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RESUMO

Neste trabalho € efectuada uma revisio sobre a aplicagéo da Analise
por: Injeecdo em Fluxo (KLA) em’ enologia,- bem: como. a  sua previsivel
evolugho. “Apresenta-se -ainda - uma descricdo dos seus . principios  funda-
mentais, componentes e técnicas basicas: o :

I'\ITRODUCAO

; Os procedlmentos analiticos séo geralmente constltuldos
por .um conjunto de operagles -sequenciais demgnadamente a
amostragem, a preparacio da amostra (visa:adequar a amostra
a medida), a medicio de uma propriedade fisica relacionavel
com a concentracdo, e o tratamento e registo dos resultados
obtidos. Uma vez que, actualmente; se dispde de instrumentacio
adequada para realizar, com rapidez, as duas ultimas operacdes;
o tempo global dispendido com a anilise é essencialmente con-
dicionado pelo processo de preparacio da amostra que ‘pode
envolver operacdes tdo diferenciadas como diluicdes, adigéo de
reagentes, aquecimentos ou extraccdes. Estas operacoes, efec-
tuadas com material cuja concepciio tem mais de um século,
520 bastante morosas, e necessitam de um grande volume de
trabalho, necessariamente especializado. o

Este facto, aliado ao crescente nimero de anlises a efectuar
e 4 necessidade de reducio de custos, orlgmou o} desenvolv1mento
e aplicacio da analise automatica. o ‘ ~
Os métodos autométicos sfo essencialmente baseados ‘ng: -
substituicdo das operagbes manuais por operacoes descontinuas



—96—

ou continuas seguidas da medigdo. Nos métodos descontinuos
as amostras mantém a sua identidade, pois sfo colocadas em
vagsos. separados onde sfo realizadas: as diversas operagoes
prévias. Nos métodos continuos a preparacio da amostra ocorre
num fluxo de liquido ou de g4s, sendo a concentracfo da espécie
a analisar medida sem que ocorra a interrupcio desse fluxo.

No ambito dos métodos continuos de anilise os sistemas
com o fluxo segmentado (SKA) e, mais recentemente, os de
fluxo nfo segmentado (FIA) tém sido os mais utilizados.

Os sistemas de fluxo segmentado foram inicialmente pro-
postos por Skeggs (1957), e sfo baseados na segmentacio do
fluxo combolhag de ar, azoto, ou mesmo dé oleo. Estes sis-
temas procuram reproduzir os conceitos inerentes A ‘anilise
classica, em que se visa manter a identidade das amostras e
a realizacdo das medidas em condicGes de equilibrio e de homo-
geneizacdo. Estes sistemas sfo ji vulgares em diversas A4reas
como a quimica clinica, ambiental e alimentar. Sio constituidos
por dispositivos de amostragem, de propulsdo, de introducdo
de bolhas de ar, dispositivos intermédios capazes de realizar
operagOes como didlises, extracgdes liquido-liquido, aquecimentos,
sistemas de eliminacdo de bolhas de ar, sistema de deteccdo
e de tratamento de resultados. Estes analisadores, conhecidos
vulgarmente como «auto-analyzerss, sio de eficicia comprovada,
nomeadamente na 4rea das andlises clinicas, e na irea dos vinhos
(Curvelo-Garcia e Bouvier, 1988). Apresentam no entanto, como
principais desvantagens, o facto de serem bastante ‘complexos;
e portanto muito dispendiosos, devido as dificuldades técnicas
inerentes & segmentacdo do fluxo e a medicoes efectuadas em
condicdes de homogeneizacio e equilibrio. ‘ ,

" Em alternativa a estes sistemas, foi descrita, ‘e meados
da década de setenta, uma nova metodologia de fluxo continuo,
que revolucionou os conceitos até entdo existentes no capitulo
dos métodos autométicos, e que veio a ser designada por analise
_por injeccdo em fluxo (FIA). Esta metodologia, que resultou
do trabalho efectuado quase em simultdneo por Ruzicka e Hansen
(1975) na Dinamarca e por Stewart et al. (1976) nos Estados
Unidos, rompeu com ideia de que os métodos autométicos deve-
riam ser meras adaptacOes dos métodos classicos aos sistemas
de fluxo. Com efeito, na nova metodologia, nfo ha segmentacio
do fluxo de liquidos, pelo que as medicdes ndo sfo efectuadas
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em condicGes de equilibrio fisico (homogeneiza¢do) nem de
equilibrio quimico. Em FIA, as amostras sdo intercaladas (e néo
aspiradas. como eni SFA) num fluxo. continuo de liguido, que
promove- o seu transporte até ao deteetor. Durante o processo
de transporte, ocorre a dispersdo do segmento de amostra no
transportador e, eventualmente, a reaccido com o transportador
ou com outros reagentes adicionados estrategicamente ao sistema.
Finalmente, quando. a espécie que gera o sinal analitico atinge
o detector observa-se um sinal transiente relacionivel com a
concentracio da amostra a analisar. O conceito de homogenei-
zacdo e equilibrio inerente ao SFA é assim substituido. pelo de
dispers@o parcial da amostra no transportador, com rigoroso
controlo do intervalo de tempo que. decorre entre a injeccio. e
a medicao.: Uma ' detérminacdo por FIA  (como em SFA) é
geralmente iniciada com uma curva de calibracdo, seguindo-se
entdo a introducdo das amostras, finalizando-se, caso necessario,
com uma-nova calibracdo para. controlar variacSes na resposta
do detector. Garante-se, assim, que todos os pardmetros do
sistema FIA se mantém constantes durante o referido procedi-
mento analitico. A dispersao e, eventualmente, a extensio da
reaccdo que: possa -ocorrer: é reprodutivel -para os suicessivos
padrdes e amostras, pelo que ndo ha necessidade de efectuar
a deteccdo em condicdes de equilibrio- fisico ou quimico.

A simplicidade, relativo baixo custo, versatilidade e faci-
lidade de construgdo tem suscitado um significativo interesse
de que resultou o seu rapido desenvolvimento e aplicacdo em
numerosas areas, ‘com particular énfase na das analises clinicas
(Rocks e Riley, 1982) e também no controle ambiental (L&zaro
et al., 1985). Neste artigo é efectuada uma revisdo sobre a sua
aplicagdo na analise de vinhos, e é dada um perspectiva do que
poders ser a sua evolugdo. Apresenta-se ainda duma forma
resumida uma panorimica sobre a-Analise por Injeccio em Fluxo.

Principios fundamentais da andlise por injecgdo em fluxo

A Andlise por Injeccdo em Fluxo baseia-se na conjugacio
da intercalacio da amostra no transportador, no controlo da
dispersdo parcial da amostra nesse fluxo e do tempo exacto para
efectuar a medida do sinal analitico.
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Para satisfazer estes requisitos uma montagem FIA simples
é constituida por uma unidade de propulsdo, de injeccdo, por
tubagem (reactor) onde se realizam as operacles exigidas pelo
sistema de medida, um detector e um sistema de registo de dados.

O sistema de propulsdo visa estabelecer um fluxo reprodu-
tivel de liquido transportador e, eventualmente, de outros rea-
gentes adicionados ao sistema. As unidades de propulsao mais
utilizadas tém sido sem duvida as bombas peristalticas que
apresentam, contudo, a desvantagem de introducio de ligeiros
pulsos no sistema, que podem ser minimizados com dispositivos
adequados (Alegret et al., 1987). A sua utilizacdo em sistemas
que incorporam detectores potenciométricos aumentam a com-
plexidade da montagem devido & necessidade de eliminar o ruido
eléctrico que originam (Alegret et al., 1984; Alonso et al., 1986).

Alternativamente, a impulsao do fluxo pode ser obtida por
bombas de pistdo, gravidade, ou deslocamento de um liquido
contido: num recipiente pressurizado.

O sistemo de -injececdo deve: intercalar duma forma repro-
dutivel o segmento de amostra no fluxo de transportador pro-
vocando uma minima interrupcio do fluxo. & de notar que o
volume injectado ndo necessita de ser rigorosamente conhecido,
~mas deve ser igual para a série de padrdes e de amostras.
As valvulas rotatdrias de baixa pressdo sdo as unidades mais
usadas, embora também tenham sido utilizadas, especialmente
no inicio desta metodologia, seringas com agulhas hipodérmicas.

Os reactores mais utilizados em FIA sd0 simplesmente tubos
de Teflon con didmetros internos geralmente compreendidos
entre 0,3 e 1,0 mm, que podem ser montados no sistema esti-
cados, enrolados, com ‘nés aleatdrios, ou ainda usados com um
empacotamento de pequenas bolas de vido, conhecidos pelas
iniciais SBSR (single bead string reactor) (Reijn et al., 1981).
Podem ser ainda incorporadas unidades para realizar dialises,
extracgdes liquido-liquido, colunas de troca idnica, ou cimaras
de mistura com agitagdo mecénica.

Devido a diversidade das montagens FIA, é possivel usi-las
com os mais diversos tipos de detectores (Opticos, electroqui-
micos, entalpimétricos, fotoacusticos, fotoelectroquimicos, pie-
zoeléctricos; radioquimicos) sem que para tal, na maioria dos
casos, necessitem de modificacdes técnicas apreciaveis. Estes
devem, no entanto, ser selectivos, apresentarem um tempo de
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resposta rapido, e nfo contribuirem para o alargamento excessivo
do sinal transiente introduzindo zonas adicionais de dispersio.

O controlo da dispersdo do segmento de amostra entre o
ponto de injeccdo e o da deteccio é fundamental em FIA e deter-
minante dos resultados obtidos.

O perfil de dispersao do troco de amostra em cada instante
resulta de duas contribuicSes para o movimento das particulas:
o transporte por conveccio e o transporte por difusio.. Em con-
digGes de fluxo laminar, a acgdo da conveccdo origina um perfil
parabélico de velocidades em que a camada de liguido adjacente
as paredes do tubo é praticamente estacioniria enquanto que
a.velocidade das particulas no centro do tubo é o dobro da: velo-
cidade média. Se nio ocorresse outro tipo de mecanismo haveria
contaminacdo. mutua entre: amostras sucessivas, e o ‘sinal tran-
siente seria demasiado alargado. Tal ndo ocorre devido ao feno-
meno da difusdo, que resulta de gradientes de concentragio em
diferentes instantes do transporte por convecgdo. A difusio pode
ser: axial, originada em - gradientes longitudinais de concen-
tracdo, ou radial, decorrente de gradientes radiais. A difuséo
radial contribui para a manutencdo da identidade das amostras,
na medida em. que impele as particulas adjacentes as paredes
do tubo para o centro e vice-versa, o que evita a contaminacdo
- das amostras e permite um maior ritmo de amostragem.

- Apés a intercalacdo da amostra no sistema FIA, predomina
o transporte por conveccdo, sendo o processo de difusfo mais
significativo & medida que aumenta o tempo de residéncia da
amostra no sistema. Esta situagio determina o sinal tipico em
FIA, que se traduz numa subida brusca de sinal quando a
amostra atinge-o detector, e um retorno & linha de base mais
relaxado. Quando o tempo de residéncia da amostra é relati-
vamente ‘grande, o sinal analitico - tende = para uma . curva
Gaussiana. : ‘ S
O aumento das exigéncias requeridas para certas determi-
nacdes originou o recurso a novos artificios de modo a satisfazer
as necessidades e, simultineamente, aumentar a gama de apli-
cacoes do FIA. E o caso da bombagem intermitente que permite
estudar ‘cinéticas de reaccdes, bem como. de gumentar a sensi-
bilidade de algumas metodologias. Nesta técnica, o fluxo é parado
(«stopped flow») quando o segmento de amostra se encontra
no detector, sendo novamente ligadas as bombas quando a
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extensio da reaccio for considerada suficiente para os objectivos
da determinacfo. Esta técnica permite ainda adicionar um deter-
minado reagente dispendioso  somente quando:a amostra passa
na confluéneia onde o reagente é adicionado.

Embora os  sistemas FIA originem, em geral, um: baixo
consumo de reagentes devido ao pequeno volume da tubagem
e aos baixos caudais usados, a economia de reagentes pode ser
maximizada com a utilizacfo de técnicas como a das zonas con-
fluentes («merging zonesy) (Ruzicka e Hansen, 1988) em que
se procede a uma injeccdo sincronizada de amostra e reagente.
Esta técnica pode ainda ser usada como processo de diminuicio
de sensibilidade fazendo: com  que .4 sobreposicao entre os dois
segmentos de solucdo intercalados apresente diferentes graus
de coincidéncia.

Quando ndo existe restricdo da quantldade de amostra e
‘se pretende economizar reagente, pode-se ainda recorrer ao
designado «FIA4 reverso», em que. a. amostra funciona como
transportador, e os reagentes sdo intercalados nele. Esta técnica
permite ainda aumentar a sensibilidade da medida e-a sua zZona
de aplicabilidade, bem como a realizagdo de determinacoes
sequenciais usando véalvilas de injeccfio em -série:

- A execucio de titulacbes em fluxo continuo é outra das
possibilidades ‘dos sistemas FIA:que nao tem paralelo em SFA,
e decorre do facto:do sinal ser transiente e controlavel.: Quando
se intercala na solucdo uma espécie que reaja quantitativamente
com uma espécie contida no transportador, é possivel encontrar
dois: pontos no perfil de dispersao obtido, respectivamente na
parte anterior e posterior, em que se obtém a condicdo de equi-
valéncia. O intervalo de tempo entre os dois pontos é proporcional
a0 logaritmo da concentracdo da espécie a determinar. O uso
da largura do sinal transiente como parimetro analitico nio é
exclusivo das titulacoes, podendo ser usado- para aumentar g
zona de linearidade das metodologias analiticas; devido a depen-
denc1a logaritmica.

“Além das técenicas anterlores, que sao exclusivas dossis-
temas FIA, podem ser usados sistemas de separacio também
utilizados em analise por fluxo segmentado.

As amostras podem: ser: diolisadas, de um canal contendo
o troco de amostra para outro contendo o fluxo de aceitador.
Esta é usada essencialmente para eliminar interferentes, ou ainda
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para diminuir = significativamente a. quantidade -de. espécie a
determinar que se encaminha para o detector, uma vez que apenas
uma pequena parcela se difunde para o fluxo aceitador.

Pode-se ainda referir o uso em FIA de unidades de extracgdo
liquido-liquido para aumentar a selectividade ou sensibilidade
das determinagdes, de tubos com enzimas imobilizadas ou ainda
com resinas de troca iénica. :

Comparagdo do FIA com o SFA

Os desenvolvimentos ‘mais significativos de processos’ auto-
maticos de analise realizados até ao momento nas mais diversas
areas, utilizam sistemas de fluxo segmentado, devido essencial-
mente ao facto de ser uma metodologia ja bem estabelecida,
que fornece resultados com uma precisio e exactiddo semelhante
aos métodos classicos. Esta tendéncia manifesta-se também na
anilise de vinhos, justificando por isso que se faca uma com-
paracio. entre estes sistemas e os. de fluxo continuo (FIA).

Embora apresentem alguma similaridade, nomeadamente no
que diz respeito a algum tipo de equipamento, as suas caracte-
risticas, bem como a sua eficiéncia sdo bastante diferentes, como
se pode concluir da anilise comparativa apresentada de forma
resumida na Tabela ‘1. .

As amostras, em FIA, sdo injectadas e nio aspiradas como
em SFA, permitindo utilizar volumes de amostra bastante
reduzidos, o que no caso da analise de vinhos néo é importante,
mas que assume particular relevincia em andlises clinicas. Os
ciclos de lavagem, indispensiveis em SFA, nfo sfo necessirios
em FTA, visto que entre injec¢bes de amostras sucessivas circula
no gistema. a solucdo correspondente ao ensaio a branco.

- O consumo de neagentes é significativamente menor em
FIA devido essencialmente a0 menor volume da tubagem. A pou-
panca de reagentes, que é por exemplo critica quando se uti-
lizam reagentes dispendiosos como as enzimas, pode ainda ser
maximizada usando técnicas com as zonas confluentes, ou ainda
recorrendo & utilizacio de enzimas imobilizadas e a valvulas
rotatérias que permitam a recirculagio de reagentes.

A possibilidade de efectuar titulacdes em fluxo continuo
é outra das possibilidades sem paralelo em SFA, assim como a
avaliaclo cinética de reacgles.
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TABELA, 1

Comparacio -entre algumas caracteristicas dos sistemas de Andalise
por Fluxo Segmentado (SFA) e de"Anglise por Injeccdo
“lem  Fluxo (FIA)

: O’onipowisoh of: opemting chamctem’stics for Segmented Flow
Analysis ((SEA) and Flow: Injection Analysis (FIA)

Parametros o SFA Fia
Introducio-da. amostra Aspiracao k Injeccdo (intercalacio)’
Liquido transportador Segmehtado : Néo segmentado
“Tempo de-arranque 20 min 1 min
Volume de amostra Cog2eemL 10-200- , L
Tempo de resposta-. - Ler2od 30rmin; 37da 60%

Diametro interno. do: tubo L 2mm : 0,50 8 1,00mm
Condigdes;; de ;detecgéo . E‘quilibriok : Dispersdo controlada

: ! (homogeneizagio)‘ (n:e“to, homogeneizagao) ;
‘Ritmo de Amostragem 20-80h 1 ~ 50-360 -
Gastos 'de reagentes RElevado Baixo
Ciclo-de -lavagem : “Hssencial * N&o € necessdrio
Longos tempo de incubacio - Adequado Lo Nédo:adequado
Avaliacio:cinética : Né&o: & posgsivel Possivel::
: Titulagc”)ejs i : - 'No ¢ possivel Possivel
Tratamento de sinal ana11t1co Altura Altura/area/largura

~ Os sistemas FIA sfo mais simples devido a auséncia de
segmentacdo do fluxo, mais versiteis e de menor custo, apre-
sentando resultados de qualidade equivalente a fornecida pelos
sistemas de fluxo segmentado mas com maiores ritmos de amos-
tragem, excepgdo feita a reaccOes com tempos de ‘incubagéo
muito longos: : ~

Apvli‘capdes do FIA em Enologia

Na area dos produtos alimentares em geral e no caso do
vinho em particular, tém aumentado as solicitacfes para a anélise
de diferentes pardmetros, em numerosas amostras, e em dife-
rentes estadios da producfo. Esta situacio foi fundamental-
mente determinada pela crescente preocupacdo com o controlo
de qualidade, bem como pela tentativa de optimizar® os proce-
dimentos de produgfo e armazenamento, num continuo esforco
para melhorar o produto final. Para responder satisfatoriamente
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a estas solicitacles, os laboratérios tiveram que recorrer 3
analise automatica.

A automatlzagao da introducido das amostras no sistema
de medida pode se conseguida simplesmente com a acoplagem
a essa aparelhagem de um amostrador automéitico, nomeada-
mente eni- cromatografia gasosa liguida de elevada eficiéneia,
ou em espectrofotometria de absorcido atémica. Contudo, para
abranger um maior ntmero de situacdes, os sistemas de fluxo
continuo sfo sem davida os mais eficazes.

Tal como se referiu anteriormente, os sistemas mais usados
“tém" sido os de fluxo segmentado. Estes sistemas, apresentam
no. entanto limitacdes, designadamente -quanto ac seu  elevado
custo de aquisicio e manutencdo, a necessidade de ser operado
por pessoal especializado, e ainda o facto de, para ser rentavel
0 'seu arrangue;-ter-de haver pelo menos cerca de 20 amostras
para analisar. :

Em semelhanca ao que vem acontecendo em outras areas,
e dadas as suas caracteristicas intrinsecas; afigura-se de grande
interesse-e com elevadas potencialidades, a.utilizagdo da meto-
dologia FIA como o processo mais conveniente para automatizar
-determinactes em vinhos.

Na verdade, sé recentemente tem sido devotado trabalho
de investigacio neste sentido, nfo havendo portanto ainda um
grande numero de pardmetros determinados por esta metodo-
logia (Tabela 2).

Tal como se verifica em SFA, também em FIA os detetctores
mais usados tém sido os espectrofotométricos, efectuando as
medidas na-zona do visivel e ultra-violeta, havendo também- a
assinalar a tutilizacfo ‘de sistemas que usam: como método-de
deteccao: a entalpimetria, amperometria, ~espectrometria - de
absorcio atomica, de emissdo de chama, e a potenciometria.

Detecgdo: espectrofotométrica: na zona do vistvel e- ultra-
-violeta. A predominéincia deste sistema de detecgio pode ser
explicado pela ficil adaptabilidade desta aparelhagem a sistemas
de fluxo bem como a possibilidade de se determinarem muitas
espécies, quer através das suas propriedades intrinsecas quer
atrayvés das denominadas reaccoes de desenvolvimento- de- cor,

algumas das quais bastante selectivas como é o caso das
enziméticas. : -
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TABELA. -2

Determinagbes em vinhos automatizadas por Anilise por Injeccéo
em Fluxo (FIA)

Wine species detemﬁned by Flow Injection Analysis. (FI14.)

Espécie analisada Método/Detscgio Co‘:f’f\ji:f;’om Rit(mh'f'l"; ot Referéncias
Acetaldeido Enz./Espect. 0,5 50 . Liazaro et al., 1986a
Acido - tartarico Espect. 0,79 50 Lazaro et al.;, 1986b
Acgutcares redutores Espect. 2,44-2,88 40 Magquieira et al., 1987

Espect. 1,50-1,61 50, »

Espect. 2,78-3,13 40 : »
Carbonato  total Dial./Hspect. 1-2 —-— Anoénimo, 19830
Catides ‘metalicos: ’
Ca, Mg, Fe, Mn, Zn, Cu’ EAA <2 240-360. - Lima e Rangel, 1990
Na, K FEC <2 180-200 »
Cloretos ‘ Tit./Potenc. 1 60-120 Lima e Rangel, 1989
Diéxido de enxofre Dial./Espect, - 1 B Anoénimo, 1983b
Diéxido de enxofre Dial./HEspect. = 1-2 60 Sullivan et al.; 1986
Diéxido de enxofre Amperom: 1,7-2,3 120 Granados et al.,; 1986
Diéxido de. enxofre Espect. 1,5 250-300. -~ Hernandez-Mendez

et ol.; 1987

Ktanol Enz./Espect. — 120 Worsfold et al., 1981
Etanol . Enz./Espect. 0,7 55 Lazaro et al., 1986a
Htanol Entalpimetria < 0,1 110 Oliveira.e Pasquini; 1988
Glucose : Enz./Hspect. 2-3;1 40 Ruz: et al.; 1986
Polifenois  totais Espect. 3,4 200 Buitrago: et al,; 1986

Usando este tipo de detector, foram desenvolvidos sistemas
FIA para as determinagfes de acetaldeido, 4cido tartirico, agu-
cares: redutores;. carbonato. total, didxido de enxofre, glucose e
polifendis totais. Gl o

Lazaro et al. (1986a) desenvoveram dois sistemas. FIA
para a determinaciio individual e simultdnea de etanol e ace-
taldeido, respectivamente. As determinacbes sfo baseadas na
oxidagio dos dois compostos pelo NAD T na presenca das enzimas
alcool desidrogenase para etanol e aldeido desidrogenase para
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0 -acetaldeido, sendo o medido o NADH: formado. O sistema
bicanal usado para as determinacdes uniparamétricas emprega
a técnica das zonas confluentes, em que o transportador é uma
solucdo tampdo, sendo a amostra e a solucdo enziméatica injec-
tadas  sincronizadamente: Na ‘determinacio  de etanol sio dis-
pendidos por determinacdo 30 uL de amostra e 60 xI. de enzima,
e na de acetaldeido 60 uL. de amostra e 90yl de enzima. As
amostras sio diluidas previamente numa extensdo condicionada
pelo intervalo de aplicabilidade do método (0,002-0,016 % v/v
etanol; 1,0-8,0 ug.mL—1 de aldeido). No que se refere a deter-
minacio de etanol, os autores ensaiaram adicionalmente uma
diluicdo das amostras no interior da montagem, utilizando injec-
cOes assimétricas. Embora tivessem intervalos de resposta linear
comparaveis com a diluicdo manual, obtiveram um decréscimo
de exactiddo. Neste trabalho foi também experimentado o uso
de uma «diluicdo  fotométricay, realizando as medidas a um
comprimento de onda de menor sensibilidade, conseguindo apenas
diminuir, mas néo evitar, a diluicdo prévia requerida. Na deter-
minacdo simultdnea dos. dois compostos, usaram um sistema
«FTA reverso» em que o transportador é a amostra de vinho
diluida, sendo as enzimas injectadas simultdneamente através
de duas valvulas colocadas em série, o que origina que as
duas zonas analiticas cheguem ao detector em tempos diferentes.
Usaram um detector tipo «diode-array» para compatibilizar as
diferentes diluicOes necessarias para cada determinacéo, medindo
os dois pardmetros a diferentes comprimentos de onda. Os sis-
temas descritos neste trabalho apresentam a desvantagem de
necessitarem de duas valvulas sincronizadas; ou de um detector
de «diode-arrays, o que encarece e complica as montagens, nao
evitando contudo a diluicdo prévia das amostras.

A determinacdo por FIA de etanol, j4 anteriormente havia
sido ensaiada por Worsfold et al. (1981) com um sistema baseado
na ‘mesma reaccfo enzimatica. e que.aplicaram 4 detetrminacédo
no sangue e em algumas bebidas, incluindo uma amostra de
vinho -tinto. Neste sistema, 30 pL. de amostra de vinho: também
previamente  diluido, sfo inseridos: num  fluido :transportador
constituido  por: uma- solucdo de tampdo a qual era adicionada
numa confluéneig “a . solucdo - enzimatica, ocorrendo  entdo a
reaccio, termostatizada a 25°C.



— 106 —

A utilizacdo de um reactor com enzimas imobilizadas foi
desenvolvida por Ruz et al. (1988) usando um sistema com duas
valvulas acopladas internamente (ligadas entre si), para a
determinacio de glucose. A ligacio directa entre as duas valvulas
permite intercalar no transportador trés segmentos de solucdes
diferentes. Esta técnica visou, neste caso, evitar o .recurso ‘ao
- «stopped-flow» em face da contribuicio significativa e varidvel
da matriz para o sinal analitico. Sdo descritas duas configuracdes,
que diferem essencialmente na colocagdo do reactor enziméitico
na montagem. Numa das configuracdes sio introduzidos dois
segmentos de amostra, em que apenas um deles percorre o
reactor enzimético, situado no «loops de uma das valvulas.
Agsim, no detector observam-se dois sinais analiticos, o primeiro
correspondente ao «brancos (segmento de amostra que nfio passa
no reactor), e do «brancos mais espécie a medir (segmento que
passa no reactor). Na outra configuracio, o reactor encontra-se
a jusante do sistema de-injeccao, ambos os segmentos de amostra
0. atravessam, encontrando-se: separados entre si por um deter-
minado volume de solucao: contendo a coenzima, :colocada 1o
«loop» de uma das valvulas. Nestas condi¢les, ocorre um sinal
transiente com trés méximos, dois correspondentes ao «brancos,
e o 'pico  central' correspondente ao «brancos mais: espécie  a
medir. A configuracdo com o reactor situado no «loop» da valvula
permite determinar glucose entre 5 e 60 ug.ml—1. Este sistema
fornece, no entanto, resultados anémalos quando aplicado a
alguns vinhos tintos ou doces devido a algumas substincias
coradas ficarem retidas no reactor. Este problema nfo acontece
com a configuracio em que o reactor estd colocado imediata-
mente’ antes ‘do detector, pois-as duas- porgdes de -amostra o
atravessam. Este sistema é aplicadvel em amostras com con-
centracao em glucose entre 10° ¢ 7o pg.ml—1; Kmbora seja evi-
dente o interesse destes ‘sistemas, ‘a sua aplicacdo a analises
de rotina nfo' nos parece muito exequivel;: em face da  utili-
zacdo  de enzimas imobilizadas: ‘

A determinacido ‘de acido tartirico baseada no método de
Rebelein foi também estudada por Lazaro et al. (1986b) utili-
zando uma montagem bicanal onde sdo intercalados 200 uli de
vinho diluido, e que permite efectuar o doseamento num inter-
valo de concentracles entre 0,02 e :0,4g.L—1. Em relacdo aos
métodos classicos os autores referem que é mais rapido, sensivel,
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selectivo e envolve um. menor: consumo. de reagentes e amostra,
nio evitando porém a diluicdo prévia das amostras.

O mesmo: grupo:.de investigaclo descreveu trés: sistemas
para a determinacdo de aclicares redutores. (Maquieira. et al.,
1987) baseados em diferentes reaccdes classicas, O primeiro
usa uma-montagem bicanal € a metodologia é baseada no método
do acido picrico, introduzindo 230 L. de amostras previamente
diluidas e filtradas com carvdo activado. O reactor é termosta-
tizado, apresentando dois intervalos de concentracio onde a
metodologia é aplicdvel, consoante a temperatura (1,00-2,75g.1.—1
a.80°C e 0,3-0,5.g.L—1:a 95°C). A mesma montagem: foi usada
no método do Cu(II)-neocuproina, sendo intercalados 45,3 uL: de
amostra também diluida e filtrada por carvio activado. Também
neste "caso sao descritos dois:intervalos de concentracio -onde
a metodologia é aplicavel (1,0-7,0g.L—1 a 50°C e 0,05-1,0 g.I—1
a 752 C). Finalmente é apresentado um sistema «FIA reversos
baseado no método de Nelson-Somogyi. Este sistema é adequado
para amostras com contefidos em achcares redutores entre 3,0
2.6,0g.i—1a65°Cel0a 28gL—1a T1°C. Este ultimo método
tem a° vantagem de nfo ser necessaria a descolomzagao da
amostra.

A determinacao de carbanato total (Anénimo, 1983e) em
diferentes tipos de bebidas, entre as quais vinhos espumosos,
foi estudada pela firma Tecator, constituindo uma determinacdo
integrada no sistema FIA comercializado por esta firma. A amos-
tra ¢ introduzida num fluxo de &cido diluido de modo a con-
verter as. diferentes  formas de earbonato em  didxido de car-:
bono, que em seguida é difundido para um outro canal através
de uma membrana ‘de PTFE. A mudanca de cor da solucio
aceitadora € relacionada com a eoncentrac¢ao da amostra. O sis-
tema: & aplicavel - a amostras que contenham  teores em COZ
entre 1 e 9g.L—T

A -determinacao de SO2 total (Anénimo, 1983b), entre 50 e
300 mg.L.—1, é apresentada pela mesma firma. Neste sistema,
semelhante: ao anterior, o fluxo de: aceitador contém a para-
rosanilina’ como reagente de desenvolvimento de: cor.

Ainda no-que se refere a determinacio SO,, Sullivan' et al:
(1986) propuseram um sistema incorporando também uma
unidade de difusdo de gas. A medida é baseada na extensio da
descoloragdo do verde de malaquite. Este método foi aplicado
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a extractos de diversos produtos alimentares, entre os quais
um -vinho branco-e um tinto. O sistema apresenta um- limite
inferior de deteccdo-de 0,1'mg.L:—1, superior de 20 mg.L~—1, con-
sumindo-se 50 xL de amostra por:injecgdo:

Hernandez-Mendez et al.- (1987) desenveram-uma metodo-
logia FIA em que usaram um método iodométrico para a deter-
minacdo de SO, em que ‘o reagente, o anido triiodeto, é gerado
no préprio sistema. Este processo foi usado em amostras diluidas
de vinhos' brancos e rosados, e € aplicavel no intervalo de.con-
centracgdes. entre 0,2 e 15 mg.Li—1.

A automatizacao por FIA do indice de polifendis totais em
vinhos “brancos utilizando o método de. Jerumanis foi desenvol-
vida por Buitrago ef al. (1986), tendo optimizado os diversos
parimetros do sistema utilizando o método «Simplexs.

Deteccdo - amperométrica. A utilizacdo de detectores” ampe-
rométricos em sistemas de fluxo tem sido amplamente utilizada,
nomeadamente em. HPLC ¢ em. FIA,

Embora 4 -detecco amperométrica - apresente um. grande
potencial no que se refere & sua aplicacdo em: vinhos, devido
nomeadamente do facto do sinal analitico nao ser afectado pela
coloracdo’ das: solucoes, apenas Granados et al. (1986) desen-
volveram um ' sistema  para ‘uma determinacio: em vinhos; 0
didxido de enxofre, usando este tipo de detector. O sistema
engloba uma unidade de difusdo de gés para isolar o SO, que
em ‘seguida :é dirigido ‘paraa célula electroquimica, de  confi-
guracdo tipo «wall-jet», usando como eléctrodo de trabalho um
eléctrodo de carbono vitreo. As amostras necessitam de serem
diluidas antes de serem intercaladas no sistema de modo a
evitar interferéncias na membrana de difusio: A 25° C.a meto-
dologia apresenta duas zonas de resposta linear, 0,06 a.6 mg.Li—1
e 12 a 110 mg.L—1, e a 50° C uma s6 zona, compreendida entre
0,04 e 5 mgl—1.

Detecgdo entalpimétrica. A entalpimetria tem sido muito
pouco ‘usada como processo: de:deteccdo em FIA; talvez devido
ao: facto ‘de nao ser selectivo,

Oliveira e Pasquini’ (1988) apresentam um sistema bicanal
para a determinacdo de etanol, usando como detector um par
de -termistores, o indicador e ‘o de referéncia, ligados a uma
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ponte de wheatstone continua. A determinacio tem de ser efec-
tuada no: destilado dos wvinhos,

Espectometria. de Absorcio Atémica. A concentracio dos
catibes metalicos calcio, magnésio, ferro, manganés, zinco, e
cobre em vinhos é usualmente determinada por espectrometria
de absorcdo atémica. Como o respectivo teor & vulgarmente,
com excepcdo do cobre, superior ao intervalo de concentracdes
onde esta metodologia é aplicivel, as amostras tém que ser
diluidas, por vezes bastante extensamente, antes de se efectuar
a medida, sendo ainda;, em alguns casos, necessirio adicionar
reagentes para eliminar interferéncias: A execucio destes pro-
cedimentos prévios de diluicdo e introducdo da amostra usando
a metodologia FIA foi desenvolvida por Lima e Rangel (1990).
Para isso, desenvolveram trés montagens cujas configuracoes
foram essencialmente condicionadas pela extensio da diluiclo
que era necessiria submeter a amostra para realizar as deter-
minacdes numa zona linear, a necessidade de adicdo de reagentes
e ainda pelo modo de funcionamento do sistema de deteccio.
Para conseguir a necessiria diminuicfo do sinal analitico foram
utilizadas duas estratégias. Por um lado a diluicdo no interior
do proprio sistema, usando sistemas com divisdo de fluxo, que
se revelaram eficazes para evitar um excessivo alargamento do
sinal transiente. Por outro, a imposicdo de um caudal A entrada
do nebulizador superior ao de aspiragio da prépria aparelhagem
provocando a reducdo do sinal analitico por diminuicio da
eficacia de nebulizacdo, e ainda a diminuicio da influéncia das
propriedades fisicas da matriz. Com estes sistemas é possivel
efectuar a determinagfo numa zona de resposta linear; sem qual-
quer tratamento prévio, de amostras de todos os tipos de vinho
nos intervalos de concentracdes de 1,4-200 mg.L—1 para célcio,
0,9-200 mg.L—1 para magnésio, 0,09-20 mg.L—1 para ferro, 0,1-
-6 mg.L—1 para manganés, 0,02-2 mg.L—1 para. zinco, e .0,04-
-4 mg.L—1 para cobre, com ritmos de amostragem entre 240 e
360 amostras por hora. :

- HEspectrometria de emissdo da chama. Para efectuar a deter-
minacéo de sédio e potassio, Lima e Rangel (1990) desenvolveram
um  sistema de elevada dispersio, recorrendo também a uma
divisdo de fluxo e impondo um caudal & entrada do nebulisador
cerca de trés vezes superior ao de aspiracio do fotémetro. Com
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este sistema é possivel efectuar determinagdes de soédio e potassio
em vinhos numa zona de dependéncia linear, também sem qualquer
tratamento prévio, entre 3 a 200 mg.L—1, e 23 a 2000 mg.Li—1,
respectivamente.

Potenciometria. A potenciometria é, em principio, um pro-
cesso - de deteccio bastante adequado para FEIA pois apresenta g
mesma - sensibilidade num amplo intervalo de concentracoes, o
sinal analitico' ndo: é afectado ‘pela cor ou turvagdo da- amostra,
e ‘néo exige um tratamento guimico complexo das amostras. No
entanto a: sud aplicacdo tem sido limitada pelas dificuldades de
natureza mecénica que. advém da intercalacdo das unidades con-
vencionais numa montagem FIA. A solucdo ‘destes problemas
passa pela construcdo de detectores de configuracio tubular
(Alegret et al., 1984; Alonso et al.; 1986) que apresentam a van-
tagem de ndo distorcerem o fluxo, possibilitando mesmo a reali-
zacao de determinacOes sequeneciais. Lima e Rangel (1989) desen-
volveram um sistema FIA para efectuar o doseamento do anido
cloreto em vinhos. A realizacio de uma titulacio em FIA, sem
paralelo. em sistemas SFA, ‘tira partido’do perfil de dispersao
altamente reprodutivel e controlavel do segmento  de -amostra no
transportador. Na montagem FIA desenvolvida para esta deter-
minacéo, a amostra contendo anifo cloreto (o titulado no sentido
classico), é intercalada no transportador contendo catido prata
(o titulante no sentido da volumetria ‘convencional): O perfil de
concentracac  gerado numa cdmara ' de mistura - com agitacio
mecanica, que corresponde a uma diminuicdo de concentracio de
catifo prata no transportador é monitorada num eléetrodo tubular
de prata, recoberto com sulfureto de prata. Com este sistema é
possivel - determinar ‘anido: cloreto em amostras que ‘contenham
entre 5 e 600 mg. L1, com um ritmo de amostragem de 120 e
60 amostras por hora para respectlvamente os limites 1nfer10r
e suiperior de concentragao citados. :

CONCLUSOES

A descricdo efectuada permite evideneiar as vantagens da
aplicacdo da Analise por Injeccdo em Fluxo no doseamento de
componentes de vinhos, bem como das suas vantagens relativa-
mente gos sistemas de- fluxo segmentado. A maior versatilidade
da metodologia FIA permite a utilizagdo de uma maior diversi-
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dade de processos de detecclo, designadamente a espectrofoto-
metria de absorcdo atémica (I.ima e Rangel, 1990); potenciometria
(Lima e Rangel, 1989), e a amperometria (Granados et al., 1986).
Os ritmos de amostragem sfo bastante elevados, podendo atingir
as 360 amostras . por hora (Lima e Rangel, 1990); e apresentam
um baixo consumo de reagentes.

O baixo custo das montagens é outro dos aspectos que: cer-
tamente ird contribuir para impor a metodologia FIA como o
processo previlegiado na automatizacio da analise de vinhos,
permitindo torna-la acessivel 4 maior parte dos laboratomos
de controlo.

Uma vez que se tem assistido a uma utilizacio crescente de
meétodos baseados em anAlises enzimaticas, o recurso a sistemas
FIA, mesmo com configuracdes sunples podera, ‘reduzir: signifi-
cativamente: os custos unitarios. das determinacGes.

Finalmente, é de prever que o desenvolvimento da aphcagao
do FTA 3 ané;lise de ‘vinhos passari pela . utilizacao de  técnicas
ja usadas em outras 4reas. Destas, poderemos realcar a anilise
‘multiparamétrica com o uso sequencial de detectores diferentes
(Alonso et al.; 1986), a introducio da amostra com valvulas de
injeccdo que permitam a determinacéo de mais de um parlmetro
na mesma amostra (Aratjo et al., 1989) ou ainda na economia
de reagentes enzimaticos, que pode ser 20 vezes lnferlor a actual-
mente usada na aparelhagem SFA (Alonso et al., 1988). '

| AGRADECIMENTOS

- A NATO pelo apoio financeiro concedldo atraves do prQJecto'
SFS-PO-FOOD- CHEM, PO-PORTO FOOD, SP B.

RESUME
“L’analyse par injection dans un flux en oenologie' ‘
Une révision de Tapplication en oenologle de lAnalyse par.-Injection
dans un Flux (FIA), ainsi quune étude de son développement prévisible sont

présentées. De ‘plus, on décrit ses principes fondamentaux et les techmques
basiques agsociées.

‘ SUMMARY
Flow injection analysis applicaiion in wine analysis

The: Flow Injection: Analysis (FIA) application ‘towine analysis, as
well:asg its progpects is presented. The FIA fundamentals basiccomponents
and. techniques are also  referred.
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