.3.2.1. Preparo de solucoes

Solugdes do reagente PtOEP em CH,CIl, foram preparadas na concentragao
1,0x107* mol L™ visando avaliar os comprimentos de onda de excitagao e de emissao

para o derivado de porfirina estudado.
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5.3.2.2. Imobilizacao do reagente empregando polidimetilsiloxano
(PDMS)

As membranas de PtOEP em PDMS foram preparadas de acordo com o
seguinte procedimento: 500 uL da solucao do luminéforo foram adicionados a 1,0 g
da prévia mistura de mondémero e catalisador (10:1 m/m). Essa mistura foi
homogeneizada e distribuida em |laminas de vidro (26 mm de largura, 76 mm de
comprimento e 1 mm de espessura) e armazenadas durante 24 horas em
dessecador para reticulacdo. Essa lamina de vidro previamente recebeu uma
moldura feita com fita isolante comercial e a mistura foi distribuida na area delimitada
pela fita com o auxilio de uma baqueta de vidro ndo esmerilhada (Figura 22). A
Tabela 10 mostra as concentracdes de solucao de PtOEP em CH.Cl, empregadas

y 4

(A) (B) (C)
Figura 22. (A) Lamina de vidro com fita isolante comercial nas bordas recebendo a

nesse trabalho.

Q D)

solucdo da fase sensora, (B) fase sensora homogeneamente espalhada e (C) fase
sensora retirada da lamina de vidro apds a reticulagao.

Para os estudos acerca da influéncia do teor de silica no desempenho dos
optodos, foram adicionados a solugédo do PtOEP diversas quantidades de silica gel
para cromatografia (tamanho de particula ~10um) marca Sigma (H-7256). Foram
incorporados 1, 5, 10, 20 e 30% de silica (m/m) as membranas e depois foi realizado

o procedimento normal para reticulagcado das membranas.
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Tabela 10. Composicoes das membranas em 1,0 g de PDMS/agente curante (10:1).

Membrana 1 2 3 4
PtOEP em CHQC'Q
(mol L™

4,0x10°® 6,0x107° 8,0x10°3 1,0x1072

Na preparacdo de membranas livres de silica, utilizou-se o0 seguinte
procedimento: foram misturados em um becker de plastico os reagentes vinil-
poli(dimetilsiloxano) PDMS-Vi; 1,3,5,7, tetrametil, 1,3,5,7-tetravinilsiloxano — D4V,
poly(methilsiloxano) — PMS, na proporcao (4,5:0,15:0,35). A mistura dos trés
reagentes foi homogeneizada e por fim acrescentado 1 gota do catalisador complexo
de divinil(tetrametilsiloxano) de platina. Apos total mistura dos reagentes, eles eram
dispostos em laminas de vidro, conforme descrito na Figura 25.

5.3.2.3. Misturador de gases

Na determinacao de O, dissolvido em agua foi empregado um sistema
contendo dois controladores méssicos de fluxo com vazées maximas de 1000 mL
min” e um médulo de controle (Aalborg), obtendo assim diferentes concentragées do

analito.

5.3.2.4. Celas de medidas

Para as medidas de O, gasoso e dissolvido foram empregadas celas de
medidas com geometria de simples manuseio com o objetivo de se obter o melhor
desempenho para os sinais obtidos para as diferentes fases sensoras analisadas.
Pequenas variagcbes foram implementadas se eram realizadas medidas de O

gasoso ou dissolvido.
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Como a solubilidade de O, na agua é dependente da temperatura, foi
desenvolvida uma cela de medidas que mantivesse a temperatura constante ou que
permitisse somente pequenas variagbes de temperatura. Para tanto, foi empregado
um recipiente em vidro com capacidade de aproximadamente 40 mL que permitia a
passagem constante de um fluxo de agua sob temperatura controlada em sua porgéao
externa, sem entrar em contato com o conteudo do interior da cela de medidas
(Figura 23). Esse banho termostatico manteve a temperatura entre 24,8-25,3°C
durante todo o tempo de trabalho.

Na tampa do recipiente foi feito um orificio onde poderia ser inserido o feixe
bifurcado de fibras Opticas ou o eletrodo de Clark, dependendo do experimento a ser
realizado (Figura 23).

Para medidas onde eram coletados simultaneamente os valores de O
dissolvido pelo eletrodo de Clark e pelo optodo, a cela de medidas era composta de
duas partes, conforme mostrado na Figura 26B. A amostra era inserida no recipiente
que continha o eletrodo de Clark, fechado e por meio de um fluxo gerado por uma
bomba peristaltica (CP78001-12 ISMATEC), a amostra era carregada até a cela
onde ficava localizada a fase sensora, formando um fluxo interno entre os dois
frascos (amostra e detecgcdo). Todos os tubos empregados para a formagao do fluxo
continuo eram de Teflon, a fim de evitar a permeacao de O, e conseqlientes erros

nas medidas.

5.3.2.5. Formas de medidas e descricao das amostras analisadas

Inicialmente foram realizados experimentos para verificar se havia resposta da
fase sensora ao O atmosférico. Dessa forma, as membranas preparadas foram
submetidas a misturas Ny/ar sintético com concentragdes que variaram desde 0 até
20% de Oo.
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Bomba
peristaltica

Sistema
de aases 2 3
F— T Sistema

de aases
el
==

=
agua

(A) (B)
Figura 23. Celas utilizadas na medida de (A) Oz gasoso e (B) O, dissolvido, sendo 1
e 6 — feixe bifurcado de fibras épticas, 2 e 3 — entrada e saida de gases, 4 — eletrodo
de Clark e 5 — saida de gases. Observa-se que o sistema esta inserido em um banho

de agua cuja temperatura era controlada (25,0+0,2)°C.

Também foi feita uma calibracdo do método proposto com o eletrodo de Clark.
Foi adicionada agua desionizada ao frasco que recebe a amostra e, entao, diferentes
misturas de Ny/ar sintético foram inseridas no frasco que contém a amostra. Um
pequeno orificio foi feito na tampa desse frasco para que o gas inserido fosse
liberado facilmente. O gas era borbulhado durante aproximadamente 10 minutos e,
entdo, eram registrados os valores de O, dissolvido no eletrodo de Clark.

Foram realizados experimentos nos quais se fazia aquisicdo dos valores de
oxigénio dissolvido pelo eletrodo de Clark e aqueles obtidos por meio do optodo.
Para tanto, empregou-se a cela de medidas mostrada na Figura 26B. Nesses
estudos as curvas analiticas foram construidas empregando as misturas de Ny/ar
sintético mostradas na Tabela 11. As concentragdes variam desde a auséncia de O,
até o ponto de saturacao de O, dissolvido na agua na temperatura proposta. Essas
misturas eram borbulhadas em agua deionizada durante aproximadamente 10

minutos e, entéo, registrados os valores obtidos por ambos os métodos.
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Tabela 11. Vazdes de ar sintético e N> empregadas para obter misturas com diversas
concentragoes finais de O, dissolvido na &agua para construir uma curva de

calibracdo analitica com as membranas estudadas.

Vazao ar sintético Vazao N,

(mL min™) (mL min™)
1000 0
950 50
925 75
900 100
875 125
850 150
750 250
625 375
500 500
375 625
250 750
125 875
0 1000

Para a validacdo do método proposto, foram estudadas sete diferentes
amostras pelos dois métodos, classificadas como mostra a Tabela 12. Buscou-se
analisar amostras que tivessem teores de O; dissolvido bem diferentes para verificar

0 desempenho do optodo.
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Tabela 12. Classificacdo das amostras reais empregadas na validacdo do optodo
para medidas de O dissolvido em agua.

Amostra Descricao

Agua de torneira coletada no laboratério 1-144 do 1Q da
Unicamp

Agua mineral sem gas 1

Agua mineral sem gas 2

Agua mineral com gas 1

Agua de mar

Agua do riacho Ribeirdo das Pedras

N o) o Al WODN

Agua da lagoa da Unicamp.

5.3.2.6. Instrumentacao

Para todas as medidas realizadas foi empregado um feixe bifurcado de fibras
opticas (Ocean Optics), um espectrofotdmetro com arranjo de CCD (Ocean Optics
USB2000) e os sinais foram registrados na forma de espectros através do programa
computacional OOIBase32. Para as medidas de intensidade de reflectancia da fase
sensora exposta a diferentes concentragdes de O, gasoso e dissolvido foi utilizada
uma fonte Oriel com lampada de arco xenénio (150 W). O comprimento de onda para
excitagdo foi 535 nm e para emissao foi 646 nm. Para calibragdo do método e
comparacgao dos resultados foi empregado um eletrodo de Clark.

5.3.2.7. Obtencao dos resultados

O equipamento de medida que emprega o eletrodo de Clark fornece os
resultados de temperatura (°C) e O, dissolvido (mg L") simultinea e

instantaneamente. Nenhum céalculo matematico foi utilizado com esses dados.
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Para os resultados do optodo, os espectros de fluorescéncia obtidos para as
amostras em diferentes concentracées de O, nado foram avaliados na sua forma
bruta. Para as determinacdes de O gasoso e dissolvido as medidas foram realizadas
com base na supressao de fluorescéncia do composto PtOEP pelo oxigénio. Neste
trabalho a supressao resulta principalmente da colisdo entre o supressor (O.) e a
molécula fluorescente (PtOEP).

A intensidade da radiacdo emitida por uma espécie que contenha um material
que sofre supressao de fluorescéncia por oxigénio é inversamente proporcional a
concentracao de oxigénio. A relagao tedrica entre intensidade de fluorescéncia e
concentragdo de oxigénio é dada pela equacédo de Stern-Volmer*’:

L %o k01— 1+, [0]
I T

Nesta equacao Ip e | sdo as intensidades da fluorescéncia na auséncia e na
presenca do supressor (O), respectivamente; 7p € 7 sdo os tempos de vida da
fluorescéncia na auséncia e na presenca do O, respectivamente; k» € a constante
bimolecular; [Q] é a concentragdo do supressor e ks, € a constante de supressao
dindmica de Stern-Volmer.

Os dados de supressao sdao comumente apresentados em um grafico de ly//
versus [Q], onde se espera uma dependéncia linear para a concentracdao do
supressor. Esse gréfico é interceptado em 1 no eixo y e a inclinacao da curva é Ks,.

5.4. Resultados e discussao

5.4.1. Avaliacao dos espectros de absorcao

Antes de avaliar os suportes para a imobilizacdo do reagente, foram
preparadas solugbes do derivado de porfirina PtOEP em CHxCl, para a obtengéao do
espectro de absor¢ao na regiao do UV/VIS. Para isto, foram utilizadas solugdes 1,0 x
10 mol L' em atmosfera livre de O,. Observou-se a presenca de bandas em 386

nm, conhecida como banda de Soret e outra banda em 535 nm, conhecida como
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uma das diversas bandas Q relativas ao complexo. Apesar da segunda banda
apresentar menor intensidade, foi observado que ela € mais empregada como
comprimento de onda de excitagdo no estudo de fases sensoras com base no
PtOEP®"7® e, por esse motivo, foi aplicado em todos os experimentos.

Também foi feito um estudo para verificar se hd mudanga no espectro de
absor¢cdo do PtOEP quando imobilizado em PDMS. O experimento foi realizado
submetendo uma membrana a alternados fluxos de N> e O,. Conforme a Figura 24,
observa-se que ha um deslocamento de aproximadamente 10 nm para ambas as
bandas observadas, sendo que as mesmas aparecem em 392 e 546 nm. Iniciou-se
de maneira efetiva o processo de incorporacdo do reagente PtOEP em PDMS
usando um filtro que permite passar a radiagcdo com maximo de absor¢do em 535 nm
e com 20 nm de largura de banda a meia altura. Ao usar esse filtro para selecao do
comprimento de onda de excitagdo do complexo, observa-se o0 aparecimento de uma
banda larga em 646 nm tanto para estudos da solugdo do complexo quanto para
membranas de PtOEP quando submetidas a uma atmosfera livre de oxigénio. Dessa
forma, todo o estudo foi realizado com base na excitagdo na faixa de 530-550 nm e

emissao em 646 nm.
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I
]

A/386 nm

w
1

/535 nm

—_
1

Intensidade de fluorescéncia (u.a.)
N
1

o
|

300 400 500 600 700 800
Comprimento de onda (nm) (A)
0,8 -
. 392 nm
0,74
0,6 1
0,54
0,4__ 546 nm
0,34

0,2

Intensidade de fluorescéncia (u.a.)

0,1+

0,0 T T T T T T v 1
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Comprimento de onda (nm)
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Figura 24. Espectros de absorbancia obtidos em atmosfera livre de oxigénio, sendo
(A) em solucdo 1,0 x 10 mol L' de PtOEP em CHxCl; e (B) para a membrana 2 de
PtOEP imobilizado em PDMS.
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5.4.2. Imobilizacao do reagente PtOEP em PDMS livre de silica

Nessa etapa todas as membranas preparadas tinham grande adesao ao vidro
e por ndo possuirem silica em sua constituicdo, eram membranas de facil
rompimento. As matrizes iniciais tinham espessura de aproximadamente 0,3 mm e
ndao podiam ser retiradas da lamina usada para reticulacdo. Foram também
realizados experimentos com membranas de maior espessura (1 e 2 mm) e essas
membranas foram colocadas para reticulacdo em frascos de Teflon. Essas matrizes
nao apresentavam variagao de sinal analitico quando submetidas a variacdes de 0-
20% de O gasoso, inserindo N2 e ar sintético sob vazéo controlada de 1000 mL min’

' Dessa forma, essa matriz foi descartada.

5.4.3. Imobilizacao do reagente PtOEP em PDMS

Inicialmente, a avaliagao foi realizada para determinacao de O, em ambiente
gasoso, inserindo Ny e ar sintético na vazdo 1000 mL min™', obtendo assim misturas
de 0 e 20% de O,. Os resultados obtidos para todas as membranas estudadas séao

mostrados na Tabela 13.

Tabela 13. Variacbes de intensidade de sinal obtidas com as diferentes composicoes
de membrana preparadas com PDMS/PtOEP submetendo as membranas a 0 e 20%
de oxigénio gasoso.

PtOEP Variacao da intensidade do sinal em 646 hm
Membrana ]
(mgL™) (u.a.)
1 4,0x10° 439
2 6,0x107 449
3 8,0x107 562
4 1,0x10 481
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Observa-se que todas as membranas estudadas reagiram de forma
satisfatéria na presenca do analito (Figura 25), sendo que a maior variacao de sinal
era obtida depois de decorridos entre 20-40 segundos da insercdo do gas. As
membranas também apresentaram um bom desempenho na auséncia do analito,
retornando a linha base depois de decorridos cerca de 2 minutos. Todas as

membranas apresentaram espessura média de 0,22 £ 0,02 mm.

800

700 1
‘S 600
S 500
D
(7]
S 400+
"~ 300-
200+ e
550 575 600 625 650 675 700 725 750
Comprimento de onda (nm) (A)
80
Y=A+B*X .
701 A=-283107 .
60| B=357385 >
R = 0,99407
50 1
=40 "
- (]
301 .
20+
10+
"
O#%/I'I'I'I'I'I'I'I'I'I
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
*O; (B)
Figura 25. Desempenho de fases sensoras em ar; (A) intensidade de reflectancia na
auséncia de O, para membranas contendo PtOEP nas concentragdes: — 8x10°
mol L™, 1x102 mol L™, — 6x10° mol L™, 4x10° mol L' — presenca de O

(independente da concentracdo da membrana) e (B) grafico de Stern Volmer da

membrana 3 no intervalo 0-20% O, em atmosfera gasosa.
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A maior variagéo de sinal foi obtida com a membrana 3. Uma concentragdo
maior foi estudada, no entanto as membranas comegaram a apresentar separacao
de fases, sendo entao descartadas.

Foi construida com a membrana 3 uma curva analitica também em ambiente
gasoso variando as concentragdes de 0-20% de O, (Figura 25). Observa-se que para
amostras gasosas pode se obter linearidade empregando a equacdo de Stern-
Volmer, conforme ja descrito na literatura. Essa composicdo de membrana foi
empregada em todos os experimentos posteriores devido as suas caracteristicas
promissoras.

A partir disso, foi iniciado o estudo para determinacdo de O, dissolvido em
agua. Para tanto, foram construidas curvas analiticas com as membranas ja
descritas e pode-se observar que a intensidade de fluorescéncia diminui com o
aumento da concentracdo de oxigénio dissolvido para todas as membranas
estudadas, conforme mostrado na Figura 26. Os graficos da intensidade de
fluorescéncia (646 nm) em fungdo da concentragcdo de O, dissolvido mostram que
esse decaimento é exponencial e esse comportamento foi observado para todas as
membranas analisadas.

Ao realizar os célculos com base na equacgao de Stern-Volmer para os dados
mostrados na Figura 29 pode-se observar que a supressao é tipica para um sensor
de Oz dissolvido (Figura 27). Para concentragdes que variam de 0,007-1,00 mg L™ de
O: dissolvido, observa-se um comportamento linear e a partir desse ponto ha uma
curvatura, o que foi observado para esse grupo de membranas estudadas. Esse
comportamento foi maior para as membranas 1 e 2 que para as membranas 3 e 4.
No entanto, aqui, como no ambiente gasoso pode-se observar que a membrana 3
apresenta maior variacao de sinal para todas as concentragdes estudadas, além de
apresentar maior sensibilidade.

90



Capitulo 5 — Optodo para determinacdo de O, dissolvido
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Figura 26. Intensidades de fluorescéncia obtidas submetendo as membranas: = 1,

+2, 43 e v4 adiversas concentracdes de oxigénio dissolvido (0,07-5,95 mg L ™).

] = y=(2,30,9)+(5,740,3).x r°=0,99348
350 © y=(1,9:0,8)+(550,2)x r’=0,99528
] y=(2,4+0,8)+(3,2+0,2).x ’=0,98483
30 y=(2,5+0,7)+(2,410,2).x ’=0,97836

Figura 27. Graficos de Stern-Volmer a partir dos dados obtidos na Figura 26 para as

membranas = 1, ¢2, 43¢ v4,

Com base na literatura®***, essa curvatura pode ter sido ocasionada por uma
fluorescéncia residual que nao é suprimida mesmo nas maiores concentracoes de O
dissolvido (supressor). Este fato pode ser devido a muitos fatores, tais como o fato

de algumas moléculas do PtOEP (fluoréforo) estarem em posigdo inacessivel ao
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supressor, pelo fato de haver quantidade insuficente de supressor disponivel para
desativar todas as moléculas do fluor6foro ou mesmo porque o PtOEP tenha
formado agregados que sao pouco ou nao reativos com o O, dissolvido presente no
meio.

Assim, a supressao dinamica deve ser analisada assumindo que o fluoréforo
nao estd homogeneamente espalhado na membrana, formando assim sitios com
diferentes niveis de acessibilidade as moléculas de oxigénio. Também a presenca de
agregados de moléculas do fluoréforo com diferentes tamanhos pode variar a
sensibilidade com relagdo ao supressor e fornecer semelhantes resultados.
Assumindo que a distribuicdo das moléculas altera a sensibilidade do optodo frente

ao supressor, a equacao de Stern-Volmer pode ser escrita da seguinte forma:

L, {Z k10,1 }
I,~1) 1+k,,[0,]
onde f; & a fracao de moléculas do fluoréforo i, tendo uma constante de supressao
Ksi- Isso pode ser escrito como:
I, 1 1

= +
(=1  fk,[0,] f

onde f = Xf;que é a fragdo molar maxima de moléculas do fluoréforo que pode ser

suprimida pelo O,. Se todas as moléculas do fluoréforo sdo suprimidas com o mesmo
grau, f=1.

Com base na equacéao de Stern-Volmer modificada construiu-se um gréfico de
(lIo/lo-) em fungcao de 1/[O2], conforme mostrado na Figura 28. As equacgdes de reta
obtidas sao apresentadas na Tabela 14. Observou-se que no nivel de 95% de
confianca para os valores do coeficiente linear a partir da Figura 28, observa-se que
para as membranas 1 e 2 aproximadamente 2 e 4% do fluoréforo estéo inacessiveis
ao O, dissolvido ou estdo na forma de agregados néo reativos, respectivamente. O
mesmo comportamento ndo foi observado para as membranas 3 e 4, provavelmente

pelo fato de conter uma quantidade maior de reagente.
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Figura 28. Graficos modificados de Stern-Volmer a partir dos dados obtidos na Figura
27 para as membranas = 1,/¢2, »3 e v4.

Tabela 14. Curvas analiticas obtidas com base na equacdo modificada de Stern-

Volmer empregando os resultados obtidos na Figura 5.

Membrana Curva analitica

IF = (0,99 + 0,01) + (0,15 + 0,01) [O2], r* = 0,99938
IF = (0,99 + 0,01) + (0,17 + 0,01) [O2], r* = 0,99951
IF = (1,02 £ 0,01) + (0,17 + 0,01) [O5], r* = 0,99970
IF = (1,04 + 0,01) + (0,17 + 0,01) [O], r* = 0,99993

AW N =

Dessa forma, verificou-se que em todos os estudos realizados, a membrana 3
apresentou os resultados mais satisfatérios. Provavelmente nessas membranas
também existem sitios inacessiveis ou em forma de complexos. No entanto devido a

sua elevada quantidade, o fluoréforo nao interferiu na resposta do optodo.
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5.4.4. Estudo da influéncia do teor de silica adicionada a membrana

Com o objetivo de aumentar a permeabilidade do O, dissolvido no optodo,
foram adicionadas diferentes quantidades de silica (1, 5, 10, 20 e 30%) a membrana
3. Observou-se que as membranas que receberam silica ndo eram transparentes
apos a reticulacao.

Foram construidas curvas analiticas nas concentragdes 0,07-5,95 mg L™ O,
dissolvido para todas as membranas estudadas e observou-se que a permeabilidade
ao oxigénio aumenta na presenca de silica e que essa relagdo é diretamente
proporcional ao teor de silica adicionado. Observa-se que ha um aumento na
linearidade das curvas analiticas desde 1 até 20% de incremento de silica e que a
membrana que recebeu 30% de silica j& demonstra perda de sensibilidade. Essa
membrana (com 30% de silica) apresentou grande dificuldade para preparacéo,
demonstrando que nao é uma composicao adequada para esse tipo de abordagem.
A membrana que apresentou os melhores resultados foi aquela preparada com a
constituicao de membrana 3 e com adicao de 20% de silica, como pode ser
observado na Figura 29.

1/Al

0? T T 1

o 1 2 3 4 5 6 7 8
mg L" O, (clark)

Figura 29. Curvas analiticas 0-7,41 mg L™ de oxigénio dissolvido obtidas a partir da

membrana 3 cotendo silica nas seguintes concentragdes: = 0%, * 1%, 5%, ¥10%,
20% e +30%.
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Em estudos anteriores®*® foi realizada a determinagédo do teor de O, em
amostras gasosas empregando membranas de PtOEP/PDMS com a adicao de
nanoparticulas de silica (~10 nm). Com o aumento da quantidade de silica houve
diminuicdo da sensibilidade do optodo. No entanto, em estudos anteriores a esse foi
observado que o tipo de PDMS empregado pode afetar o desempenho do optodo, e
deve-se levar em consideracdo a formulagdo do produto a ser utilizado. O PDMS
empregado nesse trabalho tem um teor ndo determinado de platina e de silica na sua
formulacdo e, provavelmente, a platina tenha aumentado o desempenho das
membranas, visto que a silicona é um dos melhores suportes sélidos encontrados
em um estudo que avaliou a influéncia de silica e de diferentes tipos de polimeros no
desenvolvimento de optodos para determinagdo de O, gasoso*’. Neste trabalho, que
nao empregou nanoparticulas, o aumento do teor de silica de 0,9 para 4,8% em
massa levou a obtencdo de curvas mais lineares que na presenga do polimero
puro>.

Para os experimentos realizados com aumento do teor de silica as
membranas, observou-se um comportamento semelhante ao obtido em trabalho
anterior®. Isso provavelmente é devido ao tamanho das particulas aqui empregadas,
que apresentam diametro maior (~10 um) e também pelo fato de ter sido adicionada
uma grande quantidade de silica as membranas (até 30% m/m), o que garante maior
linearidade da curva analitica.

Dessa forma, adotou-se como membrana otimizada aquela preparada a partir
da composicao da membrana 3 com a adicdo de 20% de silica. Essa sera a
membrana a ser caracterizada e empregada na determinagdo de O, dissolvido em

amostras reais.

5.4.5. Repetibilidade e tempo de resposta

A repetibilidade do sistema foi avaliada submetendo a membrana a medidas
consecutivas (n=14) de O, dissolvido em &gua com uma amostra de A&gua
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desionizada (Figura 30). Esse experimento mostrou que nao ha grande variacao da
intensidade do sinal, fornecendo um desvio padrao relativo de 1,0% (383 £ 4 u.a.).

Foram utilizados os graficos de reflectancia em funcdao do tempo para
determinar o tempo de resposta do optodo. Sua definicao foi detalhada no Capitulo 3
dessa Tese. Uma curva de resposta x tempo obtida para o sensor construido é
apresentada na Figura 30.

Ar sintético
600

500

400 1

300

200 - L

\Nz
0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Tempo (minuto)

Intensidade de Reflectancia (u.a.)

Figura 30. Curva de supressao de fluorescéncia em funcdo tempo a 646 nm com
insergoes alternadas de N e ar sintético borbulhados em agua deionizada.

As setas indicam o inicio da insercdo de ar sintético na parte superior da curva
e N2 na parte inferior. A parte inferior (supressdo de fluorescéncia) indica o sinal
obtido em 7,41 mg L' de O, na cela de medias a 25°C. Com base no tempo de
resposta tgpy,, Observa-se que sdo necessarios 0,68 + 0,13 minutos para inserir no
analito e 2,69 + 0,12 minutos para reverter o sinal. Comparando com outros sensores

para O dissolvido, é um tempo apropriado®'-62:67:6976
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5.4.6. Faixa linear de resposta e limite de deteccao

Inicialmente foi feita uma calibragdo do sistema empregando somente o
eletrodo de Clark. A calibragao foi feita preparando as misturas de Ny/ar sintético e
inserindo-as em agua deionizada para determinacao por meio do eletrodo de Clark a
fim de saber a concentracdo maxima de O, que se pode obter ao borbulhar ar na
agua a 25°C. Diversas misturas foram preparadas e os resultados obtidos séo
mostrados na Figura 31. Observou-se que nao é possivel atingir um nivel maior que
7,44 mg L' de O; na agua a essa temperatura. Avaliando as normas do Conselho
Nacional do Meio Ambiente®*, que regulamenta de 2,0-6,0 mg L' como niveis
minimo e maximo para a concentragdo de O dissolvido em diferentes classes de
agua, foram construidas curvas analiticas variando a concentragéo de O, na agua de

0,07-5,95 mg L', com temperatura controlada a 25°C.

mg L O, dissolvido (Clark)
T
| |
[ |

% O, na mistura gasosa

Figura 31. Concentracdes obtidas por meio do eletrodo de Clark na calibracao do
sistema proposto com temperatura controlada (25°C). Os resultados representam

médias obtidas a partir de 4 medidas (as barras de erro sdo menores que 0s pontos).
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Apo6s a verificacao do desempenho satisfatério da cela de medidas, passou-se
para o estudo do optodo. As curvas analiticas foram construidas com amostras com
concentracao de O dissolvido conhecidas e inseridas na cela de medidas (Figura
26B).

Para verificar a faixa linear de resposta da fase sensora foi construida uma
curva de calibragdo de 0,07-5,95 mg L' de O, dissolvido em 4gua. A regressao linear

obtida para esta curva foi:

lo/Al = (0,16 + 0,01) + (4,35 + 0,03) [O2], r* = 0,99764
onde lp/Al é a razao entre a intensidade de fluorescéncia na auséncia do supressor e
a diferenca entre a intensidade de fluorescéncia na auséncia de fluorescéncia e a
intensidade de fluorescéncia na presenca de determinada concentracdo de

supressor e [O] é a concentracdo de oxigénio dissolvido na amostra em mg L.

A curva analitica € mostrada na Figura 32:

30

/Al
o
1

o 1 2 3 4 5 6
mg L" O, (Clark)

Figura 32. Curva analitica obtida para concentracdes de 0,07-5,95 mg L™, com
temperatura controlada a 25°C.
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O limite de detecgao obtido foi da ordem de 0,0077 mg L' de O, dissolvido e
de quantificagdo foi de 0,258 mg L' de O dissolvido. Para todas as medidas
realizadas nessa curva analitica, o desvio em torno da média variou de
aproximadamente 0,53% do valor medido. Esses resultados atingem os niveis de
concentracao exigidos pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente, mostrando que o
optodo pode ser empregado na determinagao de O dissolvido em diferentes corpos
d’agua’’.

Na validacao dos resultados obtidos com o método proposto, foram realizadas
simultaneamente medidas com o Eletrodo de Clark e com o optodo. Os resultados
obtidos pelos dois métodos sdo mostrados na Tabela 15. Nao foi observada
diferenca significativa entre os dois métodos em um nivel de 95% de confianga. A
relagéo entre os resultados obtidos com o optodo e o eletrodo de Clark é “sensor = (-
0,18 + 0,271) + (1,05 + 0,05) x Clark; r* = 0,996”. N4o h4 erro sistematico no método
proposto, pois os coeficientes angular e linear sao proximos de 1 e O,

respectivamente.

Tabela 15. Resultados obtidos para O, dissolvido para 7 amostras de agua

empregando o método proposto (optodo) e pelo método padrao (eletrodo de Clark).

Amostra O, dissolvido
Optodo Clark
1 5,89 £ 0,02 5,85+ 0,03
2 6,27 £ 0,02 6,13 £ 0,01
3 6,02 + 0,01 6,10 + 0,01
4 7,56 + 0,43 8,06 + 0,03
5 5,56 + 0,03 5,63 £ 0,02
6 2,24 £ 0,01 2,32 £0,02
7 3,87 +£0,05 3,82+0,02
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5.5. Conclusoes

Com os estudos realizados, pode-se concluir que os melhores resultados
foram obtidos com as membranas de PDMS/PtOEP preparada a partir da deposi¢ao
de uma solucdo contendo 8 x 10° mol L' de PtOEP em CHCl,, com a adi¢do de
20% em massa de silica.

Ha aproximadamente 2% de fluoréforo que se encontra em sitios inacessiveis
ou em forma de complexos nao reativos com o oxigénio da amostra. No entanto, nao
foi observada perda de sensibilidade do optodo nessas condigdes.

A repetibilidade do optodo foi avaliada e observou-se que ndo ha grande
variacao da intensidade do sinal, fornecendo um desvio padrao relativo de 1,0% (383
+ 4 u.a.) nas medidas. Estudos do tempo de resposta, mostraram que sao
necessarios 0,68 + 0,13 min para inserir no analito e 2,69 + 0,12 min para reversao
do sinal.

Foi obtido um limite de deteccdo da ordem de 0,0077 mg L™ de O dissolvido.
Para todas as medidas realizadas, o desvio em torno da média variou de
aproximadamente 0,53% do valor medido. A faixa linear de resposta foi de 0,07-5,95
mg L' de O, dissolvido em agua. Dessa forma, esse optodo atinge os niveis de
concentracao exigidos pelo CONAMA na determinacdo de O, dissolvido em
diferentes corpos d’agua. Observou-se que ndo ha erro sistematico com o uso do
optodo, e que 0 mesmo pode ser empregado na determinagédo oxigénio dissolvido
em amostras reais.

O optodo desenvolvido tem uma série de vantagens frente ao eletrodo de
Clark, tais como o tempo de resposta, que € 10 vezes menor que 0 equipamento
comercial empregado para validacao.
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Capitulo 6

Conclusoes gerais e perspectivas

6.1. Conclusoes

Com os estudos realizados na construcao de um optodo para a determinacao
de SOz em ar, pode-se concluir a fase sensora constituida de 20% de PVC, 76% de
plastificante e 4% de complexo de paladio apresenta 6timo desempenho, atingindo
as concentragbes exigidas pelo 6rgao ambiental que rege os niveis maximos de SO,
permitidos na atmosfera. Estudos acerca dos interferentes e figuras de méritos foram
realizados e demonstraram que o optodo sofre efeitos dos gases interferentes e
umidade.

Para a determinagédo de SO, em amostras de vinho, os resultados obtidos
indicam que o optodo estudado pode ser empregado na determinagdo de SO; livre e
total em amostras de vinho de maneira rapida, confidvel e simples. Pode ser
comparado com os métodos usados comercialmente, sendo competitivo no mercado

por ser mais simples e manter uma freqiiéncia de amostragem de 10 amostras/hora.
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Com relagdo ao optodo construido para a determinagdo de O, dissolvido,
pode-se concluir que a fase sensora contendo 8x10° mol L' de PtOEP, com 20% de
silica incorporada, apresentou os melhores resultados. Estudos acerca das figuras
de mérito foram realizadas e observou-se que esse optodo apresenta um
desempenho adequado quando comparado aos ja descritos na literatura. A faixa
linear de resposta foi de 0,07-5,95 mg L' de O, dissolvido em agua, atingindo os
niveis de concentragao exigidos pelo CONAMA na determinacdo dessa espécie em

diferentes corpos d’agua.

6.2. Perspectivas

Pretende-se avaliar o desempenho de optodos para determinagéo de SO, com

base no complexo Pdx(dppm)2Cl, empregando diferentes polimeros;

Desenvolver também optodos para determinacdo de oxigénio dissolvido
utilizando outros tipos de silicone e avaliar da mesma forma a influéncia do teor de

silica para essas membranas;

Com o intuito de construir equipamentos portateis, pretende-se desenvolver a
instrumentagcdo necesséria para automatizar os processos descritos na construgao
dos optodos estudados nesta Tese, com o uso de fotbmetros que empreguem LED

como fonte de radiacéo.
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