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‘Sonhos determinam o que vocé quer. Acédo
determina o que vocé conquista”.
Aldo Kovak
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sendo uma gota de agua no mar. Mas o mar seria menor
se lhe faltasse uma gota’.

Madre Teresa de Calcuta
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ainda, mas pensar o que ninguém ainda pensou, sobre o
gue todo mundo Vvé. ”

Erwin Schrodinger

“Vocé precisa fazer aquilo que pensa que nao é
capaz de fazer’.
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RESUMO

Cachaca é a denominacao dada a aguardente de cana-de-acucar produzida no Brasil
com teor alcoéolico entre 38-48% (v/v). Um dos parametros de qualidade determinado
neste tipo de amostra € a somatoria de furfural e hidroximetilfurfural, com maximo em
5 mg para cada 100 mL de etanol anidro. Essas substancias, além de conferir sabor
desagradavel a bebida possuem potencial mutagénico/ carcinogénico. As
metodologias de analise geralmente utilizadas para determinacdo destes analitos se
utilizam de técnicas cromatograficas que, além do elevado custo do equipamento e
de manutencdo, requem operadores capacitados e utilizam solventes organicos
toxicos, nocivos a saude do operador e ao meio ambiente. Sendo assim, em sua
maioria, as técnicas cromatograficas sdo contrarias aos principios da Quimica Verde.
Dessa maneira, no presente trabalho foi desenvolvida uma nova metodologia para
determinacao de furfural e hidroximetilfurfural em amostras de cachaga que seja mais
rapida, barata e ambientalmente mais amigavel que as metodologias cromatogréaficas
usualmente utilizadas, com deteccédo por espectroscopia de reflectancia difusa. O
método desenvolvido apresentou duas curvas analiticas, sendo a do furfural Ar =
27,117 CY2-0,0271 com R = 0,997 e a do hidroximetilfurfural Ar = 15,822 C*2 - 0,0263
com R = 0,998. Os limites de quantificacdo obtidos para cada um dos analitos
determinados foram de 7,70x10® mol L* para o furfural e de 1,00x10-°> mol L para o
hidroximetilfurfural. Os testes para avaliacdo de interferéncia da matriz apresentaram
resultados de recuperacgao entre 89,5 e 108%, concluindo que a matriz nao influencia
de maneira significativa na determinacéo dos analitos. A metodologia desenvolvida foi
comparada com um método ja descrito na literatura, os resultados obtidos foram
comparados estatisticamente pelo teste t de Student, os valores de t calculados foram
numericamente inferiores que o valor de t tabelado, indicando que ndo ha diferenca
estatistica entre os valores encontrados pelas duas metodologias.

Palavras-chave: Cachaca. Furfural. Hidroximetilfurfural. Reflectancia. Quimica verde



ABSTRACT

Cachaca is the name given to sugarcane spirits produced in Brazil with alcohol content
from 38 to 48% (v/v). One of the quality parameters analyzed is the sum of furfural and
hydroxymethylfurfural, with a maximum value of 5 mg per each 100 mL of anhydrous
ethanol. These two substances have a mutagenic/carcinogenic power, besides they
give a bad flavor to the beverages. The methodologies usually used to determinate the
anlytes are chromatographic techniques that, besides the high cost of the equipaments
and its maintenance, they need toxic organic solvents that are harmful to operators
and the environment. Therefore, chromatographic techniques are mostly against
Green Chemistry principles. In this way, the present study aims to develop a new
methodology to determinate furfural and hydroxymethylfurfural in cachaga samples
that is faster, cheaper and more eco-friendly than the chromatographic methods
usually used, with detection by diffuse reflectance spectroscopy. In the method here
described, it was obtained two analytical curves; furfural curve is Ar = 27.117 C%2 —
0.0271 with R = 0,997 and hydroxymethylfurfural curve is Ar = 15.822 C¥2 — 0.0263
with R = 0,998. Limits of quantification for each analyte were determined as 7.70x10°
mol L to furfural and 1.00x10° mol L to hydroxymethylfurfural. The test to evaluate
matrix interference shows a recovery result between 89,5 and 108%, indicating that
the matrix does not have a significant interference in analytes determination. The
develop methodology was compared against a methodology already described in
literature; the results were compared statically by Studant’s t-test, the calculated values
for t-test were numerically lower then the table value, indicating that there is no
significant statistic difference between values found by both methods.

Keywords: Cachaca. Furfural. Hydroxymethylfurfural. Reflectance. Green chemistry.
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1 INTRODUCAO

1.1 A cachaca no Brasil

Cachaca é a denominacao dada a aguardente de cana produzida no Brasil com
graduacéo alcoéolica entre 38-48%. Esta bebida € obtida através da destilacdo do
mosto fermentado de cana-de-acucar; podendo ser considerada como nédo adocada
se forem adicionados até 6 gramas de sacarose a cada litro de bebida. Cachacas séo
consideradas adocadas se forem adicionados de 6 a 30 gramas de sacarose a cada
litro de bebida. Os termos “cachacga” e “cachacga do Brasil” sao restritos aos produtores
estabelecidos no pais (BRASIL...,2005).

Antigamente, a cachaca era tida como uma bebida de baixo status cultural, sendo
consumida somente pelas classes menos favorecidas da populagéo. Durante o
periodo do Brasil Colonial, teve sua producédo proibida, uma vez que, ap0s sua
popularizacéo, ocasionou a queda da venda da bagaceira, uma aguardente de origem
portuguesa feita através da destilacdo do bagaco de cascas de uva. Por esse motivo,
durante o século XVIII, a cachaca tornou-se simbolo da resisténcia contra o0 dominio
portugués; até final do século XIX e inicio do século XX, volta a sofrer preconceito das
classes mais altas da sociedade que buscavam uma identidade mais europeia.
Somente na Semana de Arte Moderna de 1922, na qual se buscava retomar as raizes
brasileiras a cachaca ganha espaco como icone da cultura popular nacional (SAKAI,
2015).

Em 2014, a cachaca foi exportada para 66 paises, gerando uma receita de mais
de US$ 18,33 milhdes, um aumento de 10% em relacdo ao ano anterior. Dentre 0s
principais destinos da bebida, destacam-se Alemanha, com 15,75% da receita,
Estados Unidos, com 13,73% e Franca, com 9,13%(INSTITUTO...,, 2015).
Anualmente, sdo produzidos cerca de 800 milhfes de litros de cachaca, dos quais,
10,2 milhdes sado destinados a exportacdo. No pais, 0s principais consumidores da
bebida séo os estados de S&o Paulo, Pernambuco, Rio de Janeiro, Ceara, Bahia e
Minas Gerais. (INSTITUTO..., 2015).

O orgéao controlador deste tipo de produto no Brasil é o Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), o qual estabelece uma série de parametros de
qualidade para as cachacas, dentre eles (BRASIL, 2005):

- Acidez volatil, expressa em acido acético com maximo de 150 mg/100 mL de
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etanol anidro;

- Esteres totais, expresso em acetato de etila com méaximo de 200 mg/100 mL
de etanol anidro;

- Aldeidos totais, expresso em acetaldeido com maximo de 30 mg/100 mL de
etanol anidro;

- Furfural+Hidroximetilfurfural com maximo de 5 mg/100 mL de etanol anidro;

- Alcoois superiores, expresso pela soma do alcool n-propilico, alcool isobutilico
e alcoois isoamilicos com maximo de 360 mg/100 mL de etanol anidro.

A producdo da cachaca engloba em média as seguintes etapas (adaptado de

SAKAI, 2015):

Bagaco |<«— Moagem

y

Filtracdo

y

Decantacéao

v

Diluicéo do caldo
de 10 a 20%

v

Fermentacao

v

Mosto
fermentado

v

Cachaca | Destilacdo =—» Vinhoto

Envelhecimento/ Descarte
descanso

v

Envase

N

Figura 1 — Fluxograma das etapas de produgéo da cachaca
Fonte: Elaborado pelo autor, adaptado de SAKAI, 2015
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Ao contrario da maioria dos contaminantes, ndo € somente durante a etapa de
fermentacao que se da a formacao de compostos indesejaveis como furfural (FUR) e
hidroximetilfurfural (HMF). Ambos podem se originar no proprio caldo de cana-de-
acucar, caso a colheita seja antecedida da queima da folhagem, o que pode ocasionar
a geracao de acucares livres (pentoses e hexoses) no caldo, cuja degradacéo acarreta
na formacéo de FUR e HMF, sendo que a degradacéo das pentoses leva a formacéo
do FUR, enquanto a degradacéo das hexoses leva a formacdo do HMF. Como ja foi
descrito na literatura, HMF e FUR sd@o conhecidos por serem marcadores de
processos térmicos, ou seja, quando determinado produto que contém acucares
passa por qualquer etapa de aquecimento, h4 um aumento na formacdo de HMF e
FUR, entre outros compostos (MESIAS-GARCIA, 2010; CIESAROVA, 2009; RAJCHL,
2009; CATTANEO, 2015; AQUINO, 2006)

1.2 Os analitos: Furfural e Hidroximetilfurfural

Como ja dito anteriormente, FUR e HMF (figura 2) sdo compostos indesejados
em cachacas e, conforme estabelecido pela legislacdo brasileira (BRASIL..., 2005)
possuem limite de 5 mg da somatoria dos dois compostos a cada 100 mL de etanol

anidro.
@] O

o | o [
(a) (b)

Figura 2 — Férmula estrutural do (a) FUR (b) HMF
Fonte: elaborado pelo autor

A presenca desses compostos € um fator negativo, pois confere ao produto
caracteristicas indesejadas como aroma penetrante e enjoativo (SOUZA, 2009; MAIA,
1994). Além disso, FUR e HMF possuem potencial mutagénico/carcinogénico devido
a planaridade das estruturas das moléculas (figura 2), podendo haver interagédo entre
o DNA celular, sem producédo metabdlica (KHAN, 1995; MAGA, 1979; CAPUANO,
2011, ABRAHAM, 2011; ARTS, 2011; GODFREY, 2010; JANZOWSKI, 2000;
MATSUSHITA, 2012; ARRIBAS-LORENZO, 2010).

Atualmente, ha diversas metodologias para determinacdo de FUR e HMF nos
mais variados tipos de amostra. Entretanto, grande parte dos métodos empregados,

faz uso de técnicas cromatograficas de andlises, o que, embora seja eficiente na
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determinacao dos analitos, utiliza solventes organicos nocivos ao operador e ao meio
ambiente, bem como a demanda de equipamentos caros e operadores
especializados; sendo assim, na maioria dos casos, metodologias cromatograficas
ndo condizem com os principios da Quimica Verde (LENARDAO, 2003; ANASTAS,
1998) que visam minimizar ou eliminar o uso de solventes toxicos, bem como
desenvolver metodologias mais simples e menos onerosas.

Natabela 1, é possivel visualizar uma comparacao de varias metodologias para

determinacao de FUR e/ou HMF em diferentes tipos de matrizes.
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Tabela 1 — Comparacéo de diferentes métodos de analise de FUR e/ou HMF em matrizes

diversas
P Faixa linear Ealxa - a
Técnica (FUR) linear Comentarios Referéncia
(HMF)
Aplicacdo em mel e
~ matrizes com acgucar. Na
HPLC com Néo e 0,09 - 5_'94 fase movel sg utiliza RISNER, 2006
detecgéo no UV analisado mg L? ~
solucdo aquosa de
H2S04 como solvente
s 4 Determinacdo de FUR
GC-FID - Na_o e em sulfite. ngtra(;éo com HOFFMAN JR,
analisado 1980
CHCIs
Aplicacdo em pées e
HPLC-UV, N&o é 10 - 500 outros produtos do -
GC-FID analisado mg L1 género. Fase movel JIMENEZ, 2000
utiliza ACN
Aplicagdo em matrizes
Néo é 0,1-50 de acgulcar e biomassa. | BASUMALLICK,
HPAE-PAD analisado mg L1 Geracao online de 2013
solucdo KOH
Amostras de mel: na
andlise por HPLC usa-se
HPLC-DAQ, . Ngo é i MeOH. Nas an'alllses ZAPALLA. 2005
Espectrofotométrico | analisado espectrofotométricas
usa-se bissulfito, acido
barbitdrico e p-toluidina.

HPLC com
deteccgéo
eletroquimica

8,0x107 —1,0x10° mol L™

Analise em bagaco de
cana de acucar.
Desenvolvimento de
eletrodo de carbono
vitreo com
nanoparticulas de Ni

SILVA, 2013

Colorimétrico

Baseia-se na reacdo do
furfural com o ion
anilinio, proveniente do
acetato de anilinio,
formando o
furfulidenanelina, que é
guantificada por
colorimetria em 520 nm.

BRASIL, 2014

HPLC — DAD

Analise de HMF e FUR
em amostras de bebidas
alcoolicas com ACN na
FM. Amostras diluidas
em ACN.

ALCAZAR,
2006

HPLC com
detecc¢do no UV

0,5-504,4 mg kgt

Andlise de HMF e FUR
em amostras de biscoitos
com nova metodologia
para extracao dos
analitos usando TCA

AMEUR, 2006

HPLC com
deteccédo por UV e
IR

Nao é

_ -1
analisado 1-128gL

Determinacao de HMF
em amostras de cerveja
e solugdo de ACN e

H2S0O4 como FM

CASTELLARI,
2001

Fonte: elaborado pelo autor!

1 As tabelas de 1 a 33 foram elaboradas pelo autor
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Sendo assim, torna-se necessario uma metodologia para analise de FUR e
HMF que seja ambientalmente mais amigavel que os métodos cromatograficos
geralmente empregados, dessa maneira, tém-se como alternativa a utilizacdo da

Espectroscopia de Reflectancia Difusa, técnica a qual sera discutida a seguir.

1.3 Espectroscopia de Reflectancia Difusa (ERD) associada a spot-test

1.3.1 Reflectancia

O fenbmeno da reflectancia se da quando a luz incide num suporte sélido, a
partir deste momento ocorrem dois processos distintos, um deles é a reflexdo
especular que ocorre na interface de um meio, sem que haja transmissao através dele;
outro processo € a reflexdo difusa que se da quando ocorre penetracdo da radiacao
incidente na superficie do material e, em seguida, reaparece na superficie do meio
depois de uma absorcado parcial e espalhamento multiplo em camadas mais internas
da superficie do material de suporte (NARAYANASWAMY, 1993). Esses dois
processos sdo complementares, entretanto a reflexdo especular ndo possui
importancia significativa em anélises colorimétricas, podendo ser minimizada, ou até
mesmo eliminada através da prepara¢do da amostra, ou utilizando se uma esfera de
integracdo, ou mesmo realizando as leituras do sinal analitico num angulo de 45°
(LUIZ, 2015).

A reflectancia difusa ocorre em superficies foscas ou opacas por causa das
reflexdes multiplas a partir da superficie das particulas formadoras do meio. Como dito
anteriormente, este processo é devido a penetracdo da radiagdo no substrato sélido
sendo que uma porcentagem desta radiacdo retorna a superficie, ocorrendo
concomitantemente a absorcéo parcial pelas particulas ou fibras que constituem o
substrato solido. Como ha inUmeras superficies orientadas de modo aleatério, a
radiacdo é refletida em todas as direcdes, de maneira que a intensidade independe
do angulo de observacao (ou do angulo no qual é feita a leitura do sinal analitico)
(TUBINO, 1997; NARAYANASWAMY, 1993; GHAUCH, 1999; WENDLANDT, 1966).

Uma série de modelos foram elaborados na tentativa de descrever a
intensidade da radiagao refletida de maneira difusa de modo quantitativo. O modelo
mais utilizado é o que pertence a teoria de Kubelka-Munk, que relaciona a
concentracdo da amostra com reflectéancia por meio da relagéo entre o coeficiente de
absorcdo molar do analito (k), o coeficiente de dispersdo ou espalhamento (s) e 0

poder de reflectancia em um meio semi-infinito, ou seja, num meio infinitamente fino
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(R):
_ (1 B Roo)2 _ k
fRe) = 2R s
Equacéao 1

Na qual R~ é a raz@o entre a intensidade refletida pela amostra e a de um
padrdo que ndo absorva, tal qual cloreto de potassio (KCI) finamente pulverizado.

Com relacdo as amostras diluidas, a absorcdo molar dos analitos (k) estdo
relacionadas as absortividades molares (€) e também a concentracdo de analito no

meio (C). Esta relacéo pode ser expressa através da equacgao 2 a seqguir:

k = 2,303eC
Equacéo 2

Em medidas de reflectancia, os sinais lidos sdo da radiagdo transmitida
refletida, ou somente reflectancia, representada por Tr, que é analoga da
transmitancia (T), consequentemente, a “absorbancia reflectiva” obtida a partir de Tr,
também é analoga da absorbancia (A), e é representada por Ar. Sendo assim, tem-
se que:

AR = —logTR

Equacéo 3

Na qual:

o=/,

Equacéo 4

Sendo que lo representa a intensidade da radiag&o incidente e | representa a
intensidade da radiacéo refletida pelo meio. Dessa forma, Tr € um nimero entre zero
e um. Assim sendo, o tratamento dos dados é semelhante aquele onde se trabalha
com a absorbancia e, na maioria dos casos, os graficos tracados sédo de Ar em funcao
da concentracéo.

Entretanto, h& outros tipos de representacdo gréficas de Ag, tais quais como
(GHAUCH, 2000): log Ar em funcéo de C?; Ar em funcgédo de C3; Ar em fungdo de
[C/(1-C)?]; entre outros.

Na figura 3, a radiacéo incidente e a reflexdo especular estdo representadas
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pelos tragcos em vermelho, enquanto a reflexdo difusa € representada pelos tracos
azuis; nota-se que, antes de emergir para superficie a reflexdo difusa penetra no
material de suporte e € parcialmente dispersa nele (LUIZ, 2015). No caso, o material

utilizado como suporte solido € o papel de filtro qualitativo.

(a) (b)

Figura 3 — Esquema representando (a) reflexdo especular (b) reflexédo difusa
Fonte: adaptado de LUIZ, 2015.

As medidas de reflectancia difusa podem ser realizadas in situ utilizando
equipamentos portateis e de baixo custo relativo (VERAS, 2009; LUIZ, 2012, 2013),
guando comparados aos sistemas cromatograficos amplamente utilizados hoje em

dia.

1.3.2 ERD associada a spot-test

Na ERD associada a spot-test ha o uso de quantidades minimas de reagentes
e solventes, minimizando consideravelmente as quantidades de residuos gerados.
Além do mais, ha diminuicdo de custos, atendendo as disposicOes propostas pela
Quimica Verde, pois o procedimento de andlise € extremamente rapido, simples e
pratico (LUIZ, 2013). Nessa técnica, a amostra adsorvida € diretamente medida na
superficie do suporte sdlido, o que evita a perda do analito durante a eluicdo do
material adsorvente. Também, a ERD torna o procedimento analitico mais rapido e
barato, bem como podendo ser facilmente incorporada a procedimentos analiticos
ambientalmente amigaveis (ZANJANCHI, 2006; FERNANDES, R., 2004). Ou seja, a
ERD associada a spot-test utilizando papel como suporte solido € uma técnica
extremamente simples, de facil manuseio e incorporacdo a metodologia

ambientalmente amigavel; também é consideravelmente mais barata que as
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metodologias cromatogréaficas usualmente utilizadas.

1.4 Barreiras hidrofébicas

Uma opcéao pratica para aumentar a sensibilidade da ERD associada ao spot-
test € 0 uso de barreiras hidrofébicas impregnadas no papel usado como suporte
sélido. Essas barreiras impedem a eluicdo do analito para além da area delimitada,
aumentando sua concentragdo e, consequentemente, aumentando também a
intensidade do sinal analitico.

O primeiro relato do uso de barreiras hidrofobicas na literatura foi por Yagoda
(1937) em 1937 para analise de ions metalicos. Desde entdo, uma série de trabalhos
emprega o0 uso de barreiras hidrofébicas no desenvolvimento de metodologias
analiticas extremamente baratas e portateis (ADKINS, 2015; CATE, 2015;
DUNGCHAI, 2010; CARRILHO, 2009), tendo destaque o emprego de tais métodos
em analises de amostras bioldgicas (DOU, 2015; MARTINEZ, 2010; GARCIA, 2014;
SONGJAROEN, 2012).

Atualmente, uma “evolugdo” das barreiras hidrofébicas que tem obtido
destaque no meio académico, sdo os dispositivos analiticos microfluidicos em papel
(LPAD), que usam o0 mesmo conceito das barreiras hidrofébicas em arranjos mais
elaborados (GARCIA, 2014; LANKELMA, 2012). Com a intencdo de melhorar a
sensibilidade da metodologia analitica a ser desenvolvida, o papel de filtro utilizado
como spot-test foi impregnado com barreiras de cera hidrofobicas, que,
resumidamente, trata-se de imprimir as barreiras no papel de filtro e aquecé-las para
a formacéao das barreiras hidrofébicas.

A literatura descreve varias maneiras de impregnar o papel com barreiras
hidrofébicas (CARRILHO, 2009; CATE, 2015), sendo uma delas a utilizacdo de
impressora de cera. Incialmente, o design das barreiras hidrofébicas é feito com
auxilio de um software gréafico, como por exemplo, CoreIDRAW ou similar. Entdo, por
meio de uma impressora com tinta a base cera, as barreiras sdo impressas no papel
de filtro qualitativo a ser usado como suporte sélido. A impressora deposita a tinta a
base de cera no papel e, ap0s passar por um processo de aguecimento, feito com
auxilio de chapas aquecedoras ou mesmo de estufas, a cera depositada na superficie
do suporte solido penetra nos poros do papel formando as barreiras hidrofébicas. Este

procedimento é exemplificado no esquema a seguir na figura 4.
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(a) (b)

Figura 4 — Esquema representativo da impregnacédo das barreiras hidrofébicas no papel de
filtro. Corte lateral do papel; em (a) tem-se a camada de cera depositada sobre o papel, ja
em (b) nota-se que a cera penetrou nos poros do papel depois do aquecimento. O traco
amarelo representa a espessura do papel, enquanto o vermelho representa a espessura da
camada de cera
Fonte: elaborado pelo autor

Como € possivel observar na figura 4, a cera penetra nos poros do papel, o que
ird impedir que as solugdes aplicadas no interior da area delimitada eluam para além
das barreiras formadas. Sendo assim, os analitos terdo sua concentragdo aumentada
e, consequentemente, também o sinal analitico gerado.

As barreiras hidrofobicas aumentam consideravelmente a sensibilidade da
metodologia analitica sem que seja necessario aquecimento ou mesmo 0 uso de
acidos fortes e corrosivos durante a execugdo dos experimentos, sendo condizente

com os principios da Quimica Verde.

1.5 Metodologias de screening

A espectroscopia de reflectancia difusa associada a spot test pode ser utilizada
como uma metodologia de “screening”. Metodologias de screening permitem acesso
rapido aos resultados e sua caracteristica mais relevante é a resposta binaria do tipo
SIM/NAO para certo analito. O resultado encontrado é capaz de afirmar se o analito
presente estd abaixo ou acima de um limite pré-estabelecido (OLIVAS, 2004,
CATELANI, 2014). O papel do sistema de screening na classificagdo de um conjunto
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de amostras € ilustrado na figura 5.

Metodologias

o ® Convencionais
o e°0
O 000
Ce ®
Amostras : ®g
S'"7| ®
Sistemas de
Screening

Figura 5 — Esquema representativo das metodologias de screening
Fonte: adaptado de Valcarcel, 1999

Na figura 5 apresentada anteriormente nota-se pontos em destaque
representam as amostras que contém os analitos acima do limite pré-estabelecido.
Sendo assim, apdés a andlise dos mesmo pela metodologia de screening, essas
amostras sado entdo analisadas por metodologia convencionais; dessa forma, as
metodologias de screening funcionam tal qual um “filtro”, no qual as amostras que
obtém resposta do tipo “SIM” sao analisadas por método consagrados, enquanto as
amostras que obtém resposta do tipo “NAO” ndo passam por essas metodologias.
Como pode ser observado na mesma figura todas as amostras foram submetidas as
metodologias convencionais, isso € feito para confirmar as respostas obtidas pelas
metodologias de screening; entretanto, submeter todas as amostras as metodologias
convencionais ndo € necessariamente obrigatério, e, na maior parte dos casos esse
procedimento é realizado para haver maior numero de informacdes analiticas
(VALCARCEL, 1999).

De acordo com Pefa (2002), as metodologias de screening sao destinadas a
averiguacdo preliminar e sdo apropriados para sanar a suspeita da auséncia ou
presenca de certo analito em determinada amostra, levando em consideracdo um
limite pré-estabelecido. Caso o resultado encontrado esteja acima desse limite
considera-se que o analito esteja presente, correspondente ao SIM; entretanto se o

analito estiver abaixo do limite, correspondente ao NAO, considera-se o analito como
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ausente.

Uma das principais vantagens da técnica de screening € a rapidez na analise
dos resultados, caso a resposta encontrada seja NAO, ou seja, se o analito esta
abaixo do limite pré-estabelecido, a analise se encerra; somente quando a resposta
para metodologia de screening é SIM, quando o analito estd acima do limite pré-
estabelecido, confronta-se o resultado com uma metodologia de analise comparativa.
Com isso had economia de reagentes e no custo de andlise, bem como uma
minimizacdo dos residuos gerados; também pode ser realizado um maior nimero de
andlises, uma vez que nem todas as amostras deverdo ser confrontadas com a
metodologia comparativa, 0 que, por sua vez, torna a andlise mais rapida
(GONZALEZ, 2011).

Em alguns casos, a resposta binaria qualitativa fornecida por um sistema de
screening pode também apresentar informacgdes quantitativas ou semi-quantitativas.
Nesses casos, além de indicar em quais amostras o analito esta presente, o sistema
de screening também pode indicar a concentracdo do mesmo. Entretanto, nestes
casos algumas informacdes quantitativas devem ser levadas em conta: o limite de
deteccao da técnica utilizada; o limite imposto pelo cliente ou pela legislacéo em vigor;
o nivel de concentracdo de corte adotado pelo analista; as incertezas nas
quantificacdes prévias (VALCARCEL, 1999).

Metodologias de screening das quais se pode extrair informac¢des quantitativas
sdo descritas na literatura, sendo aplicadas aos mais diferentes tipos de matrizes
(JADSHAYV, 2015; MANGANIELLO, 2002). Essas metodologias possuem as mesmas
vantagens de metodologias de screening convencionais, diferindo somente no fato de
gue aqui os analitos sdo quantificados e ndo somente apontados como estado acima
ou abaixo do limite determinado.

Sistemas de screening podem ser classificados de diversas maneiras;
entretanto, como uma das finalidades da utilizacdo de sistemas de screening é a
minimizacdo ou a eliminagdo de etapas de pré-tratamento de amostras, 0s sistemas
de screening podem ser divididos quanto ao tipo de tratamento realizado na amostra.
No chamado “screening direto” ndo ha qualquer tipo de pré-tratamento nas aliquotas
retiradas da amostra antes de serem submetidas as metodologias de screening, caso
a resposta de uma aliquota seja positiva, esta € submetida a processos analiticos
convencionais a fim de se obter a confirmacdo da resposta binaria e/ou obter

informacao quantitativas a respeito desta aliquota. Metodologias de “screening direto”
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geralmente possuem respostas qualitativas, através da mudanca de coloracdo, ou
semi-quantitativas, por meio da comparacéo do resultado obtido com uma cartela de
cores, por exemplo; neste caso, a instrumentacao utilizada na determinacdo dos
analitos € simples, como um espectrofotbmetro, ou um refratbmetro. Um esquema

representativo deste tipo de screening pode ser observado na figura 6 a seguir.

NAO | — Fim

. Slstema_ de
screening

Procedimentos
analiticos
convencionais

!

Resultados

Figura 6 — Esquema de screening direto
Fonte: adaptado de Valcarcel, 1999

Um segundo tipo de classificacdo de screening quanto ao tipo de pré-
tratamento das aliquotas retiradas da amostra € aquele no qual essas aliguotas
passam por um pré-tratamento simples antes da andlise pela metodologia de
screening, o qual também deve ser rapido e, se possivel, automatizado; entdo a
sequéncia analitica se da tal qual no primeiro caso ap0s o pré-tratamento. Enquanto
isso, uma segunda aliquota é retirada da amostra e submetida aos processos
analiticos convencionais sem o tratamento prévio para que os resultados finais sejam
comparados. Este tipo de sistema de screening € utilizado para que nao seja
necessario um processo analitico convencional ao longo de toda determinacgéo do(s)
analito(s) de interesse, sendo usado somente para confirmacéo das respostas obtidas
através da metodologia de screening. Um esquema representativo pode ser

visualizado a seguir na figura 7.
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Figura 7 — Esquema de screening com pré-tratamento rapido
Fonte: adaptado de Valcarcel, 1999.

O terceiro e ultimo tipo de classificacdo de screening quanto ao pré-tratamento
de amostras € aquele no qual € necessario realizar um pré-tratamento completo em
todas as aliquotas retiradas das amostras a serem analisadas. Apos o tratamento
completo das aliquotas, a andlise segue de maneira similar ao segundo tipo de
screening relatado. Geralmente € utilizado quando se tratam de amostras mais
complexas, como alimentos, por exemplo. O uso deste tipo de metodologia de
screening se justifica somente quando o equipamento utilizado nas metodologias de
analise convencionais possui alto custo de manutencao. Um esquema relativo a este

tipo de metodologia pode ser visualizado na figura 8 a seguir.

Aliquota 1 Sistema de
screening
Aliquotas Pré-trat
. ré-tratamento | | "
completo -
<~ “m " Procedimento analitico

= - —
Aliquota 2 convencional Resultados

Figura 8 — Esquema de screening com pré-tratamento completo
Fonte: adaptado de Valcarcel, 1999.

1.6 Quimica Verde: conceitos basicos

Nos ultimos anos, ha uma maior preocupacédo com a saude e o bem-estar dos
seres vivos e também com o meio ambiente. Tem-se buscado alternativas para
contornar os danos causados pelos seres humanos a hatureza e aos seres Vivos, foi

nesse interim que surgia a Quimica Verde e, basicamente, se resume nos famosos



32

12 principios (ANASTAS, 2002, 1998):

1.

Prevencdo: Evitando a producédo de residuos, ndo ha necessidade de trata-
los depois da sua geracgao;

Economia de atomos: Os métodos sintéticos devem ser desenvolvidos para
maximizar a incorporacdo de atomos dos reagentes nos produtos finais
desejados;

Sintese de compostos de menor toxicidade: Sempre que possivel, a sintese
de produtos quimicos deve usar e gerar substancia que possuam pouco ou,
preferencialmente, nenhuma toxicidade a saude humana ao meio ambiente;
Desenho de produtos seguros: Os produtos quimicos a serem obtidos deve
ser pouco nocivos e também atender as necessidades para que foram
fabricados;

Solventes e auxiliares mais seguros: Evitar ao maximo o uso de auxiliares
(solventes, secantes, agentes de separagdo, entre outros). Quando estes
nao forem indispensaveis, devem, portanto, ser ndo toxicos;

Busca pela eficiéncia energética: Deve-se minimizar o uso da energia em
processos quimicos, dado seu impacto ambiental e econdmico. Sempre que
possivel, os processos quimicos devem ser feitos a temperatura e pressao
ambiente;

Uso de fontes renovaveis de matéria-prima: Ultilizar preferencialmente
recursos advindos de fontes renovaveis do que agueles provenientes de
fontes ndo renovaveis;

Evitar a formacdo de derivados: A derivatizacdo desnecessaria
(protecao/desprotecao, uso de grupos bloqueadores, entre outros) deve ser
minimizada ou, melhor, evitada; uma vez que essas etapas fazem uso de
reagentes a mais, podendo gerar residuos;

Catélise: A aplicacdo de catalisadores para aumentar a velocidade dos
processos quimicos;

10.Desenho para a degradacéo: Os produtos quimicos formados devem ser

esquematizados de tal maneira que, ao término de sua funcéo, se
fragmentem em produtos de degradacéo atdxicos e ndo prossigam no meio
ambiente;

11. Anélise em tempo real para a prevencdo da poluicdo: Desenvolvimento de

metodologia que viabilizem o monitoramento e controle do processo, em
tem real, antes mesmo da formacao de qualquer substancia nociva;

12.Quimica intrinsicamente sequra para a prevencdo de acidentes: AsS

substancias e sua propria utilizagdo deve ser escolhida de maneira a
minimizar o risco de qualquer incidente quimico.

Resumidamente, a Quimica Verde busca formas de analise que né&o

prejudiqguem aqueles que realizam as operagfes analiticas bem como 0 ambiente que

estes habitam.

A aplicacdo da Quimica Verde na pratica possibilitou o avanco de diversas
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areas que, desde a Catélise (CLARK, 2001), Quimica Analitica (ARMENTA, 2015) ou
mesmo a Sintese Organica (KURUPPATHPARAMBIL, 2015), buscam melhorias sem
comprometer a saude do operador e o desenvolvimento sustentavel. O papel Quimica
Verde ndo reside somente nas areas aqui citadas, mas deve ser incorporado na
Quimica de uma maneira geral, desde o ensino até sua aplicacdo em industrias e,
principalmente, na pesquisa (ANASTAS, 2002).

Nesse contexto, o presente trabalho visa aplicar a Quimica Verde no
desenvolvimento de uma nova metodologia de screening para determinagao de FUR
e HMF em amostras de cachaca utilizando a espectroscopia de reflectancia difusa
associada ao spot-test em papel qualitativo delimitado com barreiras hidrofobicas.
Nesta metodologia, pretende-se dispensar o uso de solventes organicos nocivos, bem
como eliminar a utilizacdo de equipamentos de alto custo agregado, simplificando

consideravelmente a andlise dos analitos propostos.
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2 OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo principal desenvolver uma nova
metodologia de screening para determinacao de furfural e hidroximetilfurfural com
deteccado por espectroscopia de reflectancia difusa associada ao spot-test utilizando
papel de filtro qualitativo como suporte sélido delimitado com barreiras hidrofobicas.

A metodologia desenvolvida sera aplicada em amostras de cachaca e os
resultados obtidos serdo comparados estatisticamente com os obtidos por método

convencional descrito na literatura.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Material e Métodos

A seguir estdo descritos 0s equipamentos, reagentes, solu¢cdes e metodologias
utilizadas durante a realizacdo dos experimentos necessarios para elaboracdo do

presente trabalho.

3.2 Equipamentos utilizados

No presente trabalho foram utilizados os seguintes equipamentos para obtencéo

dos dados experimentais:

. Espectrédmetro portatil Ocean Optcs modelo USB 2000 (Vis) equipado
com acessorios de reflectancia difusa e software OOIBase32.
. Papel de filtro qualitativo Whatman n°1 foi utilizado como suporte sélido

para os spot-test.

. Materiais de laboratorio e vidrarias volumétricas de grau A.

o Micropipetas de volume variavel Eppendorf.

o Banho termostatico Marconi Mini MA 126.

o pHmetro Micronal modelo B375

o Banho de ultrassom modelo T14 (com timer) da marca Thorton® com

frequéncia de 40 kHz e poténcia ultrassénica de 60 W

. Balanca analitica modelo AG204 da marca Mettler Toledo.

o Estufa marca Fanem, modelo 315 SE

o Impressora marca Xerox modelo Phaser 8560.

. Bastéo de cera para impressora Xerox modelo Phaser 8560.

o Sistema de HPLC da marca SHIMADZU LC - 20AT, com injetor
automatico (SIL — 20A), interface CBM — 20 A prominence e detec¢do DAD (SPD —
M20A)

o Coluna HPLC C-18 (250 x 4,6 mm e 5 um de diametro de particula)

o Espectrémetro de Massas Thermo Scientic LCQ Fleet lon Trap LC/MS"
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3.3 Reagentes

Os regentes abaixo foram utilizados durante o desenvolvimento da metodologia

analitica:

o Acido p-aminobenzoico (Henrifarma, pureza 99%)

o Acido barbittrico (Merck, pureza 99%)

o 5-hidroxi-2-metilfurfural (Sigma-Aldrich, pureza 99%)

o Furfural (Sigma-Aldrich, pureza 98%)

o Acido cloridrico fumegante (MERCK, pureza: 37% (m/m) p.a.)
. Etanol (J. T. Baker grau HPLC)

o Acetonitrila (J. T. Baker grau HPLC)

. Acido acético glacial (Sigma-Aldrich, pureza 99,0%(m/m))

. Acetato de sodio (Sigma-Aldrich, pureza 99,0%)

o Acido fosférico (Mallinckrodt, pureza 85%(m/m))

. Di-hidrogenofosfato de potassio (Vetec Quimica, pureza 99,0%)
o Hidrogenofosfato de potassio (Vetec Quimica, pureza 98,0%)

o Acetato de amonio (Merck, pureza 98,0%)

. Hidréxido de amonio (Merck, pureza 25%(m/m))

o Carbonato de sddio (Sigma-Aldrich, pureza 99,95%)
. Agua deionizada usada no preparo das solucées de reagentes, padrdes

e amostras (Millipore filtrada com filtro de 0,22 um, resistividade 18,2 MQ cm -1 a 25°C)

3.4 Solugdes utilizadas

A solucdes utilizadas para o desenvolvimento da metodologia de determinacao
de FUR e HMF foram:

. Solucéo estoque de furfural 0,00723 mol Lt em solucéo etanol 40% (v/v)

o Solucéo estoque de 5-hidroxi-2-metilfurfural 0,00550 mol L em solucéo
etanol 40% (v/v)

o Solugbes da curva analitica preparadas a partir de diluicdes
convenientes das solugdes estoque dos padrdes anteriormente descritas

o Solucéo de acido cloridrico padronizado 2,011 mol L* (JEFFREY, 1989)
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o Solucéo tampéo acido acético (0,0660 mol L) / acetato de sddio (0,0294
mol L) pH 4,5
o Solucdo tampdo dihidrogenofosfato de potassio (0,100 mol L1) /

hidrogeno fosfato de potassio (0,0617 mol L) pH 7,0

o Solugdo tampdo acetado de amdnia (0,0980 mol L) / hidréxido de
amonia (0,0569 mol L) pH 9,0

. Solucgédo acida 0,00292 mol L de acido fosférico e 0,0346 mol L de
acido aceético

o Solucdo de reagente composta por acido p-aminobenzoico, &cido
barbitdrico e &cido cloridrico preparada em meio aquoso.

3.5 Metodologias

3.5.1 Spot-test

Os spot-test sdo procedimentos quimicos que podem ser usados para
identificar e quantificar uma substancia por meio de uma reacdo entre o analito de
interesse e um reagente em um suporte soélido, por exemplo placa de toque, papel de
filtro, entre outros. A formacéo do produto deve ser mensuravel de alguma maneira,
como, por exemplo, mudanca de coloragéo, evolucao de gas, ou mesmo formacao de
precipitado. (BENEDETTI, 2015; TININIS, 2000; FEIGL, 1966; JUNGREIS, 1997).

A solucdo de reagente composta por AB e PABA é feita em um Unico baldo
volumétrico de 50,00 mL, no qual sao adicionados os reagentes e, em seguida, o &cido
cloridrico para entdo, completar-se o volume do baldo com &gua deionizada até o
menisco.

A metodologia aqui descrita é baseada na reacdo de furfural e
hidroximetilfurfural com acido p-aminobenzoico e &cido barbitarico utilizando papel de
filtro qualitativo Whatman n°l1 como suporte soélido. No papel de filtro estéo
impregnadas barreiras hidrofébicas que permitem a concentracdo da mancha formada
na zona delimitada pela barreira impressa por impressora com tinta a base de cera e

impregnada apos aguecimento em estufa a 120 °C por dois minutos. A seguir, tem-se
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um exemplo da aplicacédo dos analitos e reagente no spot-test (figura 9).

e
0+4=[eo

Analito Reagente Produto colorido

Figura 9 — Procedimento para reacao no spot-test
Fonte: elaborada pelo autor

No presente trabalho, os analitos sdo quantificados separadamente, sendo
assim, para cada analito ha um spot-test individual.

As barreiras hidrofébicas sdo desenhadas com auxilio de um software grafico
e sao impressas no papel de filtro usado como suporte sélido com auxilio de uma
impressora comercial marca Xerox modelo Phaser 8560 e, apés a impressdo das
barreiras, o papel € submetido a aquecimento em estufa, ou chapa de aquecimento.

A aplicacao das solucdes de reagente e analito foi feita com auxilio do suporte
para micropepitas esquematizado na figura 10, para garantir que as solucdes fossem
aplicadas a partir de uma mesma altura e no mesmo local do spot-test, gerando assim,

manchas mais uniformes.

Micropipeta

Solucédo \u\—/ ) Papel

Q

I 1T————Tr |

Figura 10 — Suporte utilizado para aplicacdo de spot-test
Fonte: adaptado de Tubino, 1997

3.5.2 Sistema de Screening

Como ja mencionado anteriormente, as metodologias de screening permitem
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acesso rapido aos resultados desejados e sua principal caracteristica é a resposta
binaria do tipo SIM/NAO para o analito de interesse. O resultado encontrado é capaz
de fornecer informacdes se o0 analito presente esta abaixo ou acima de um limite pré-
estabelecido e em alguns casos é possivel quantificar o analito (MANGANIELLO,
2002; CATELANI, 2014; FERNANDES, F., 2015).

As metodologias de screening permitem maior rapidez na analise, uma vez
que somente os resultados considerados “positivos” sdo analisados por métodos
conceituados, como os cromatograficos, o que, por sua vez, causa economia de
reagentes, tornando, assim, a metodologia em desenvolvimento, mais economica e
ambientalmente mais amigéavel.

No presente trabalho, foi utilizada uma metodologia de screening que fornece
resultados qualitativos e quantitativos, uma vez que, além de sinalizar se o analito em
questdo estéd acima ou abaixo de um limite pré-estabelecido, € possivel quantificar o
analito presente na amostra, desde que o0 mesmo se encontre acima do limite de
quantificacdo do método desenvolvido no presente trabalho.

A seguir, na figura 11, € possivel visualizar um esquema representativo de
metodologias de screening associado ao spot-test, no qual sdo feitas as analises por
metodologias convencionais caso ndo haja formacgéo de um produto colorido, ou para

confirmacédo da resposta obtida pela metodologia de screening.

I — Formacao de
O @ produto

Analito Reagente

Metodologias
=% > | convencionais
I de analise
) l'
l_ _________________ I
Resultados
FIM

Figura 11 — Esquema representativo de metodologias de screening associadas as
metodologias de spot-test
Fonte: elaborado pelo autor?

2 As figuras de 11 até 35 foram elaboradas pelo autor.
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4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 Testes preliminares

Primeiramente, foram selecionados os reagentes cromogénios para reacao
com hidroximetilfurfural e furfural. Essa selecdo foi baseada em estudos prévios
realizados em nosso do grupo de pesquisa (CASTOLDI, 2014), sendo selecionados o
acido p-aminobenzoico (PABA) e o acido barbitdrico (AB) para reagdo com ambos 0s
analitos.

Em seguida foram feitos testes para a determinacédo da porcentagem ideal de
etanol na solucdo do analito, visto que a matriz a ser utilizada é constituida
primordialmente de agua e etanol, geralmente na proporcao de 38-39% do &lcool.
Foram realizados testes com as seguintes porcentagens de etanol (grau HPLC) em
agua: 35%, 40%, 45%, 50% e 55% (v/v).

Na sequéncia, foram realizados testes para definir o pH da solucdo de
reagente, sendo testados pH em soluc¢des &cida, neutra, basica e pH da agua
deionizada. Para o pH da solucdo é&cida foi preparado um tampdo de acido
acético/acetato com pH igual a 4,5; ja para o tampéo basico, foi preparado um tampéao
de ambnia/ambénio com pH igual a 9,0; para o pH da solucdo neutra foi utilizado
tampé&o de H2PO4/HPO4%> com pH igual a 7,0; o pH da &gua deionizada foi medido e
obteve-se o valor de 6,5.

Apos ser definido o pH da solucéo de reagente, foram realizados testes com as
barreiras hidrofébicas no papel usado como suporte sélido. As barreiras hidrofébicas
foram impregnadas no papel com auxilio da impressora de cera, e posteriormente

foram aquecidas em estufa a 120°C por dois minutos.
4.2 Otimizacao das condi¢cfes experimentais
4.2.1 Planejamento fatorial
Tendo sido definido o pH da solucéo de reagente, deu-se inicio a otimizagédo

das condi¢des experimentais. Primeiramente, foi realizado um planejamento fatorial

do tipo 23, gerando um total de oito experimentos. A matriz do planejamento foi
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construida utilizando o software Minitab 16. Na tabela 2, pode-se observar os fatores

analisados para as reacdes de cada analito com suas respectivas codificacoes.

Tabela 2 — Descricdo dos valores e suas codificacfes para o planejamento fatorial

Fatores Minimo (-1) Maximo (+1)

[PABA] 0,0109 mol L 0,0438 mol L
[AB] 0,00781 mol L* 0,0312 mol L*
[H*] 4,74 x 10° mol L 4,61 x 102 mol L*

Na tabela 3 estdo apresentados 0s ensaios realizados com 0s respectivos
fatores utilizados. Os valores de [PABA], [AB] e [H*] foram empregados para ambos
os analitos em planejamento individual para cada um deles (FUR e HMF), e as
concentracdes de analitos utilizadas na execucéo dos experimentos de planejamento

fatorial foram de 25 mg L para o FUR e de 50 mg L para o HMF.

Tabela 3 — Ensaios mostrando os fatores codificados utilizados durante o planejamento

fatorial
Ensaio [PABA] [Ac. Barturico] [H]
1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
5 -1 -1 +1
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1

4.2.2 Superficie de resposta

Apbs serem realizados os experimentos do planejamento fatorial, foram feitos
0S experimentos necessarios para elaboracdo de uma superficie de resposta para
cada uma das reacdes; sendo que em cada reacéo foram utilizados somente os dois
fatores que exerciam maior influéncia durante a determinagéo dos analitos.

Para a construcao da superficie de resposta do FUR, os fatores analisados
foram a concentracdo de PABA e de H* na solugcdo de reagente; enquanto para a
superficie de resposta do HMF, os fatores de maior influéncia séo a concentracdo de

AB e de H* na solucao de reagente.
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O intervalo de valores analisados para a reacéo de cada um dos analitos pode

ser visualizado na tabela 4 a seguir:

Tabela 4 — Intervalo de valores dos fatores analisados na superficie de resposta

FUR HMF
Parametro Intervrillo de Parametro Intervrillo de
concentracdo (mol L) concentracdo (mol L)
[PABA] 0,015 — 0,045 [AB] 0,005 - 0,020
[H 0,005 — 0,025 [H] 0,10 -0,50

4.2.3 Teste de estabilidade do produto formado

Em seguida, foi realizado o teste de estabilidade para cada um dos produtos
formados. Foram tomadas as medidas de densidade 6tica de medidas de reflectancia

até o tempo de 180 minutos.

4.2.4 Curva analitica

Apbs terem sido otimizados todos os parametros experimentais, partiu-se para
a construcdo da curva analitica individual para cada um dos analitos. As medidas
foram feitas com o auxilio de um acessorio de reflectancia ao espectrémetro portatil
Ocean Optics. As solucdes utilizadas para construcdo da curva analitica foram feitas
a partir de diluicbes convenientes das solugdes estoque dos padrées dos analitos
descritas anteriormente no item 3.3.

Depois de construidas as curvas analiticas, foram realizados testes de

repetibilidade inter-dia e intra-dia.

4.2.5 Adicao de padréo e recuperacao

A fim de avaliar a interferéncia da matriz na determinagéo dos analitos, foram
feitos testes de adicdo de padrdo e recuperagcdo, nos quais foram realizadas
fortificac6es de padrdo em amostras no intervalo de 50 a 250%. Também se utilizou
dois tipos de amostras durante os testes de avaliacdo de interferéncia da matriz,

cachaca envelhecida e ndo adocada e também cachaca adocada e nao envelhecida.
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4.2.6 Aplicacdo da metodologia proposta em amostras de cachaca

A metodologia aqui desenvolvida foi entdo aplicada em amostras de cachaca
provenientes de diversas cidades do estado de S&o Paulo, bem como em amostras
provenientes de outros estados. Nao foram realizadas etapas de clean-up da amostra,
sendo que as amostras foram diretamente aplicadas sobre o papel de filtro usado
como suporte solido no spot-test.

4.2.7 Metodologia comparativa

Os resultados obtidos pela metodologia proposta foram comparados com 0s
resultados obtidos através de uma metodologia ja descrita na literatura. Optou-se pela
utilizacdo de uma metodologia cromatografica (ALCAZAR, 2006) devido a
confiabilidade dos resultados gerados dada a robustez desta técnica.

As condicdes cromatograficas empregadas nesta metodologia estdo descritas

na tabela 5 a sequir:

Tabela 5 — Condi¢6es cromatogréficas da metodologia comparativa (Alcazar, 2006)

Coluna C18 (250 mm x 4,6 mm, 5um)
. ACN: solucéo &cida H3PO4, CHsCOOH
Fase movel i
18:82
Vazao 1,2 mL/min
Volume de injecéo 20 pL
Deteccéo DAD com A = 280nm
Tempo de cada .
. 7 min
corrida

4.2.8 Confirmacao da estrutura proposta para o produto

Na intencdo de confirmar a estrutura suposta dos produtos formados pela
reagdo de cada um dos analitos com PABA e AB, foi feita uma analise por

espectrometria de massas do tipo full scan no modo negativo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir sdo apresentados os resultados com suas respectivas discussdes a
respeito do desenvolvimento da nova metodologia para determinacdo de FUR e HMF

em amostras de cachaga.

5.1 Testes preliminares

Os reagentes selecionados para determinacdo de FUR e HMF, conforme
mencionado anteriormente, foram &cido p-aminobenzoico e acido barbitdrico. A
reacado dessas substancias com FUR resulta num produto de coloracdo azul com
maximo de absor¢do (Amax) em aproximadamente 616 nm; ja o produto dessas
substancias com HMF possui coloragdo amarela com Amaxem 420 nm. Na figura 12 a
seguir é possivel visualizar a colora¢édo do produto obtido pelas reacfes anteriormente
descritas no papel de filtro qualitativo Whatman n° 1. Nas figuras 13 e 14 encontram-
se 0s espectros de absor¢édo dos produtos formados pela reacdo com FUR e HMF,

respectivamente.

(a) (b)

Figura 12 — Produto da reacéo do PABA e AB com (a) FUR (b) HMF nas concentragfes de
100 mg L* cada um dos analitos
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Figura 13 — Espectro de absor¢éo do produto obtido a partir da reagéo do PABA 0,054
mol Lt e AB 0,017 mol L™* com FUR 1,04 x 102 mol L*
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Figura 14 — Espectro de absorcdo do produto obtido a partir da reacédo do 0,054 mol Lt e
AB 0,017 mol L com HMF 7,93 x 10* mol L?

5.1.1 Ordem de adicdo

A fim de obter uma melhor resposta analitica, foi testada a ordem de adi¢ao
entre a solucdo de reagente e o analito. Na tabela 6 a seguir, € possivel observar que

a ordem de adicdo que obteve maior sinal analitico como resposta foi adicionando
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primeiro a solugao de reagente e em seguida, a solu¢cdo de analito. Isso acontece
devido a volatilidade dos analitos, ou seja, quando o analito é adicionado antes da
solucdo de reagente, 0 mesmo evapora parcialmente, resultando em uma menor
resposta analitica.

A solucéo de analito é aplicada ao papel imediatamente apés a aplicacdo da
solucéo de reagente, ou seja, antes que ocorra a secagem do regente no papel; caso
contrario, nao ocorrera formacéo da coloracao.

Tabela 6 — Resultados das medidas de densidade otica de medidas de reflectancia (Ar)
para os testes de ordem de adicdo (n=3)

Ordem Reagente + Analito Analito + Reagente
(5%”;‘3?_1) HMF FUR HMF FUR
Ar 0,116 0,236 0,034 0,140

5.1.2 Determinacéo da porcentagem de etanol

Em relacéo aos testes para determinacédo da porcentagem ideal de etanol no
preparo da solucdo de analito, a porcentagem selecionada foi de 40% (V/V) de etanol,
uma vez que a variacdo de Ar em fungéo da porcentagem de etanol € praticamente
desprezivel, como pode ser visto na figura 15 a seguir. Também, como ja dito
anteriormente, optou-se pela porcentagem selecionada pois a maioria das amostras

possui teor alcodlico em torno de 38-39%.
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Figura 15 — Ar em funcdo da porcentagem (%) de etanol na solugéo de analito de
concentracéo igual a 50 mg L' em A = 616 nm (n=3)

5.1.3 pH da solucéo de reagente

Tendo sido determinada a porcentagem de etanol a ser utilizada, foi
determinado o pH da solucdo de reagente. Dentre os pHs testados, aquele que
forneceu melhor resposta foi pH acido, como pode ser observado na tabela 7 a seqguir:

Tabela 7 — Valores de Ar obtidos em diferentes meios

Meio AR FUR25mg L? Ar HMF 25 mg L*
(A=616 nm) (A=420 nm)
Tampéao acido (pH 4,5) 0,258 0,157
Tampao basico (pH 9,0) 0,039 0,020
Tampé&o neutro (pH 7,0) 0,078 0,110
Agua deionizada (pH 6,4) 0,150 0,125

Dessa maneira, foi utilizada a solucdo de reagente com tampao acido. Na

escolha do pH da solucéo de reagente foi utilizado tampéo acido acético/ acetato de

sédio; entretanto, desde a otimizacdo das condicdes experimentais até o término dos

experimentos, foi utilizada solucdo de acido cloridrico padronizada, uma vez que,

conforme serd visto mais detalhadamente a seguir, é necessario um valor de pH

menor do que o pH fornecido pela solu¢do tampé&o.

5.1.4 Barreiras hidrofébicas e volume de adicédo

Foram realizados testes sem as barreiras hidrofobicas impregnadas no papel
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e, em seguida, com as barreiras impregnadas no papel de filtro. Na figura 16
apresentada a seguir é possivel visualizar nitidamente que a presenca das barreiras
hidrofébicas no papel resulta em manchas mais nitidas e homogéneas do que aquelas

obtidas no papel sem as barreiras hidrofébicas.

(a1) (b1)
(a2) (b2)
o \_\\

Figura 16 — Coloracao do produto obtido pela reacdo de PABA e AB com (al) FUR, no
papel sem barreiras hidrofébicas (b1) HMF no papel sem barreiras hidrofébicas (a2) FUR no
papel com barreiras hidrofébicas (b2) HMF no papel com barreiras hidrofébicas. A
concentracdo de ambos os analitos é igual a 25 mg L.

Entretanto, as diferencas nos resultados alcancados utilizando as barreiras
hidrofébicas ndo € somente qualitativa. Nota-se, pelos resultados apresentados na
tabela 8, que ao utilizar os papeis de filtros impregnados com as barreiras hidrofébicas,
os valores de Ar obtidos sdo significativamente superiores do que quando ndo se
utilizam os papéis com area delimitada. Também € possivel observar que ha maior
precisdo, devido ao menor valor de desvio-padrdao observado, quando as barreiras
hidrofébicas estdo presentes; uma vez que, conforme ja afirmado anteriormente, ao
delimitar a area do papel de filtro por meio das barreiras hidrofébicas, as manchas
geradas sdo mais nitidas e mais uniformes, o que faz aumentar a sensibilidade e

precisdo da nova metodologia aqui proposta.
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Tabela 8 — Valores de Ar encontrados para os suportes solidos com e sem as barreiras
hidrofébicas impregnadas

FUR HMF
Sem barreiras 0,23+0,02 0,14+0,01
Com barreiras 0,304+0,006 0,185+0,005

O diametro utilizado para construcdo das barreiras hidrofébicas foi de 1,5 cm
de diametro e 0,75 cm de espessura. Este valor foi escolhido pois o orificio do
espectrofotometro possui 1 cm de diametro, sendo assim, seria necessario um valor
maior no didmetro da area delimitada pelas barreiras para que fossem realizadas as
medidas confortavelmente. Entretanto, o valor do diametro estabelecido para as
barreiras hidrofébicas ndo poderia ser muito superior a 1,5 cm, pois, caso contrario,
as manchas formadas ndo seriam tdo uniformes e nitidas quanto as obtidas com o
valor de didmetro j& selecionado. Também, outro motivo pelo qual ndo se pode
diminuir o didametro da barreira hidrofébica é que, apds o aquecimento do papel de
filtro durante a confeccdo das barreiras hidrofobicas, ha um espalhamento lateral da
cera depositada, o que provoca uma diminuicdo do diametro inicial; sendo que, apos

0 aquecimento, o diametro da barreira passa a ser de aproximadamente 1,3 cm.

5.2 Comprovacdao da estrutura dos produtos formados

N&ao foram encontradas descricdes na literatura a respeito da estrutura do
produto formado pela reacdo do acido p-aminobenzoico e acido barbitarico com os
analitos FUR e HMF. Dessa forma, suspeita-se que o produto formado seja um
analogo do produto reacdo de Winkler utilizada para quantificacdo de HMF em
amostras de mel (WINKLER, 1955); com a diferenca que aqui a anilina utilizada foi
substituida pelo acido p-aminobenzoico. Nas figuras a seguir, encontram-se as

reacdes dos analitos com os reagentes selecionados (figuras 17 e 18).
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Figura 17 — Reacédo do PABA e AB com HMF
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Figura 18 — Reacdo do PABA e AB com FUR

No mecanismo proposto por Winkler, ha abertura do anel furanico, resultando
num produto que possui insaturacbes conjugadas, o que facilita a movimentacao
eletrbnica e faz com que haja absorcdo na regido do visivel do espectro
eletromagnético.

Como afirmado anteriormente, a estrutura dos produtos foi confirmada por
andlises de espectrometria de massas no modo full scan negativo. A estrutura dos
produtos provenientes da reacéo dos analitos com os reagentes PABA e AB encontra-
se descrita a seguir nas figuras 17 e 18. As etapas do mecanismo da reacado nao estao
demostradas, uma vez que este ndo € o objetivo deste trabalho.

Como pode ser visto no fragmentograma referente ao produto formado pela
reacdo de PABA e AB com HMF a seguir (figura 19), o pico do ion molecular
corresponde a m/z 372 o que reforca a suposi¢ao da estrutura proposta para o produto
da reacdo, visto que esta possui massa molar de aproximadamente 373 g mol?t. A
diferenca de 1 corresponde a perda de um hidrogénio durante a ionizacdo da amostra

para analise por espectrometria de massas.
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Figura 19 — Fragmentograma referente ao produto formado pela reagdo com HMF

Os picos em m/z 373, 342, 329, 299, 286 e 256 representam o ion molecular
protonado (M), a perda de H+O, CONH, (H20+CONH), 2(CONH) e (H20+(CONH)z2),
respectivamente. Os demais picos representados no fragmentograma nao
apresentam relevancia quanto a decodificacdo da estrutura proposta.

No fragmentograma referente a reacdo com FUR (figura 20) tem-se que o pico
do ion molecular tem m/z 342 referente a perda de um hidrogénio da molécula
proposta, cuja estrutura se encontra na figura 18, com massa molar de

aproximadamente 343 g mol™.
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Figura 20 — Fragmentograma referente ao produto formado pela reagdo com FUR

O pico do ion molecular esta presente em m/z 342, representando a perda de
um hidrogénio, referente a ionizacdo da molécula. Os picos em m/z 299 e 256
representam, respectivamente, CONH e 2(CONH). Os demais picos representados no
fragmentograma ndo apresentam relevancia quanto a decodificacdo da estrutura

proposta.
5.3 Otimizacao das condi¢cdes experimentais
Finalizados os testes preliminares, deu-se inicio a otimizacdo das condi¢cdes
experimentais de analise, onde foram estabelecidos os valores ideais para as
concentracdes dos reagentes utilizados na determinagao dos analitos estudados.
5.3.1 Planejamento fatorial
Os resultados obtidos para os experimentos do planejamento fatorial realizado

podem ser vistos na tabela 9 a seguir. Esses resultados séo referentes as condicdes

anteriormente apresentadas nas tabelas 2 e 3.



Tabela 9 — Resultados obtidos nos ensaios do planejamento fatorial

ensaio | [PABA) | taB) | ) R | T
(A=616nm) | (A=420nm)

1 0,01094 | 0,00781 | 4,74x10% | 0,037£0,003 | 0,210+0,015
2 0,04375 | 0,00781 | 4,74x10% | 0,144+0,006 | 0,200+0,015
3 0,01094 | 0,03124 | 4,74x105 | 0,024£0,001 | 0,108+0,008
4 0,04375 | 0,03124 | 4,74x10% | 0,074+0,005 | 0,102+0,006
5 0,01094 | 0,00781 | 4,61x10% | 0,080+0,004 | 0,261+0,006
6 0,04375 | 0,00781 | 4,61x103 | 0,2080,003 | 0,277+0,004
7 0,01094 | 0,03124 | 4,61x10% | 0,069+0,006 | 0,250+0,010
8 0,04375 | 0,03124 | 4,61x10% | 0,178%0,006 | 0,225£0,007
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Observa-se pelos resultados da Tabela 8 que tanto para a reacdo com FUR
guanto para HMF, o ensaio que obteve a maior resposta para os analitos foi o de
namero 6 o qual possui as concentracdes correspondentes de PABA, AB e H* iguais
a 0,04375 mol L%; 0,00781 mol L e 4,61x10 mol L%, respectivamente.

A seguir sdo apresentados os graficos de efeitos principais para as reacoes de
ambos os analitos (figuras 19 e 20). Nesse tipo de grafico, quanto maior a inclinacéo
do segmento de reta correspondente a um fator, maior influéncia esse fator exerce na
resposta.

Na figura 21, correspondente ao grafico de efeitos principais da reacédo de
PABA e AB com FUR, nota-se que os fatores que exercem maior influéncia nesta
reacao séo a concentracédo de PABA e a concentracdo de H* na solucdo de reagente,
sendo que, conforme pode ser observado na figura 19, uma maior concentracéo de
PABA corresponde a uma maior resposta analitica, também para H* tem-se que uma
maior concentracdo corresponde a uma maior resposta analitica; enquanto, para o
fator de menor influéncia (concentracdo AB), uma menor concentracao corresponde

a uma maior resposta analitica.
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Figura 21 — Grafico de efeitos principais para reacdo com FUR

Na figura 22, tem-se o gréfico de efeitos principais para reacao de PABA e AB
com HMF, no qual é possivel observar que os fatores que exercem maior influéncia
na reacdo sao a concentracdo de AB e a concentracdo de H*; sendo que uma menor
concentracdo de AB fornece uma maior resposta analitica e uma maior concentragao
de H* fornece uma maior resposta analitica. O fator de menor influéncia na reacéo
com HMF é a concentracdo de PABA, aqui uma menor concentracao gera uma maior
resposta analitica, mas, como pode ser observado na figura 20, a variacdo da
concentragdo de PABA néo possui influéncia téo significativa quanto os dois outros
fatores estudados, entretanto, isso ndo faz do PABA uma substancia dispensavel,
uma vez que, caso o PABA ou AB ndo estejam presentes na solucdo de reagente nao
ha formacdo do produto amarelo caracteristico. A mesma observacao é valida para

reacao com FUR.
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Figura 22 — Grafico de efeitos principais para reagdo com HMF

A seguir sdo apresentados os gréaficos de Pareto (figuras 23 e 24) obtidos apds
a realizacdo dos experimentos referentes ao planejamento fatorial. Nestes gréficos as
barras que representam os fatores analisados devem estar abaixo da linha tracejada
para que se considere que, dentro do intervalo estudado, o parametro esta otimizado.
A linha tracejada simboliza o intervalo de confiangca de 95%. Sendo assim, caso a
barra esteja abaixo da linha tracejada, tem-se que o parametro analisado nao influi de
maneira significativa na analise.

Como pode ser observado nas figuras 23 e 24, nenhuma das barras
ultrapassou a linha tracejada, sendo assim, é possivel afirmar que, dentro do intervalo
analisado, nenhum dos fatores avaliados possui influéncia significativa na

determinacao de ambos os analitos com nivel de confianca de 95%.
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Figura 23 — Grafico de Pareto para reacao do PABA e AB com FUR
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Figura 24 — Grafico de Pareto para reacao do PABA e AB com HMF
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Pelo exposto, os fatores de maior influéncia na determinagdo do HMF séao a
concentracdo de AB e a concentracdo de HCI, j& para a determina¢do do FUR os
fatores de maior influéncia sdo a concentracdo de PABA e a concentracdo de HCI.
Dentro do intervalo analisado, € possivel considerar que as condi¢cfes de andlise para
ambos os analitos estdo otimizadas; entretanto, é feita a superficie de resposta de
FUR e HMF para garantir que haja a maior resposta analitica possivel, ou seja, que
sejam encontradas as condicdes ideias de analise para determinacao dos analitos.

Como mencionado anteriormente, a matriz do planejamento fatorial foi feita
com auxilio do software Minitab 16. O tratamento estatistico dos dados obtidos através

da realizacédo dos experimentos foi feito com auxilio do software Statistica 7.

5.3.2 Superficie de resposta

Apbs a realizacdo do planejamento fatorial para a reagcdo do PABA e AB com
FUR e HMF, foi construido o grafico de uma superficie de resposta para cada uma
das reacfes com o intuito de encontrar as condi¢cfes ideais de analise. Para cada uma
das superficies de resposta foram utilizados os parametros de maior influéncia nas
determinacdes dos analitos a partir dos dados encontrados pelo planejamento fatorial.

Para determinacdo do FUR, os parametros utilizados na construcdo da
superficie de resposta foram a concentracdo de PABA e a concentracdo de H*. Ja
para determinacdo de HMF, os parametros utilizados na construcdo da superficie de
resposta foram a concentracdo de AB e a concentracdo de H*.

Na tabela 10 a seguir, tém-se os resultados obtidos nos experimentos
realizados para obtencdo da superficie de resposta do tipo composto central para
reacao de PABA e AB com FUR:
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Tabela 10 — Parametros analisados na superficie de resposta do FUR com seus respectivos
resultados (n=3)

[PABA] | [H] R
mol L | mol L% R
0,015 0,005 | 0,103+0,005
0,045 0,005 | 0,082+0,007
0,015 0,025 | 0,222+0,004
0,045 0,025 | 0,230+0,003
0,009 0,015 | 0,157+0,004
0,051 0,015 | 0,131+0,005
0,030 0,001 | 0,046+0,004
0,030 0,029 | 0,236+0,009
0,030 0,015 | 0,181+0,009
0,030 0,015 | 0,169+0,004
0,030 0,015 | 0,174+0,007
0,030 0,015 | 0,165+0,013
0,030 0,015 | 0,162+0,008

Na figura 25 apresentada a seguir tem-se a superficie de resposta para reacao
do PABA e AB com FUR com seu respectivo grafico de curvas de nivel. Observa-se
que foi possivel estipular a concentracao ideal de H* na solucdo de reagente a ser
utilizada, a qual foi definida como sendo 0,015 mol L't. No entanto, como pode ser
visto na figura 25, ndo é possivel atingir a concentracéo ideal de PABA, de maneira
gue, teoricamente, seria necessario aumenta-la a fim de se atingir o ponto de maximo
na superficie; contudo, ndo é possivel aumentar a concentracdo de PABA a esse
nivel, uma vez que ha limitacdo quanto a sua solubilidade no meio reacional, sendo
assim, foi estabelecido que o valor otimizado para concentracdo de PABA seria de
aproximadamente 0,054 mol L, sendo que essa é a maior concentracdo possivel a

ser utilizada, para que se obtenha uma resposta satisfatoria.
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Figura 25 — Superficie de resposta (a) e curva de nivel (b) para reacdo com FUR
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A equacdo que representa a superficie de resposta feita para a reacdo do FUR
com PABA e AB pode ser encontrada a seguir (equacéao 5):

Ar = 0,005 + 0,625[H*] — 89,083[H*]? + 6,511[PABA] — 45,889[PABAJ? + 47,222[H*][PABA]
Equacéo 5
Na tabela 11 a seguir, tem-se o0s resultados obtidos nos experimentos

realizados para obtencdo da superficie de resposta do tipo composto central para
reacao de PABA e AB com HMF:

Tabela 11 — Parametros analisados na superficie de resposta do HMF com seus respectivos
resultados (n=3)

[AB] [H'] A

mol L1 mol L1 R

0,005 0,100 0,256+0,009
0,020 0,100 0,203+0,009
0,005 0,500 0,297+0,005
0,020 0,500 0,283+0,012
0,002 0,300 0,286+0,012
0,023 0,300 0,273+0,007
0,013 0,017 0,162+0,013
0,013 0,583 0,317+0,008
0,013 0,300 0,309+0,004
0,013 0,300 0,309+0,008
0,013 0,300 0,315+0,010
0,013 0,300 0,327+0,012
0,013 0,300 0,314+0,012

E possivel visualizar na figura 26 a superficie de resposta para a reacdo de
PABA e AB com HMF com sua respectiva curva de nivel. Diferentemente da superficie
de resposta do FUR, neste caso foi possivel estipular o ponto 6timo das condi¢des de
analise, no qual estdo otimizadas as concentracées de H* e AB com os respectivos
valores de 0,27 mol L'* e 0,017 mol Lt.Conforme visto no planejamento fatorial, uma
menor concentragdo de PABA fornece uma maior resposta analitica, foi utilizada a

menor concentracdo de PABA usada no planejamento fatorial (0,0109 mol L%).
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Figura 26 — Superficie de resposta (a) e curva de nivel (b) para reacdo com HMF
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A equacdo que representa a superficie de resposta feita para a reacdo do HMF
com PABA e AB pode ser encontrada a seguir (equacéao 6):

Ar = 0,141 + 0,119[H*] — 0,439[H"]? + 20,418[AB] — 667,926[AB]? + 6,500[H"][AB]
Equacéo 6

Sendo assim, os valores otimizados das concentracdes de PABA, AB e H+ para

as determinacdes de FUR e HMF podem ser vistos na tabela 12 a sequir:

Tabela 12 — Parametros otimizados para determinacdo dos analitos

Fator (mol L) FUR HMF
[PABA] 0,054 0,0109
[AB] 0,017 0,017

[H] 0,015 0,270

5.3.3 Estabilidade do produto da reacao

Apés a etapa de otimizacao das condigbes experimentais, foi realizado o teste
de estabilidade do produto formado pela reacdo do PABA e AB com HMF e FUR.

Abaixo, tem-se a tabela com os resultados dos testes (tabela 13)
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Tabela 13 - Valores Ar para HMF e FUR no teste de estabilidade ética

HMF FUR
(50mgL?) | 25mglL?)
Tempo (min) AR medio AR médio

1 0,346 0,210
2,5 0,349 0,227

5 0,332 0,247
7,5 0,326 0,256
10 0,329 0,264
15 0,314 0,272
20 0,306 0,277
25 0,309 0,280
30 0,299 0,281
40 0,302 0,281
50 0,301 0,278
60 0,297 0,275
75 0,300 0,269
a0 0,323 0,262
105 0,325 0,257
120 0,323 0,248
150 0,323 0,236
180 0,324 0,223

Como pode ser visto nos graficos a seguir (figura 27), é possivel notar que os
produtos de ambas as reacdes sao estaveis a partir de 15 minutos depois de secos e,
assim permanecem, até aproximadamente 120 minutos. Sendo assim, as leituras dos
spot-test sdo realizadas 15 minutos apdés a secagem dos analitos, sendo que a

secagem ¢é feita a temperatura ambiente.
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Figura 27 — Resultado do teste de estabilidade 6tica para (a) FUR (25 mg L) (b) HMF (50
mg L),
5.4 Figuras de mérito

A seguir sdo apresentadas as figuras de mérito da metodologia proposta que
incluem curva analitica, repetibilidade e limites de deteccao e quantificacao.
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5.4.1 Curva analitica

Apos a otimizacdo de todas as condicBes experimentais, foram construidas as
curvas analiticas para ambos os analitos. As concentracdes das solucdes padrao para
a curva analitica do furfural variam de 8,69x10° mol L até 4,17x10* mol L™1. O grafico
resultante (figura 28) possui equacéo de regressao linear igual a Ar= 1126,6 Crurfural +
0,0896 e coeficiente de correlacéo (R) igual 0,967. Os pontos da curva representam a

meédia de trés replicatas.
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Figura 28— Curva analitica Ar em fungéo da concentracao de furfural.
Equacéo de reta: Ar = 1126,6 Cyurura + 0,0896 € R= 0,967 e n =3.

E nitido que a relacdo entre a Ar e a concentracéo de furfural ndo apresenta
comportamento satisfatoriamente linear, sendo assim, a fim de melhorar a linearidade
do método, foi tracado o grafico da Ar em fungéo da raiz quadrada da concentracao
(figura 29).
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Figura 29 — Curva analitica Az em funcgéo da raiz quadrada concentracao de furfural.
Equac3o de reta: Ag = 27,117 C¥2-0,0271 e R 0,997 e n=3

Como pode ser visto na figura 29, a relacdo de Ar com C¥2 é linear,
comprovado pelo R igual a 0,997. Dessa maneira, a curva analitica para determinacao
de furfural sera de Ar em funcéo da raiz quadrada da concentracdo do analito.

Para a curva analitica do HMF, as concentracfes de solu¢des padrao utilizadas
foram de 1,10x10° mol L* até 7,91x10* mol L. O gréfico resultante (figura 30) possui
equacao de regressao linear igual a Ar = 490,64 Cumr + 0,0618 e coeficiente de
correlacao (R) 0,970.
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Figura 30 — Curva analitica Az em fungéo da concentracdo de HMF.
Equacéo de reta: Ar = 490,64 Cumvr + 0,0618 e R = 0,970 e n=3

Assim como o furfural, a relacdo entre AR e a Cuvr NA0 apresenta
comportamento linear, dessa forma, foi adotado o mesmo procedimento, tracando um
grafico da Ar em funcédo da raiz quadrada da concentracdo de HMF para que fosse
obtida uma relacao linear. A seguir, tem-se a curva de Ar em funcéo da raiz quadrada

da concentragéo de HMF (figura 31).



68

0,5
04 A
- -
i &
i /I"f
0,2
_ . {_,,_f-""
. - >
o _ /,/
4 ,f
p
0,2 —
i s
- -
_ /’/
. (_,f’-’
0,1 — f,f'
| //lf
1
I:I _l T T T T I T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T I
0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03

CYme ([mol I 2]

Figura 31 — Curva analitica Az em fungéo da raiz quadrada concentracdo de HMF. Equacgéo
de reta: Ag = 15,822 C¥2-0,0263 e R = 0,998 e n=3

Como pode ser visto na figura anterior, a relacdo de Ar com C¥2 ¢ linear,
comprovado pelo R igual a 0,998. Dessa maneira, a curva analitica para determinacao
de HMF sera de Ar em funcéo da raiz quadrada da concentracéo do analito.

Como a legislacao brasileira estabelece o limite para somatéria de FUR e HMF
na unidade de mg a cada 100 mL de etanol anidro, afim de facilitar a compreenséo
das curvas analiticas, cujas unidades de concentracdo estdo em mol L%, a seguir
seguem as tabelas (tabelas 14 e 15) com os valores de concentracdo nas unidades
de mol L1, mg L, bem como os valores da raiz quadrada da concentracéo, utilizados

na construcdo de ambas as curvas analiticas.



Tabela 14 — Dados da curva analitica do FUR
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- - Raiz da
Concentracao Concentracao - L.
il b concentracao Ar médio
(mg L) (mol L) (mol L-1)1/2
0,84 8,69 x 106 2,95x 103 0,041+0,002
1,53 1,59 x 10° 3,99 x 103 0,08+0,03
2,51 2,61 x10° 5,11 x 103 0,11+0,03
5,01 5,22 x 10° 7,22 x 1073 0,18+0,06
10,02 1,04 x 104 1,02 x 102 0,27+0,02
20,04 2,09 x 104 1,44 x 102 0,38+0,06
30,07 3,13 x 10* 1,77 x 102 0,45+0,01
40,09 4,17 x 10 2,04 x 102 0,51+0,02
Tabela 15 — Dados da curva analitica do HMF
- ~ Raiz da
Concentracao Concentracao ~ .
1 1 concentragcao Ar médio
(mg L) (mol L) (mol L1)1/2

1,39 1,10 x 10° 3,32 x 103 0,022+0,001
2,49 1,98 x 10° 4,45 x 103 0,040+0,002
4,99 3,96 x 10° 6,29 x 103 0,069+0,003
9,98 7,91 x 10° 8,90 x 103 0,112+0,004
19,96 1,58 x 104 1,26 x 102 0,185+0,005
39,92 3,17 x 104 1,78 x 102 0,270+0,007
60,01 4,76 x 10 2,18 x 102 0,32+0,01
79,97 6,34 x 104 2,52 x 102 0,364+0,005
99,79 7,91 x 104 2,81 x102 0,413+0,006

5.4.2 Limites de deteccéo e quantificacao

Os limites de deteccéo (LD) e de quantificacao (LQ) foram calculados conforme
determinados pela IUPAC (THOMPSON, 2002) tomando a medida dos desvio-padréo
(SD) de dez medidas do branco da reacdo conforme observado pelas equacfes a
seguir (equacdes 7 e 8).

3xSD LD
— =
Equacéo 7
10 x SD
b

Equacéo 8

Sendo que b representa o coeficiente angular da curva analitica. Os valores de
LD e LQ para a reagao de PABA e AB com FUR e com HMF encontram-se na tabela

16



Tabela 16 — Valores de LD e LQ para rea¢des com FUR e HMF
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FUR mol L* mg L?
LD 6,9310”7 0,067
LQ 7,70:10° 0,740
HMF mol L* mg L?
LD 9,0310° 0,114
LQ 1,0010° 1,27

5.4.3 Repetibilidade

Tendo sido construidas as curvas analiticas para FUR e HMF, foi avaliada a
repetibilidade da metodologia através de medidas no mesmo dia e em dias diferentes.

A seguir, ttm-se as tabelas com os resultados das repetibilidades intradia e interdia
(tabelas 17 e 18).

Tabela 17 — Resultado da repetibilidade intradia e interdia para o furfural (n=3)

Furfural
Intradia
Concentracéo Ar média Ar média Desvio
(mg LY Manha Tarde (%)
5,01 0,181 0,173 3,7
20,04 0,390 0,383 2,9
40,01 0,458 0,465 1,8
Interdia
Concentracdo Ar média Ar média Desvio
(mg L) 05/03/2015 10/03/2015 (%)
5,01 0,130 0,132 3,4
20,04 0,398 0,409 2,9
40,01 0,444 0,451 1,1

Tabela 18 — Resultado da repetibilidade intradia e interdia para o HMF (n=3)

HMF
Intradia
Concentracéo Ar média Ar média Desvio
(mg L) Manha Tarde (%)
5,08 0,049 0,047 3,2
20,30 0,167 0,168 1,6
60,04 0,314 0,315 2,4
Interdia
Concentracéo Ar média Ar média Desvio
(mg L7 05/03/2015 10/03/2015 (%)
5,08 0,061 0,056 55
20,30 0,159 0,177 6,4
60,04 0,315 0,313 2,6
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Pelos resultados apresentados € possivel afirmar que o método proposto pode
ser considerado repetitivo, uma vez que, os testes realizados apresentaram desvios

nao superiores a 6,5%.

5.5 Validacédo da metodologia proposta

A validacdo da metodologia proposta se da por meio da aplicacdo da mesma
em amostras de cachaca, por testes de interferéncia da matriz e também pela
comparacao estatistica dos resultados obtidos pelo método desenvolvido com os
resultados obtidos através de uma metodologia ja descrita na literatura.

5.5.1 Adicao de padréo e recuperacao

Para avaliar a interferéncia da matriz na determinagdo dos analitos, foram
realizados testes de adicdo de padrdo e recuperacdo que consistem em fortificar a
matriz com quantidades conhecidas de padréo e, ao término das analises, é calculada
a quantidade de padréo que se recupera.

No presente trabalho foram utilizados dois tipos de matriz para avaliagdo dos
interferentes: cachaca envelhecida e ndo adocada e cachaga adocada nao
envelhecida. Em cada uma delas foram feitas fortificacdes variando de 50% até 250%
de cada um dos analitos determinados.

A matriz de cachaca adocada néo envelhecida foi testada a fim de verificar se
a presenca de acucares no meio reacional poderia interferir nas andlises. Abaixo
pode-se ver o resultado dos testes de adi¢cao de padréo e recuperacédo para o furfural
e o0 HMF com fortificacdo de 50 a 250% de cada padrédo (tabelas 19 e 20).
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Tabela 19 — Resultados para os testes de adicdo de padrdo e recuperacao para furfural em

amostras de cachaca adocada

Concentracao Concentracao
% adicionada encontrada % Recuperacao
(mol L) (mol LY
50 1,04 x 10* 1,11 x 10* 106%
100 2,08 x 10* 2,16 x 10* 104%
150 2,60 x 10* 2,59 x 10* 99,5%
200 3,12 x 10* 2,94 x 10* 94,2%
250 3,64 x 10* 3,26 x 10* 89,5%

Tabela 20 — Resultados para os testes de adi¢cao de padréo e recuperacéo para HMF em

amostras de cachaca adogada

Concentragéo Concentracéao
% adicionada encontrada % Recuperacao
(mol L) (mol LY
50 7,91 x 10° 7,94 x 10 100%
100 1,59 x 10* 1,68 x 10 105%
150 1,99 x 10* 2,03 x 10* 102%
200 2,38 x 10* 2,44 x 10* 102%
250 2,78 x 10* 2,95 x 10* 106%

Os ensaios de adicéo de padrao e recuperacédo foram realizados em cachacas

nao adocadas envelhecidas em toneis de carvalho para averiguar se o contato

prolongado com a madeira, que gera a coloracdo amarelada nesse tipo de amostra,

pode ocasionar interferéncia significativa na analise de FUR e HMF. A seguir,

encontram-se as tabelas com os resultados para os testes de adicdo de padréo e

recuperacao para ambos os analitos (tabelas 21 e 22).

Tabela 21 — Resultados para os testes de adicdo de padrdo e recuperacao para furfural em

amostras de cachaca envelhecida

Concentracéo Concentracéao
% adicionada encontrada % Recuperacao
(mol LY (mol LY
50 1,04 x 10* 1,13 x 10* 108%
100 2,08 x 10 2,25 x 10* 108%
150 2,60 x 10 2,55 x 10* 97,8%
200 3,12 x 10* 3,07 x 10* 98,4%
250 3,64 x 10* 3,39 x 10* 93,0%
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Tabela 22 — Resultados para os testes de adi¢cao de padréo e recuperacéo para HMF em
amostras de cachaca envelhecida.

Concentragéo Concentragéo
% adicionada encontrada % Recuperacao
(mol LY (mol LY
50 1,04 x 10* 1,08 x 10* 104%
100 2,08 x 10* 2,02 x 10* 96,9%
150 2,60 x 10* 2,72 x 10% 104%
200 3,12 x 10* 3,18 x 10* 102%
250 3,64 x 10* 3,51 x10% 96,3%

Por meio dos resultados apresentados é possivel afirmar que nenhum dos dois
tipos de matrizes analisadas interfere de maneira significativa na determinacéo de
FUR e HMF, uma vez que todos os resultados encontrados para as recuperacoes
estdo dentre da faixa estipulada de 80-110% para a concentracdo maxima permitida
dos analitos na amostra (HUBER, 1998).

5.5.2 Aplicacdo da metodologia proposta em amostras de cachaca

Apébs o desenvolvimento da metodologia, a mesma foi aplicada em amostras
de cachaca provenientes de diversas partes do estado de S&o Paulo, bem como
amostras provenientes de fora do estado.

As amostras de cachaca analisadas possuem diferentes teores alcodlicos e
caracteristicas diversas. Foram selecionadas 11 amostras distintas que tem suas

caracteristicas descritas na tabela 23 a seguir:
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Tabela 23 — Amostras de cachacas analisadas no presente trabalho

Teor
Amostra Caracteristica Alcodlico Proveniéncia
(% viv)
A N&o adocada 45 Brotas — SP
B Adocada 39 Pirassununga — SP
C Adocada 39 Sta. Rita Passsa Quatro —
D Adocada 39 Pirassununga — SP
E N&o adocada 38 Sorocaba — SP
F Adocada 39 Rio Claro — SP
G Envelhecida e ndo 39 Jundiai — SP
adocada
H Envelhecida e ndo 45 Brotas — SP
adocada
I Adocada 39 Jandaia do Sul — PR
J Adocada 40 Vitéria de Sto. Antdo — PE
K N&o adocada 38 Fortaleza — CE

As amostras anteriormente descritas foram submetidas a metodologia
desenvolvida ndo sendo necessarias etapas de clean-up. Sendo assim, era aplicada
a solucdo de reagente para cada um dos analitos em papeis com area delimitada e
em seguida, sem que 0 reagente estivesse completamente seco, a amostra era
aplicada sobre ele. Depois de 15 minutos que 0s spot-test estivessem completamente
secos eram feitas as leituras de Ar no equipamento.

Os analitos eram determinados separadamente e, ao término dos
experimentos, tinham suas quantidades somadas a fim de determinar se o valor
encontrado ultrapassava ou ndo o limite estabelecido pela legislacdo brasileira
(BRASIL..., 2005).

Os resultados encontrados sao apresentados nas tabelas a seguir (tabelas 24,
25 e 26):



Tabela 24 — Determinacdo de HMF em amostras de cachaga®

Amostra

Concentragdo HMF
(mg/100 mL de EtOH)

A

<LQ

0,18 + 0,02

0,28 + 0,04

<LQ

<LQ

0,20 + 0,02

6,7+0,1

<LQ

0,32 + 0,04

<LQ

ANe|—ITOMMmMOI0|m

<LQ

Tabela 25 — Determinagcéo de FUR em amostras de cachaca

Amostra

Concentracdo FUR
(mg/100 mL de EtOH)

0,137 £ 0,009

<LQ

<LQ

<LQ

<LQ

<LQ

0,130 + 0,009

0,35 + 0,02

<LQ

<LQ

ANe|—=T|OMMO0O|m| >

<LQ

Tabela 26 — Determinagdo de FUR e HMF em amostras de cachaca

Amostra

Concentracdo FUR + HMF
(mg/100 mL de EtOH)

0,137 + 0,009

0,18 £ 0,02

0,28 + 0,04

<LQ

<LQ

0,20 + 0,03

6,8 +0,1

0,35 + 0,02

0,32 + 0,04

<LQ

AN a|l—|ZT|IOMMmMOO|m >

<LQ

3 As determinagfes nas tabelas 23, 24 e 25 sdo a média de trés replicatas.
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Nota-se que uma série de amostras ndo possuem os valores de FUR e HMF
qguantificados pois suas concentragcdes encontram-se abaixo do LQ da metodologia
proposta. Entretanto, é possivel afirmar que nenhuma delas estd acima do limite
maximo estipulado pela legislacdo, uma vez que se HMF esta abaixo do LQ e FUR
também esta abaixo do LQ, a somatéria de ambos os analitos, consequentemente,
serd menor que 0s 5 mg/100mL de etanol anidro e também estara abaixo do limite ja
que LQ para HMF é de 1,00 x 10° mol L* (1,27mg L) e 0 LQ para o FUR é de 7,70
x 106 mol L-1 (0,74 mg LY).

5.5.3 Metodologia comparativa

Por fim, para completar a validacdo da metodologia proposta, deu-se inicio a
comparacao dos resultados obtidos pela metodologia proposta com aqueles obtidos
através de uma metodologia previamente descrita na literatura.

A metodologia escolhida foi a descrita em Alcazar (2006); utilizando a técnica
cromatografica tendo como fase movel uma mistura composta por um solvente
aquoso (solucéo acida descrita no item 3.3) e um solvente organico (acetonitrila).

Conforme consta na literatura (ALCAZAR, 2006), sob as condicbes
cromatograficas descritas anteriormente na tabela 5, os tempos de retencao (tr) séo
de aproximadamente 3,1 minutos para o HMF, enquanto para FUR tr esta em torno
de 5 minutos.

Como é possivel visualizar no cromatograma (figura 32) abaixo, ha uma
pequena variagcdo nos tempos de retencdo para o padrdo de cada uma das
substancias. Isso pode ocorrer dado que nédo foi utilizado o mesmo equipamento
cromatografico, bem como coluna de marca diferente aquela descrita pela
metodologia comparativa, sendo utilizados equipamentos equivalentes. Nota-se o tr
para o HMF est4 em torno de 3,4 minutos, enquanto tr para o FUR esta em torno de

5,8 minutos.
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Figura 32 — Cromatograma obtido da mistura dos padrbes de FUR com tr 5,8 min
(Conc =25 mg L) e HMF com tr 3,4 min (Conc = 25 mg L™)

Foi entdo tracada uma curva analitica para cada um dos analitos com faixa
linear de 0,1 a 50 mg L* que podem ser vistas nas figuras 33 e 34 a seguir:
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Figura 33 — Curva analitica da Area em funcéio da Crur (Mg L.
Equacéo de reta Area = 134600,86Conc — 4712,52 com R = 0,99999
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Figura 34 — Curva analitica da Area em funcdo da Cuur (Mg LY.
Equacéao de reta Area = 118762,21Conc — 9532,23 com R = 0,99998

As amostras foram analisadas por esta mesma metodologia cromatografica. A
seguir, na figura 35, € possivel visualizar um exemplo de um cromatograma da
amostra F, no qual pode-se identificar nitidamente os picos de HMF e FUR por seus
tempos de retencdo caracteristicos, em torno de 3,3 minutos e 5,5 minutos,

respectivamente
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Figura 35 — Cromatograma referente a amostra F

A seguir, nas tabelas 27, 28 e 29, tem-se o resultado das determinacdes de

FUR e HMF em amostras de cachaca pela metodologia comparativa:

Tabela 27 — Determinacdo de HMF em amostras de cachaca pela metodologia comparativa*

Concentragdo HMF
(mg/100 mL de EtOH)
<LQ
0,215 + 0,000
0,275 + 0,001
<LQ
<LQ
0,178 £ 0,000
6,77 £ 0,02
0,062 + 0,000
0,362 + 0,001
<LQ
<LQ

Amostra

ANa|l—|ZTIOMMmMOIO|m@| >

4 As determinagdes nas tabelas 27, 28 e 29 sdo a média de trés replicatas.
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Tabela 28 — Determinacédo de FUR em amostras de cachaca pela metodologia comparativa

Concentracdo FUR
(mg/100 mL de EtOH)
0,139 £ 0,000
<LQ
<LQ
<LQ
<LQ
0,057 + 0,000
0,12+ 0,03
0,386 + 0,003
<LQ
<LQ
<LQ

Amostra

A= T|OMMOI0|®m|>

Tabela 29 — Determinagdo de FUR e HMF em amostras de cachaga pela metodologia
comparativa

Concentracédo FUR + HMF
(mg/100 mL de EtOH)
0,139 + 0,000
0,215 + 0,000
0,275 + 0,001
<LQ
<LQ
0,235 + 0,000
6,889 + 0,003
0,449 + 0,003
0,362 + 0,001
<LQ
<LQ

Amostra

A= T|OMMOI0|®m|>

5.5.4 Comparacao dos resultados obtidos

Ao término da determinacdo dos analitos pela metodologia comparativa, deu-
se inicio as comparacdes das meédias obtidas pela metodologia proposta e a
metodologia comparativa por meio do teste estatistico de t de Student, no qual sera
verificado se ambas as médias obtidas sao estatisticamente equivalentes.

Como foram realizadas trés replicatas para cada uma das determinacdes

realizadas, o valor tabelado do t de Student é 4,303° (teste t pareado). Para que um

5 Para dois graus de liberdade e intervalo de confianca de 95%
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valor seja considerado estatisticamente equivalente a outro, o teste t de Student deve

apresentar, em modulo, valor igual ou inferior ao valor tabelado.

Nas tabelas 30 e 31 a seguir tem-se a comparacao entre as médias obtidas em

cada uma das metodologias para determinacédo de HMF e FUR.

Tabela 30 - teste t de Student para determinacdo de HMF em amostras de cachaca®

tzbg'gds" Método comparativo Método proposto
Concentragao Concentracao tcalculado
Amostra (mg/100 mL EtOH (mg/100 mL EtOH
anidro) anidro)
A <LQ? <LQP -
B 0,215 + 0,000 0,180 £ 0,017 3,566
C 0,275 + 0,001 0,282 + 0,039 0,282
D <LQ <LQ -
E <LQ <LQ -
F 0,178 £ 0,000 0,197 £ 0,025 1,304
G 6,768 + 0,023 6,694 + 0,122 0,926
H 0,062 + 0,000 <LQ -
I 0,362 + 0,001 0,319 £ 0,036 2,029
J <LQ <LQ -
K <LQ <LQ -
@1,27mg L*
0,1 mg L*

Tabela 31 — teste t de Student para determinacdo de FUR em amostras de cachaca

tzbggd; Método comparativo Método proposto
Concentragao Concentracao tcalculado
Amostra (mg/100 mL EtOH (mg/100 mL EtOH
anidro) anidro)
A 0,139 £ 0,000 0,137 £ 0,009 1,102
B <LQ? <LQP -
C <LQ <LQ -
D <LQ <LQ -
E <LQ <LQ -
F 0,057 £ 0,000 <LQ -
G 0,121 £ 0,030 0,130 £ 0,009 0,329
H 0,386 + 0,003 0,347 £ 0,018 2,937
| <LQ <LQ -
J <LQ <LQ -
K <LQ <LQ -
20,74 mg L*
®0,1 mg L*

6 Média de 3 determinacdes nas tabelas 30 e 31
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Como pode ser visto nas duas tabelas anteriores, os valores de t calculado séo,
em modulo, menores que os valores de t tabelado; dessa maneira, € possivel afirmar
gue as quantidades de HMF e FUR encontradas pela metodologia comparativa e pela
metodologia proposta nao diferem de maneira significativa entre si.

Na tabela 32 é apresentada uma comparacdo dos valores encontrados para

somatoria de HMF e FUR em ambas as metodologias.

Tabela 32 — Resultados da somatéria de HMF e FUR por ambas as metodologias

Método comparativo Método proposto
Amostra Concentracao _ Concentracao _
(mg/100 mL EtOH anidro) (mg/100 mL EtOH anidro)
A 0,139 + 0,000 0,137 £ 0,009
B 0,215 £ 0,000 0,180 £ 0,017
C 0,275 £ 0,001 0,282 + 0,039
D <LQ <LQ
E <LQ <LQ
F 0,235 + 0,000 0,197 £ 0,025
G 6,889 + 0,003 6,823 + 0,131
H 0,449 + 0,003 0,347 £ 0,018
I 0,362 + 0,001 0,319 £ 0,036
J <LQ <LQ
K <LQ <LQ

Como é possivel observar na tabela anterior, os resultados encontrados pela
metodologia proposta sdo préximos daqueles encontrados pela metodologia
cromatografica comparativa.

Entretanto, a nova metodologia aqui descrita ndo utiliza de solventes organicos
toxicos, como ACN, a qual é utilizada no o método comparativo. Além disso, 0s
equipamentos utilizados na nova metodologia sao significativamente mais baratos e
nao necessita de operador especializado como no equipamento cromatografico
utilizado na metodologia comparativa.

A titulo de comparacao, na tabela 33 é apresentada um comparativo dos
parametros entre as duas metodologias empregadas, no qual estdo presentes a
demanda de tempo em cada analise e também um calculo aproximado do valor
necessario para realizar cada determinacdo. Na tabela ndo foi considerado o custo da

mao de obra do operador.
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Tabela 33 — Comparacéao entre as metodologias proposta e HPLC

Custo Custo
Parametro Método broposto Método comparativo
prop (ALCAZAR, 2006)
Analise: FM Solucédo A/ACN
Solvente? Agua deionizada 18:82 (R$ 0,06)

Limpeza e acondicionamento
equipamento: FM (R$ 3,78)

Reagente FUR

<R$ 0,01/analise

Reagente HMF

<R$ 0,01/anélise

Papel

R$ 0,10/dispositivo

Tinta solida (cera)

<R$ 0,01/dispositivo

Equipamento®

Espectrometro portatil
Ocean Optics US$4520,00
impressora de cera (R$

HPLC — DAD (US$
~150.000,00) + Coluna C18
(R$ ~3.000,00) + filtro de

~4.600,00) seringa (R$ 7,08)
Custo por analise® R$ 0,11 RS 7,14+ limpeza e
acondicionamento
. Entre apllca(;qo,Nsecagem 7 min por andlise + 10 min de
Tempo de andlise e medicdo

20 min por analise

purga e 30 min para limpeza

aN&o incluso o custo de agua deionizada.
b N&o incluso o custo de computador para o tratamento dos dados dos dois métodos.
¢ N&o incluso o custo do equipamento.
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6 CONCLUSOES

Ao término dos experimentos, € possivel concluir que foi desenvolvido um novo
meétodo para determinacéo de furfural e hidroximetilfurfural em amostras de cachaca
utilizando metodologias de screening quantitativo e spot-test com papel de filtro como
suporte solido delimitado com barreiras hidrofébicas. O método desenvolvido foi
aplicado com sucesso em amostras de cachaca.

As barreiras hidrofébicas impregnadas na superficie do papel de filtro
aumentaram significativamente a sensibilidade do método por concentrar as manchas,
tornando-as mais intensas e homogéneas.

Os testes de adicdo de padrdo e recuperacdo mostraram que a matriz nao
influencia de maneira significativa na determinacao dos analitos.

Os resultados obtidos pela metodologia proposta foram comparados com 0s
resultados obtidos através de uma metodologia comparativa ja descrita na literatura,
0 teste estatistico realizado permite afirmar que os resultados sdo estatisticamente
equivalentes.

As estruturas propostas para os produtos das reagcdes dos dois analitos com
acido p-aminobenzoico e acido barbitarico foram confirmadas através de estudos de

espectrometria de massas.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Como observado anteriormente, a metodologia de anélise desenvolvida é
eficaz na determinacdo de furfural e hidroximetilfurfural em amostras de cachaca.
Contudo, a metodologia aqui proposta ndo se limita somente a esse tipo de amostra.
Futuramente, pretende-se explorar a potencialidade deste método para determinagéo
de furfural e hidroximetilfurfural em outros tipos de bebidas alcodlicas destiladas, como
rum, whisky, gim, entre outros; ou mesmo em outros tipos de amostras, como por

exemplo, biomassa.
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