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Resumo

DESENVOLVIMENTO DE PROCEDIMENTO PARA  DETERMINACAO
FOTOMETRICA DE ETANOL EM BEBIDAS DESTILADAS SEM USO DE
REAGENTES EXPLORANDO O EFEITO SCHLIEREN. O conhecimento e
aplicacbes do efeito Schlieren no processo de analise por injecdo em fluxo (FIA)
demonstrou que empregar a variagdo do indice de refracdo, formado pelos
gradientes de concentracdo durante a dispersdo da amostra no fluido transportador
para a determinagdo de etanol em bebidas destiladas € um método viavel. Nesse
sentido, foi desenvolvido um modulo de analise que realiza medidas fotométricas
empregando cela de fluxo de longo caminho Optico. O método proposto
proporcionou a determinagdo de etanol, sem o uso de reagentes. O controle dos
dispositivos, incluindo valvulas e minibombas solenoide, foi realizado empregando
um microcontrolador (Arduino Due) acoplado a um computador por intermédio de
uma interface serial. O programa de controle e aquisicdo de dados foi escrito
empregando as linguagens Visual Basic 6.0, C e C++. O moddulo de analise
desenvolvido para este trabalho permitiu uma frequéncia analitica de 110
determinacdes por hora, consumo de 400,2 uL de amostra e geracédo de 2,9 mL de

efluente por determinacéo.
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Abstract

DEVELOPMENT OF PROCEDURE FOR PHOTOMETRIC DETERMINATION OF
ETHANOL IN DISTILLED DRINKS WITHOUT USING REAGENTS EXPLORING
SCHLIEREN EFFECT. The knowledge and applications of Schlieren effect on the
flow injection analysis process (FIA) showed that using the variation of refraction
index, formed by concentration gradients during sample dispersion in carrier fluid is a
practicable method for ethanol determination in distilled drinks. Based on this effect,
we developed an analysis module that performs photometric measurements using
flow cells of long optical path length. The method here proposed allowed the
determination of ethanol without using reagents. Control of the devices, including
solenoid valves and solenoid mini-pumps, was carried out by a microcontroller
(Arduino Due) coupled to a microcomputer through serial interface. The control and
data acquisition software was written using Visual Basic 6.0, C and C ++ languages.
The flow analysis module developed for this study achieved an analytical frequency
of 110 samples per hour, sample consumption of 400.2 uL and generation of 2.9 mL
of effluent per determination.
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1 Introducéo

1.1 Histdria da cana-de-acUcar no Brasil

O Brasil teve seu primeiro contato com a cana-de-acgucar - planta do
género Sacharum, da familia Poaceae, originaria da Asia e da Oceania - no século
XVI [1], periodo em que teve inicio a implantacdo do sistema de capitanias
hereditarias. O plantio de cana e os processos de preparo de aglcar e da rapadura?®
foram importados de outras coldnias portuguesas, como llha da Madeira. O acucar
teve importante participacdo na economia da coldénia como renda para meeiros,
arrendatarios e como moeda de troca de contrabandistas de escravos [2].

A introducdo da cana de agucar no Brasil esta, historicamente,
vinculada a Martim Afonso de Souza [3], um dos 12 donatarios de capitanias
hereditarias. As capitanias foram grandes extensdes de terras ofertadas pela Coroa
Portuguesa através das chamadas cartas de doacéo do rei D. Jodo Ill. E o cultivo de
cana-de-agUcar e a implantacdo de engenhos de acucar eram parte das atividades a
serem exercidas pelos donatarios das capitanias hereditarias [4]. O vinculo historico
com Martim Afonso de Souza é reforcado devido ao prestigio de ser fundador da
Capitania de Sao Vicente (1532), a qual foi posteriormente designada como a
primeira vila brasileira de mesmo nome; além de ter tido sucesso na implantacéo de
engenhos e ser considerado pioneiro em entradas, ou seja, exploracdes do interior
da recém-coldnia com o intuito de descobrir novos recursos.

Ha referéncias de que o primeiro engenho de acucar foi construido em
1516, na Feitoria de Itamaracd, criada pelo Rei D. Manuel no litoral pernambucano e
confiada a Pero Capico, administrador colonial. Contudo, hoje € constatado que a
primeira plantacdo de cana-de-acucar no Brasil foi feita em 1504, pelo fidalgo judeu-
portugués Ferndo de Noronha, que recebeu a ilha que hoje leva seu nome para a
exploracdo do pau-brasil. A prova documental dessa tese esta nos registros de
pagamento de tributo alfandegario sobre uma carga de acucar, registrada como
vinda de Pernambuco datado de 1526, encontrados em Lisboa [5].

Apesar de haver uma disputa pelo pioneirismo no plantio e extrativismo

da cana-de-acgUcar e especulacdes sobre a origem da bebida alcoodlica derivada da

® O caldo da cana era cozido até adquirir um estado viscoso, entéo derramado em formas que ao resfriar tomava
a forma de um bloco.



mesma, ndo ha uma preocupac¢do sobre quem implantou a destilagdo do caldo da
cana-de-acucar fermentado. O processo de destilagdo de material vegetal era
conhecido pelo homem muito antes do descobrimento do Brasil [1,6], portanto ndo
seria estranho especular que alguém com conhecimento técnico, mesmo rudimentar,
tenha testado o processo no caldo de cana-de-agucar fermentado.

A cachaga nao foi um produto importado para o Brasil. Em documentos
histéricos do periodo colonial brasileiro, ha relatos do consumo e do comércio de
bebida fermentada da cana-de-acucar. O que a torna notoria €, por se tratar de uma
bebida entrelacada a historia da formagdo de um pais, ndo haver comprovacao
documental ou registros da data e local de origem de seu desenvolvimento [1].

1.2 Regulamentacéo e comércio de destilados

Segundo a Associacdo Brasileira de Bebidas (ABRADE), ha no
mercado brasileiro pelo menos vinte categorias de bebidas alcodlicas, as quais
podem ser classificadas em duas categorias genéricas: destiladas (cachaca, uisque,
vodca, rum, gim, conhaque, tequila) e fermentadas (cerveja, vinho, saqué, sidra,
champanhe, espumante). Dentre estas, a cachaca é a Unica bebida de origem
brasileira, sendo responséavel pelo faturamento de 5,95 bilhdes de reais em 2013,
segundo o Sistema de Controle da Producdo de Bebidas da Receita Federal -
SICOBE [7].

A legislacéo brasileira sobre bebidas é recente, e em vista disso esta
em processo de aperfeicoamento para atender exigéncias da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e do mercado. Um exemplo desse processo € a
regulamentacdo sobre os direitos de reconhecimento desse destilado. Um acordo
bilateral entre Brasil e Estados Unidos [8] reconheceu a cachaca produzida do mosto
fermentado de cana-de-actcar® como produto exclusivamente produzido no Brasil,
afastando a possibilidade de generalizacdo da bebida, como um destilado genérico,
como a vodca e o rum, evitando assim sua producéao fora do Brasil, 0 que reduziria o
mercado consumidor e exportagdes.

Segundo a dultima regulamentacédo existente, Art. 53 do Decreto n°
6.871, de 04 de junho de 2009, “cachaca é a denominacéo tipica e exclusiva da

aguardente de cana-de-agucar produzida no Brasil, com graduacdo alcoodlica de

b . ,
Mistura de volumes de cana-de-agucar fermentado.



trinta e oito a quarenta e oito por cento em volume, a temperatura de vinte graus
Celsius, obtida pela destilacdo do mosto fermentado do caldo de cana-de-acucar
com caracteristicas sensoriais peculiares, podendo ter adicdo de acucar até seis
gramas por litro”. Caso haja adicdo de uma quantidade de agucar superior a 6 g/L e
inferior a 30 g/L é denominada de “cachaca adocada”.

Esse mesmo decreto, Art. 51, trata propriamente da aguardente de
cana-de-agucar. “A aguardente é a bebida com graduacéo alcodlica de trinta e oito a
cinquenta e quatro por cento em volume, a temperatura de vinte graus Celsius,
obtida com o rebaixamento do teor alcodlico do destilado alcodlico simples ou pela
destilacdo do mosto fermentado”. Caso haja adicdo de uma quantidade de acucar
superior a 6 g/L e inferior a 30 g/L € denominada de “aguardente adocada”. A
regulamentacdo das bebidas, em especial as destiladas, além de fornecer
pardmetros para o controle e fiscalizagdo, foi uma salvaguarda do direito de
propriedade ao nome do produto e aos interesses econdémicos.

Disposicdes gerais para controle de bebidas estdo na Lei n°® 8.918, de
14 de Julho de 1994, a qual aborda a padronizacao, a classificacdo, o registro, a
inspecao, a producéo e a fiscalizacdo de bebidas no territério brasileiro. Essa lei é
atualmente regulamentada pelo Decreto n® 6.871, de 04 de junho de 2009.

1.3 Alcool Etilico

O alcool etilico (CH3CH,OH) é o componente alcodlico da cachaca,
sendo que quimicamente é o nome comum para o derivado hidroxilico do
hidrocarboneto etano. A Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC —
International Union of Pure and Applied Chemistry), o reconhece como etanol e seu
namero de registro no Chemical Abstracts Service (CAS) é 64-17-5 [9]. O etanol é
um liquido aquoso, incolor, miscivel em agua, inflamavel e produz vapor irritante.
Apresenta as seguintes propriedades fisico-quimicas: ponto de fusdo a -114,14°C,
ponto de ebulicdo a 78,29°C e densidade de 0,789g/mL a 20°C.

Técnicas de producgdo do alcool etilico historicamente sdo oriundas de
materiais agricolas contendo amido, como milho, arroz, trigo e batata, os quais sao
convertidos por enzimas em acgUcar. Este €, subsequentemente, convertido por
leveduras em alcool e dioxido de carbono, compostos representados nas Equacgdes

1 e 2 a sequir.



C12H22011 + H20 ——— > C6H1206 + C6H1206 Hidrolise da sacarose Equacéo 1

Leveduras
Ce6H1206 =—————> 4CH3CH20H + 4CO2 Fermentacdo alcodlica Equacéo 2

Devido a demanda pela producdo do etanol combustivel (bioetanol de
cana), houve necessidade de ampliar a escala de producao e modificar o processo.
Para obtencdo do bioetanol, o caldo da cana-de-agUcar passa pelo processo de
fermentacado e destilacdo [10], para obter o etanol hidratado. Em seguida tem-se o
processo de desidratacdo para alcancar o etanol anidro. Conforme a legislacéo
brasileira, o etanol anidro pode ser utilizado para o abastecimento de veiculos ou

como aditivo [11].

1.4 Formas de determinacao do teor alcoolico em bebidas

Bebidas sdo consumidas em larga escala e em vista disso é necessario
dispor de métodos analiticos que indiqguem a quantidade e a qualidade do produto,
incluindo teor alcodlico rotulado. Atualmente, ha diversos métodos analiticos para
determinacao de etanol em bebidas, podendo ser citadas: cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) [12], cromatografia a gas (CG) [13], espectrofotometria de
infravermelho [14], potenciometria [15], eletroforese capilar [16], e espectrofotometria
UV-Vis [16]. Entretanto, a Associacao de Quimicos Analiticos Oficiais (Association of
Official Analytical Chemists - AOAC) [17], considera como método oficial para
determinacao do teor de alcool etilico em bebidas como vinho, cerveja e destilados,
0s métodos classicos de picnometria e densimetria.

Quando se consideram abordagens para a determinacao de etanol que
ndo sigam os meétodos oficiais para bebidas alcodlicas, encontram-se outros
meétodos classicos baseados em refratometria [18] e espectrofotometria [19]. Vale
ressaltar que o método espectrofotométrico encontrado em literatura [20] utiliza a
reacdo com dicromato de potassio para oxidar o etanol na presenca de acido
sulfrico, produzindo mudanca de coloracdo na solugdo e permitindo o
monitoramento por fotometria. O emprego do método de dicromato requer cuidados.

O cromo (VI), constituinte do composto K,Cr,O;, em contato direto, causa irritacao



na epiderme e na mucosa; a ingestao agrava o quadro com vémito, nausea e perda

de consciéncia [21].

1.5 Analise em fluxo

A proposta de andlise em fluxo surgiu primeiramente para analises
clinicas com Skeggs [22] na década de 50, com o processo chamado Continuous
Flow Analysis (CFA), sendo posteriormente denominada de Segmented Flow
Analysis (SFA). Neste processo, as solugbes dos reagentes eram bombeadas
continuamente e a aliquota da solucdo da amostra era inserida durante um intervalo
de tempo previamente estabelecido, através de controle eletromecéanico; bolhas de
ar eram inseridas sequencialmente, segmentando a zona da amostra. A insercao
das bolhas de ar tinha como funcao isolar os reagentes do fluido transportador até o
inicio da deteccdo e assim favorecer a mistura das solucfes, além de minimizar a
dispersdo, sendo usados como reatores bobinas de vidro com diametro interno
superior a 1 mm. Antes da deteccdo fotométrica, as bolhas de ar eram desviadas,
evitando que entrasse na cela de fluxo o que causaria distor¢éo do sinal gerado.

Em 1975, Ruzicka e Hansen propuseram um novo processo de analise
em fluxo: a solugcdo do reagente era bombeada continuamente e a aliquota da
amostra, selecionada com seringa hipodérmica, era inserida no fluxo de reagente
através de um dispositivo munido com um septo de borracha. O reator era
constituido por tubo de polietileno de diametro estreito para minimizar a dispersao da
amostra [23]. A mistura da amostra com a solucéo do reagente ocorria por dispersao
no seio do fluido transportador, portanto era necessario encontrar o equilibrio entre a
dispersdo necesséaria para a mistura e o desenvolvimento da reacdo, pois caso
houvesse excesso ou pouca disperséo, haveria decréscimo do sinal analitico gerado
pelo detector. O controle da dispersao foi encontrado variando o comprimento do
reator. Quando um segundo reagente era necessario, este era adicionado por
confluéncia usando um tubo de bombeamento adicional. O nome Flow Injection
Analysis (FIA) derivou do uso de seringa hipodérmica para insercéo da aliquota da
amostra em um fluxo continuo da solucdo de reagente [23].

A evolucdo do processo FIA permitiu que diversas etapas de
procedimentos de analises como separacao liquido-liquido [23], pré-concentracao



[24] e diluicdo em linha [25] fossem incorporadas, além de poder explorar de forma
mais eficiente parametros fisico-quimicos [26, 27] e cinéticos das reacdes [28, 29].

O sistema de analise em fluxo, em principio, € um sistema
hidrodindmico combinado com um sistema de deteccao, de forma que a amostra e
0S reagentes podem ser inseridos no sistema e conduzidos ao detector. A
repetibilidade das aliquotas, ambiente reacional fechado, execucdo de etapas
temporizadas, diminuicdo da intervencdo do analista e diminuicdo da quantidade de
reagente, acarretando em aumento na frequéncia analitica e diminuicdo na
quantidade de residuos, sdo caracteristicas que fizeram do processo de analise em

fluxo uma interessante ferramenta analitica.

1.6 Componentes de um sistema em fluxo

A injecdo da amostra nos primeiros sistemas FIA empregava seringas
hipodérmicas sem agulhas e um dispositivo de acrilico com septo de borracha [30].
A necessidade de lavar a seringa na troca da amostra, e a repetibilidade dependente
da pressao de introducdo de amostra, eram dificuldades que foram superadas com o
emprego dos seguintes dispositivos: valvulas rotativas [30], injetor comutador [31],
valvula solenoide de trés vias [32], bomba solenoide [33] e bomba de seringa [34].

A implementac&o de um procedimento FIA requer um dispositivo para
propulséo de fluidos. Nesse quesito, a bomba peristéltica foi e tem sido amplamente
empregada. Entretanto, alternativas de propulsdo de fluidos como bomba de
seringas [35] e bomba solenoide [33] também foram testadas, apresentando como
vantagem a reduc¢éo do custo.

O processo de analise por injecdo em fluxo tem sido empregado em
varias técnicas de deteccédo, tendo seu maior universo de aplicacdo em analises
com espectrofotometria na regido UV-Vis [36]. A disponibilidade de diodos
emissores de luz (LED - Ligth Emitting Diode), com alta intensidade de emissao na
regido visivel do espectro eletromagnético com banda de emissao estreita (AA= 25
nm), fototransistores, fotodiodos, amplificadores operacionais de baixo custo e alto
desempenho permitiram a construcdo de fotdmetros com custo reduzido e com
estrutura apropriada as aplicagbes com sistemas FIA, contribuindo para sua

popularizacéo.



1.7 LED e fotometria

O diodo emissor de luz (LED) visto na Figura 1.1 é um dispositivo
eletrénico constituido de juncédo polarizada do tipo p (positivo) e do tipo n (negativo),
denominada jung&o p-n, com uma regido ativa entre elas, onde ocorre a liberacao de
fotons. Na Figura 1.1 abaixo sdo mostrados o LED como é€ fisicamente, incluindo a

estrutura de montagem e o principio de funcionamento.
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FIGURA 1.1 - Esquema de um LED. Figura adaptada [37].

Para obter a juncdo p-n, materiais semicondutores formados com o
silicio (Si) sdo dopados com elementos quimicos que influenciam em suas
propriedades elétricas. A adi¢do de elementos com valéncia maior que a do material
semicondutor, por exemplo, arsénio (As) que tem valéncia de cinco elétrons
acrescentara um elétron livre a rede cristalina, conferindo carater negativo.
Fendbmeno equivalente ocorre quando se utilizam elementos de valéncia inferior ao
semicondutor, como o boro (B) com valéncia de trés elétrons criando na rede
cristalina do silicio uma situacéo de falta de elétron (vacancia ou buraco), conferindo
carater positivo. Ao aplicar uma diferenca de potencial (ddp) entre &nodo e o catodo,
h&a uma recombinacéo de elétrons e buracos na juncédo, tendendo a se difundir por
todo o material. A energia remanescente da recombinacéo € liberada na forma de
radiacdo eletromagnética (fétons), que caracteriza a eletroluminescéncia da juncao
p-n. Assim, mudando a composicéo da juncdo P-N, tem sido possivel produzir LEDs

com maxima intensidade de emissédo em diferentes comprimentos de onda [36].



A faixa de radiacao emitida pelos LEDs depende do elemento dopante.
Cada LED tem uma diferenca de potencial limiar, para iniciar a emissao de radiagéo,
em geral entre 1,8 e 2,5 V. A intensidade de emissdo é funcdo da intensidade da
corrente que circula através do circuito de alimentacdo e da constituicdo fisica do
LED.

O comprimento de onda da radiacdo que um LED pode emitir abrange
as regides ultravioleta a infravermelha do espectro eletromagnético. Entretanto, a
disponibilidade no mercado € maior para a regiao visivel (400 a 780 nm). O LED né&o
€ uma fonte monocromética, porém com o conhecimento quimico sobre o composto
e sua absorcdo, é possivel escolher um LED com faixa de emissdo de maior
intensidade, dentro da faixa 6tima de absorcdo do composto. Em geral, a banda de
emissdo do LED é mais estreita que a banda de absorcdo do composto, e isso
possibilita que o LED seja empregado como fonte de radiacdo em deteccao
fotométrica, sem uso de filtros 6pticos ou monocromadores.

O primeiro trabalho relacionado a fotometria de absor¢cdo molecular na
regido do espectro visivel empregando fotbmetro com LED foi proposto em 1973 por
Flaschka et al [38]. Neste trabalho, foi proposto o acoplamento do LED diretamente
a cela fotométrica, e colocado na extremidade oposta um fototransistor. O LED
acoplado diretamente a célula fotométrica permitiu contornar problemas de focagem
e alinhamento do feixe de radiacdo, diminuindo perdas de radiacédo incidente por
espalhamento.

Protétipos de fotbmetro baseado em LED como fonte de radiacao,
empregam fototransistor ou fotodiodo como transdutores de sinais, sendo ambos
dispositivos semicondutores de silicio dopado [38]. No caso do fototransistor, a
intensidade da corrente elétrica drenada entre o coletor e 0 emissor pode ser
controlada pela intensidade do feixe de radiacdo incidente sobre a janela de
observacdo do fototransistor. Essa propriedade é empregada na deteccdo
fotométrica. No caso de fotodiodo, as duas juncBes semicondutoras possuem a
propriedade de variar a sua condutividade elétrica em funcdo da intensidade da luz
incidente na janela de observacao. Para aproveitar essa propriedade em fotometria,
€ necessario o emprego de uma malha de transducdo de sinal, formada pelo

fotodiodo, um amplificador operacional e dois ou trés resistores [39].



1.8 Fotometria e analise em fluxo

Os métodos espectrofotométricos sdo baseados na interacdo da
radiacdo eletromagnética com a matéria, obedecendo a lei de Bouguer-Lambert-
Beer [40], segundo a qual a absorcdo de radiacdo em um dado comprimento de
onda obedece a Equacédo 3, sendo: A a absorbancia, I, a intensidade do feixe de
radiacao incidente, | a intensidade do feixe de radiacdo apés transpassar a amostra,
¢ a absortividade molar caracteristica da espécie absorvente, b a distancia percorrida
pelo feixe de radiacdo através da amostra e ¢ a concentracdo da espécie quimica

absorvente [41].
A = Eog%o = ¢ebc Equagao3

O espectrofotbmetro € um instrumento Optico capaz de relacionar a
quantidade (intensidade) de radiacdo eletromagnética absorvida com a
concentracdo da espécie absorvente na amostra. Quando dizemos a palavra
espectrofotometro, estamos nos referindo a um equipamento que possui em sua
estrutura recursos para selecionar comprimento de onda dentro de uma faixa,

usando um monocromador, como mostrado na Figura 1.2.
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FIGURA 1.2 - Tipos de monocromadores: (a) monocromador de rede baseado no
desenho de Czerny-Turner; (b) monocromador de prisma baseado no desenho de

Bunsen. Em ambos 0s casos, A;>A,. Figura adaptada. [41]

Na espectrofotometria [41], a conversdo da intensidade da energia

radiante em sinais elétricos é feita por fotodetectores (fotomultiplicadora, fotodiodo,
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fototransistor), seguido por um estadgio de amplificacdo. A razdo entre os sinais
gerados, branco de amostra com solugbes da amostra, permite calcular a
absorbancia segundo a lei de Bouguer-Lambert-Beer apresentada na Equacao 3.

As fontes de radiacao utilizadas na espectrofotometria sdo divididas em
duas categorias: fontes continuas e fontes de linhas. Ambas cobrem a faixa do
ultravioleta/visivel (UV/Vis) e parte do infravermelho [41]. As fontes mais
empregadas na espectrofotometria sdo as fontes continuas. Na Tabela 1.1 sé&o

apresentadas algumas fontes continuas para a espectroscopia optica.

TABELA 1.1 - Tipos de fontes continuas utilizadas em espectroscopia Optica. Tabela
adaptada. [41]

Fonte A (nm) Tipo de Espectroscopia
Lampada de xendnio 250 - 600 Fluorescéncia molecular
Lampada de H, e D, 160 — 380 Absor¢cédo molecular no UV

Lampada de 240 - 2.500 Absor¢&o molecular no UV/Vis/IV-
tungsténio/halogénio préoximo
Lampada de tungsténio 350 — 2.500 Absor¢éo molecular no Visivel/IV-proximo
Fonte de Nernst 400 - 20.000 Absor¢éo molecular no IV
Fio de niquel-cromio 750 — 20.000 Absor¢&o molecular no IV
Globar 1.200 — 40.000 Absor¢do molecular no IV

As fontes de linhas emitem um numero limitado de linhas espectrais e
cada uma cobre uma regido limitada de comprimento de onda. Esse tipo de fonte
tem ampla aceitacdo em espectroscopia de absorcdo atbmica com as lampadas de
catodo oco e em detectores em cromatografia liquida com lampadas de arco de
mercurio a baixa pressao [41].

O fotbmetro LED segue o mesmo principio de interacdo da radiacédo
eletromagnética com a matéria, contudo sua instrumentacdo é mais simples, pois
nao precisa selecionar o comprimento de onda. A faixa de emissdo do LED é
selecionada em funcéo da faixa de absor¢cdo do composto de interesse. Quando se
precisa monitorar outro composto, troca-se o LED. Entdo, os fotdbmetros sao
projetados para facilitar a troca do LED.

O LED é uma alternativa vidvel como fonte de radiacdo em fotometria
tendo como vantagens: baixo custo de aquisicao (inferior a R$ 2,00, na maioria),
baixo consumo de energia, 6tima estabilidade do feixe de emissao e longa vida util
(100.000 horas, em média).



11

1.9 Multicomutagdo em analise em fluxo

O processo de analise por injecdo em fluxo (FIA) foi baseado no
conceito de comutacao entre dois estados de repouso, sendo implementado com o
uso de valvula rotativa, injetor comutador ou valvula de trés vias. Mesmo tendo
empregado o injetor com trés secbes de comutagcdo no processo de zonas
coalescentes, a comutacdo ainda era solidaria entre apenas dois estados [42].

O processo de multicomutacdo em analise em fluxo (MCFA), foi
proposto na década de 90 por Reis et al, tendo como base a insercdo de pequenos
volumes da amostra e do reagente no percurso analitico de forma alternada [30].
Esses volumes podem ser até da ordem de microlitros. Para a implementacdo do
processo, 0 médulo de analise deve ser constituido por dispositivo de controle de
fluido com acionamento discreto e ser realizado empregando valvula solenoide de
trés vias ou valvula de estrangulamento.

A valvula de trés vias tem uma entrada e duas saidas. Estando
desligada, o fluido inserido na entrada emerge pela saida da direita e, pela saida da
esquerda quando esta ligada. O acionamento de cada valvula pode ser individual e
na ordem requerida para a insercao da solucéao de reagente.

O volume da aliquota é funcdo do tempo de permanéncia ligada da
valvula e da vazdo de bombeamento. O sistema FIA classico pode dispensar o uso
de recursos de computacdo, entretanto no processo de multicomutacdo, o emprego
de recursos de controle automatico € imprescindivel.

O processo de multicomutacdo em analise em fluxo tem como base o
gerenciamento da insercdo das aliquotas da amostra e das solucbes de reagentes
no percurso analitico, e requer um dispositivo para bombeamento, sendo
comumente usada a bomba peristaltica. Adotaremos nesse trabalho, para facilitar a
discussdo, o termo percurso analitico como o caminho percorrido pela zona da

amostra iniciando apoés a alca de amostragem até a entrada da cela de deteccao.
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1.10 Bomba solenoide como propulsor de fluido

A bomba solenoide & um dispositivo com amplo espaco interno
empregado para a propulsdo de fluidos em sistemas de analise em fluxo. Na Figura

1.3 é apresentado o esquema de uma bomba solenoide.
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FIGURA 1.3 - Esquema de uma bomba solenoide. Figura adaptada [43].

A bomba solenoide tem como componentes béasicos uma bobina
solenoide, uma mola e um diafragma. Quando uma corrente elétrica circula através
da bobina do solenoide, gera um campo eletromagnético e a bobina age como um
eletroimd, o qual forca a expansao do diafragma, comprimindo a mola. A expansao
do diafragma gera vacuo no interior da bomba solenoide. Com este efeito, o liquido
€ sugado para o interior da cavidade. Ao cessar a circulacdo da corrente elétrica, o
campo magnético é extinto e a mola empurra o diafragma de volta para a posicéo
inicial, entdo o liquido sugado na etapa de expanséo do diafragma, é expelido pelo
orificio de saida. Na entrada e na saida de fluido da bomba h& véalvulas de retencéo
para manter o fluxo unidirecional, permitindo encher a cavidade pelo orificio de
entrada e esvaziar pelo de saida.

A forma de acionamento da valvula solenoide € idéntica a empregada
para uma bomba solenoide, podendo ser acoplada a mesma interface eletrénica, e
controlada empregando programa de estrutura semelhante. Em geral, o médulo de
analise emprega uma bomba solenoide para cada solugcdo usada no procedimento

analitico. O bombeamento da amostra e das solucdes de reagentes pode ser
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simultaneo ou sequencial, podendo a modalidade desejada ser definida pelo
software de controle.

Em vista disso, um modulo de analise para implementar o processo de
multicomutacdo em analise em fluxo pode ser construido sem o uso de bomba
peristaltica. Neste caso, as vantagens exploradas incluem: reducdo de custo, de
volume de amostra, de consumo de energia, do porte fisico do sistema analitico e

melhora da mistura entre aliquotas das solucoes.

1.11Efeito Schlieren

Robert Hooke viveu no século XVII e foi responsavel por diversas
descobertas e inventos em areas distintas, sendo parte de suas pesquisas
publicadas em seu livro Micrographia, em 1665 [44]. Em uma investigagcdo sobre
propriedades oticas, Hooke propés um experimento envolvendo uma vela acesa e
observou que esta interagia com o ambiente ndo apenas pela liberacdo de fumaca
(CO,). Uma alteracdo ocorreu na interface de contato entre o ar aquecido e o ar
ambiente, mais frio, resultando em um efeito de distor¢cdo visivel a olho nu. A
distorcdo € causada pela mudanca de direcdo na propagacéo da luz ao atravessar
gases, cuja concentracdo ndo é homogénea, ocasionado pelo gradiente de
temperatura. Apesar da descoberta desse fendmeno ter sido feita por Hooke, o
mesmo ndo destacou sua descricdo; entdo a descoberta foi atribuida por décadas a
Léon Foucault (1859) e August Toepler (1864) que conseguiram explicar a origem
do fendmeno [45].

Atualmente, o fenbmeno é conhecido como efeito Schlieren [46], e é
observado na passagem de um feixe por uma interface com diferentes indices de
refracdo. Devido a alteracdo na velocidade de propagacdo do feixe de radiacdo
eletromagnética (luz) no meio, hd um desvio do angulo de saida do feixe de radiagdo
0 que resultado em uma distor¢ao.

Em sistemas de analise por injecdo em fluxo (FIA), o primeiro relato de
perturbacdes na absorbancia vinculadas ao efeito Schlieren ocorreu em 1977 [47],
em que os autores comentaram sobre altos valores das leituras do sinal adotado
como branco analitico. Em 1978, Betteridge et al, propuseram um método
refratométrico baseado na formagéo de gradientes de indice de refragcdo [48]. Foi

empregado um fotébmetro construido com LED como fonte de radiacdo e um
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fototransistor como fotodetector, sendo cada um colocado em uma das
extremidades de uma cela de fluxo feita com um tubo de plastico com caminho
optico de 30 mm. Este trabalho apresentou a primeira abordagem referente ao
comportamento do fendbmeno Schlieren em sistema FIA.

Em um sistema FIA, a aliquota da amostra inserida no fluido
transportador, se dispersa ao percorrer o percurso analitico, formando gradientes de
concentracdo na forma de paradbola como mostrado no esquema da Figura 1.4.
Betteridge demonstrou que ha formacédo de caracteristicas de lentes na solu¢cdo em
fluxo sendo originadas pela diferenca de indice de refracdo entre o fluido

transportador e a amostra [48].

FIGURA 1.4 - Representacdo da formacdo de gradiente em sistema FIA: (a)
dispersdo com a formacao do gradiente de concentracdo em fluxo laminar; (b) linhas

de fluxo laminar; (c) difusao radial; (d) difusdo axial. Figura adaptada [49].

Ao atravessar o fluido, o feixe de radiacdo incidente sera refratado,
podendo convergir ou divergir em relacédo ao detector. Esse fenbmeno explicado por
Betteridge, esquematizado na Figura 1.5, € dependente das dimensdes da parabola,
das caracteristicas da cela de fluxo, da magnitude do gradiente dos indices de

refracdo e do sentido do fluxo ao detector.
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FIGURA 1.5 - Refracdo do feixe incidente em diferentes condicdes de fluxo.

Legenda: n; = indice de refracdo do meio 1, n, = indice de refracdo do meio 2, I, =
feixe incidente no fluido transportador, |, = feixe refratado, I3 = feixe incidente na

amostra, I, = feixe refratado.

O feixe, ao atravessar uma regido de maior indice de refracdo para
uma de menor (ny>n;), é refratado para longe da normal em relacdo a superficie da
pardbola. O comportamento é invertido quando o feixe de radiacdo passa de uma
regido de menor indice de refracdo para uma regiao de maior valor (n;>n,).

A direcéo do fluxo do fluido de transporte em relacdo ao sentido de
propagacdo do feixe de radiacdo apresentara diferencas na quantidade do feixe de
radiacdo refratado que chega ao detector. Quando o fluxo do fluido for contrario a
propagacdo do feixe incidente, uma maior porcdo de feixe escapara do caminho
optico da cela de fluxo, portanto a magnitude dos sinais transientes do efeito
Schlieren para o comportamento divergente serdo maiores.

No sistema em fluxo, o efeito Schlieren, pode ser originado de duas
formas: por perturbacdes no fluxo e por perturbacdes oriundas de propriedades
fisico-quimicas e intrinsecas da matéria [46, 50]. Perturba¢cbes no fluxo do fluido
afetam a formacdo dos gradientes de concentragdo e consequentemente a
magnitude do fendmeno. Tais perturbacfes sdo ocasionadas por irregularidades na
dispersao da amostra [51, 52].

A segunda forma de originar o efeito Schlieren esta relacionada as
propriedades da amostra e do fluido transportador. Preparar as solugcdes para que
apresentem caracteristicas similares entre si [53] € uma estratégia relatada em

literatura para reduzir ou eliminar as perturbacdes causadas pelo efeito Schlieren.
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A estratégia de manipular as solu¢des para compatibilizagdo possui
limitagBes, por exemplo, quando se tratam de caracteristicas intrinsecas da matéria,
nao passiveis de manipulacdo. Em literatura, a maioria dos estudos tem o intuito de
minimizar interferéncias causadas pelo efeito Schlieren, as anomalias nos sinais
gerados e desvios na lei de Bouguer-Lambert-Beer [40, 53, 55]. Contudo, trabalhos
baseados nos estudos de Betteridge et al [56, 57] abordaram a variagéo do indice de
refracdo com fins analiticos, mantendo constante a propulsdo e as caracteristicas de

solugdes para producéo regular do efeito Schlieren obtendo resultados relevantes.

1.12 Quimica verde

Discussdes sobre questbes ambientais tem tido espaco em diversas
esferas de nossa sociedade. Na década de 90, a geracdo e manejo de residuos
qguimicos foram introduzidos no foco das discussdes como um objetivo a ser
mesclado ao desenvolvimento da ciéncia. Segundo a IUPAC, a quimica verde é “A
invencdo, desenvolvimento e aplicacdo de produtos e processos quimicos para
reduzir ou eliminar o uso e a geracao de substancias perigosas” [58]. Desta forma, a
quimica verde, ou quimica limpa, tenta nortear a implantacdo de processos que
possam diminuir ou eliminar a geracao de substancias nocivas a salde humana e ao
meio ambiente [59].

Propostas que exploram o efeito Schlieren [56, 57] utilizam a variacéo
do indice de refracdo como parametro para a determinacdo analitica. Mesmo néo
tendo uma intencdo prévia de reduzir ou substituir reagentes toxicos, essa
metodologia se enquadra nas diretrizes da quimica verde [59].

A metodologia proposta nesse trabalho segue as diretrizes da quimica
verde ao empregar etanol hidratado 92,8°INPM diluido com &gua para produzir 0os
padrbes em alternativa aos métodos que usam reagentes quimicos para a

determinacao do teor alcodlico em bebidas.
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2 Objetivo

Desenvolver um médulo de analise simples, de baixo custo e facil
manuseio, para determinacdo de etanol em bebidas destiladas baseado no processo
de multicomutacdo em analise em fluxo e explorando o efeito Schlieren, sem uso de

reagentes.
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3 Parte Experimental

3.1 Equipamentos e acessorios

3.1.1 Sistema de detecc¢éo

O sistema de detecc¢do construido, ilustrado na Figura 3.1, tem como
fonte de radiacdo um LED de 5 mm de diametro, com maximo de emissdo em A =
645,955 nm, sendo empregado como detector o fotodiodo OPT301. A cela de fluxo
tem caminho oOptico de 150 mm, 1,2 mm de didmetro interno e volume interno
estimado de 170 pL. A unidade de deteccéo foi acondicionada em uma caixa de
madeira (42 cm de comprimento, 12 cm de altura e 15 cm de largura) para evitar a

incidéncia de luz externa.

Entrada pelo
lado do
Detector
| |
Entrada pelo
lado do LED N y
LY NoA/S %Y
=C it R:
4 S

FIGURA 3.1 - Diagrama do fotbmetro. Legenda: I, = feixe de radiacdo emitido, | =
feixe de radiacdo transmitido, h = caminho 6tico (150 mm), LED = Diodo emissor de
luz (A = 645,955 nm), Det = fotodetector OPT301.

Uma fonte de tensédo continua de 12V estabilizada com capacidade
para fornecer intensidade de corrente de 2A foi utilizada para alimentar as valvulas e
as bombas solenoide. Uma fonte simétrica de + 12V com capacidade para fornecer
intensidade de corrente de 0,5A foi utilizada para alimentar o fotbmetro. Estas fontes
foram construidas no laboratorio empregando reguladores de voltagem LM317
(positivo) e LM337 (negativo), montados em placas de circuito impresso em fibra de

vidro.
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3.1.2 Mdédulo de analise

O modulo de analise mostrado na Figura 3.2 foi construido com duas
bombas solenoides (Bio-ChemValve, 120SP1240), trés valvulas de trés vias
(NReseach Inc. HP225T031), tubos de polietileno (diametro interno = 0,8 mm) e
sistema de detecc¢do fotométrica.

Tvi | l l ! f—

Tv2 f E : i g

T i i | i_,,_

Tor ; S L

Tpz | N —-— .
A1 : L1 H A2 1 L2 '

FIGURA 3.2 - Diagrama do mddulo de analise. Legenda: Ta = transportador da
amostra, A = amostra, P; e P, = bombas solenoide, V; V, e V3 = valvulas solenoide
de trés vias, B1 = alca de amostragem (20 cm), B, e B3 = bobinas de dispersao (30
cm), X2 = confluéncia para a entrada do fluxo na cela pelo lado do detector, x3 =
confluéncia para a entrada do fluxo na cela pelo lado do LED, Det = médulo de
deteccdo fotométrica. Tv; = tempo de acionamento da valvula Vi, Tv, = tempo de
acionamento da valvula V,, Tvs = tempo de acionamento da valvula V3, Tp; = tempo
de acionamento da bomba P, Tp, = tempo de acionamento da bomba P,, A; =
amostragem com fluxo do transportador contrario ao feixe de radiacdo, A, =
amostragem com fluxo do transportador no mesmo sentido do feixe de radiacéo, L,
= limpeza do sistema quando o fluxo do transportador for contrario ao feixe de
radiacdo, L, = limpeza do sistema com o fluxo do transportador no mesmo sentido
do feixe de radiacdo. Linhas cheia e pontilhada nos simbolos das valvulas indicam o
caminho de escoamento da solugdo quando a valvula esta desligada ou ligada,

respectivamente.

O modulo de analise foi projetado para trabalhar em linha Unica com
um comprimento de percurso analitico de 50 cm, desde a valvula V; até a entrada da

cela de fluxo. O lado de insercdo da solucédo na cela de fluxo foi controlado pelas
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valvulas solenoides de trés vias V, e V3. Desta forma, para direcionar o fluxo para a
entrada préxima ao detector, as vélvulas V, e V3 deveriam estar desligadas e, para
direcionar o fluxo para a entrada proxima ao LED, V, e V3 deveriam estar ligadas. A
valvula V; era responsavel pela etapa de enchimento da alca de amostragem com
solugéo, ao acionar a bomba P, desviando o excesso para o descatrte.

A impulsdo das solugcdes ocorreu em tempos distintos, como
apresentado na parte inferior da Figura 3.2. A bomba P, impulsionava a amostra
para encher a bobina B1, que funcionou como al¢ca de amostragem. Nesta etapa, a
vélvula V; permaneceu ligada desviando o excesso de amostra para o descarte.
ApOs a etapa de amostragem, a valvula V; foi desligada, e a bomba P, foi acionada
para deslocar a amostra da alca de amostragem (B;) em direcao ao detector através
da véalvula V;, e da bobina B3;. A zona da amostra passou através do detector (Det)
em direcdo ao descarte através da valvula V3. Este foi 0 primeiro modo de operacao:
a zona da amostra inserida na cela de fluxo pela entrada proxima ao LED foi
deslocada na direcdo do fotodetector. Desta forma, o deslocamento da zona da
amostra dentro da cela de fluxo era na dire¢cdo contraria a propagacao do feixe de
radiacao emitido pelo LED.

No segundo modo de operagcdo, as valvulas solenoide V, e V3
permaneciam ligadas durante a etapa de deslocamento da zona da amostra da alca
de amostragem para o detector. Nessa configuracdo, a amostra foi deslocada em
direcdo ao detector (Det) e através da bobina B, emergindo no detector no ponto de
confluéncia X,, sendo deslocada para o descarte através da valvula V3. Como
resultado, a zona da amostra era inserida na cela de fluxo através da entrada
préxima ao fotodetector, portanto o deslocamento da zona da amostra dentro da
cela fluxo era no sentido de propagacédo do feixe de radiacdo emitida pelo LED. A

Tabela 3.1 contém as sequéncias de ativacdo dos componentes.
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TABELA 3.1 - Sequéncias de acionamentos dos dispositivos

Etapa Acionamento NO de
ciclos
V1 V2 V3 P1 P2
Limpeza da alca de amostragem 1 0 0 1 0 20
Preenchimento da alca de 1 0 19
amostragem
Calibracao ao inserir pelo detector 0 0 0 0 0 10
Calibragéo ao inserir pelo LED 0 1 1 0 0 10
Insercdo de amostra pelo detector 0 0 0 4 0 108
Insercéo de amostra pelo LED 0 1 1 4 0 108

1 ligado, 0_ desligado

3.1.3 Programa de controle

O Arduino Due mostrado na Figura 3.3 € uma das opcdes de placa de
prototipagem da marca comercial Arduino. E uma interface compacta que oferece
grande flexibilidade em aplicagBes tecnoldgicas, incluindo controle de dispositivos
externos, leituras de sinais analdogicos e digitais e comunicacdo com outras

maquinas (computador) via interface serial.

FIGURA 3.3 - Placa Arduino Due utilizada no projeto, com componentes conectados.
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O Arduino Due possui um microcontrolador Atmel SAM3X8E Cortex-
M3, CPU baseado em um microcontrolador core ARM 32 bits com clock de 84 MHz,
54 portas (linhas) de entrada/saida digitais, 12 entradas analdgicas, 2 saidas
analdgicas, 4 portas serial tipo UARTs (Universal Asynchronous Receiver-
Transmitters), conversor analdgico/digital configurado naturalmente (by default) com
resolucao de 10 bits, porém pode ser reconfigurado para 12 bits via software. Dentre
as 54 portas digitais, 12 podem ser usadas como saidas PWM (Pulse-Width
Modulation). E possivel armazenar 512 Kb na memodria flash interna. A comunicacio
externa da placa pode ser realizada por duas portas mini-USB, uma nativa e outra
programavel (Native and Programming Port) [60].

A resolucdo 6tima na conversdo de um sinal analégico para digital
permite identificar com maior precisdo valores entre duas medidas préximas,
portanto é importante na instrumentagcdo cientifica que haja a maior resolucao
possivel. A resolucdo € definida pela Equacdo 4 a seguir, sendo Sinal o valor
méaximo que o dispositivo pode converter para digital e n o niumero de bits da

conversao.
Resolugdo= Sinal/2" Equacao4

No caso do Arduino Due, a diferenca de potencial maxima (fundo de
escala superior) € 3300 mV, a resolucao entdo € de 3300/4096 = 0,8 mV. Este valor
€ apropriado para deteccao fotométrica.

O Arduino Due gera os sinais digitais no padrdo TTL®, com a
intensidade de corrente em torno de 3 mA. Os dispositivos empregados no modulo
de analise, baseado no processo de multicomutacdo em analise em fluxo, incluindo
valvulas solenoide e bombas solenoide, requerem para seu funcionamento uma
diferenca de potencial de 12 volts e intensidade de corrente na faixa de 50 a 300
mA. Em vista disso, foi necessario empregar uma interface de poténcia, a qual
recebe os sinais de controle gerados pelo Arduino Due e gera a partir dele a
poténcia necessaria para acionar o dispositivo selecionado pelo Arduino Due. Esse
papel de interface de poténcia foi desempenhado por dois circuitos integrados
ULN2803 [61], dispositivo com 8 linhas digitais, sendo que as entradas seguem o

© O nivel l6gico 'baixo’, ‘zero' ou 'low' é definido eletricamente por uma tenséo de 0 a 0.8 volts. O nivel l6gico ‘alto’
ou 'high' é definido eletricamente por uma tenséo entre 2 e 5 volts
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padrdo TTL e as saidas sé&o tipo coletor aberto, permitindo controlar diferencas de
potencial de até 50 V e drenar corrente até 500 mA por linha de controle.

A ativacao das valvulas e bombas solenoides foi feita através de um
programa escrito no software Arduino 1.5.6-r2 embarcado no microcontrolador do
Arduino Due, contudo o controle da ativacao foi realizado por programa escrito em
Visual Basic 6.0. A escolha desse segundo software teve por objetivo registar os
sinais em tempo real e centralizar os controles de operacdo do sistema. A placa
Arduino Due n&o possui recursos para 0 processamento gréafico, portanto para
realizar essa tarefa foi necessario um segundo software incorporado ao computador.
Os sinais transientes gerados pelo fotodetector em milivolts foram convertidos em
namero pelo conversor analégico/digital e enviados para o computador pela porta
serial. O programa escrito em Visual Basic 6.0, capturou os dados enviados ao

Arduino e realizou a compilacdo em forma de gréfico.

3.1.4 Método de referéncia

Para a metodologia de referéncia, picnometria, foi empregada uma
balanca analitica Metler Toledo AX304 e um picndémetro calibrado Brand de volume
25,021 mL, série 13-04-40, mostrado na Figura 3.4. Cessadas as determinacdes das
solucbes padrbes e amostras pelo sistema desenvolvido, deu-se inicio as
determinacdes pelo método de referéncia. A cada determinacdo, o picnémetro foi
lavado com agua destilada e em seguida com etanol P.A. ApO6s secagem por
evaporacao natural, o picnémetro era pesado. Sendo a diferenca de peso inferior a
0,05 % do peso do picnémetro totalmente seco, prosseguia-se com a determinacao

das demais solugdes.
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FIGURA 3.4 - Picnbmetro Brand com termémetro.

3.1.5 Deteccao fotométrica baseada no efeito Schlieren

A saida do fotdmetro foi acoplada em uma das entradas analdgicas do
microcontrolador Arduino Due e os sinais gerados pelo fotbmetro em milivolt (mV)
foram convertidos para sinais digitais. O conversor analdgico/digital da placa foi
configurado para trabalhar com 12 bits de resolugdo de forma que os valores
possiveis com resolucao de 12 bits estdo compreendidos na faixa de 0 a 4095.

Na fase em que o efeito Schlieren causa divergéncia no feixe de
radiacdo, a intensidade do feixe que chega ao detector sofreu atenuacéo, portanto o
sinal gerado era menor que o da linha de base (negativo). E na fase em que o
comportamento é convergente, o feixe que chegava ao detector era mais intenso,
logo o sinal gerado pelo detector era maior que o da linha de base (positivo). Como
o microcontrolador nédo trabalha com diferenca de potencial negativa e o efeito
Schlieren tem componente de sinal negativo, houve a necessidade de instruir o
software de controle e aquisicdo de dados para realizar esse reconhecimento.

O fundo de escala do fotdmetro foi ajustado para 2048 mV (leitura de
referéncia) que é metade do fundo de escala do conversor analégico/digital (A/D) do
microcontrolador. O programa escrito em linguagem Visual Basic 6.0 foi instruido
para subtrair o valor 2048 da leitura do sinal gerado durante o processamento da
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amostra. Este arranjo permitiu recuperar a polaridade dos sinais gerados em fungao
do efeito Schlieren, embora o sinal bruto fosse sempre positivo.

O numero de replicatas foi definido no programa de controle e
aguisicdo como dado de entrada, assim como demais parametros, como pulsos das
bombas solenoides e acionamento das vélvulas. A diferengca entre o sinal de
referéncia e os sinais gerados pelos gradientes de concentracdo da amostra foram
relacionados por uma equagdo matemdtica do tipo y = ax + b, usada para a

obtencéo da curva analitica.

3.2 Preparo de Solucgbes

Solugdes padrao de etanol com concentragéo de 5, 10, 20, 30, 40, 50 e
60% (v/v) foram preparadas diariamente em volumes de 50 mL, transferindo
volumes necesséarios de etanol hidratado 92,8°INPM e agua destilada para a
diluicdo. As amostras foram transferidas para frascos ambar de 50 mL. Apés o
preparo, as solugdes foram tratadas em banho de ultrassom (Catel Thornton—T7) por
oito minutos. Em seguida, ambientadas a 20°C por trinta minutos em um banho com
controle de temperatura (Marconi MA-184).

Agua destilada foi utilizada como fluido transportador e passou pelo
mesmo procedimento empregado para as solucdes padrao de etanol. Os frascos de
50 mL foram acomodados no banho de forma que as solugbes estivessem
completamente submersas. O recipiente contendo o transportador (Erlenmeyer de
500 mL) permaneceu submerso em agua no mesmo ambiente das amostras. O
etanol hidratado utilizado na preparacdo dos padrdoes teve seu teor alcodlico

padronizado por picnometria.
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4 Resultados e Discussao

A maior parte dos trabalhos que abordam o efeito Schlieren visam
minimizar ou elimina-lo [53], pois geralmente o efeito € visto como causa da perda
de repetibilidade e precisdo. Neste trabalho, o efeito Schlieren foi gerado pela
variacao do indice de refracdo em condi¢gBes controladas pela dispersdo da amostra
no fluido transportador.

A metodologia oficial da AOAC, picnometria, emprega a determinacao
da densidade das solugcbes a temperatura de 20°C. Tendo em vista que a
temperatura afeta o indice de refracdo, as amostras e o fluido transportador foram
mantidos imersos em banho de 4gua com temperatura controlada (20°C) buscando
alcancar condicdes proximas da metodologia oficial. Empregando esta condi¢céo, o
efeito Schlieren seria originado exclusivamente pelo gradiente de concentracao
formado nas interfaces ascendentes e descendentes da zona da amostra no fluido
transportador.

Outro quesito critico para obter o efeito Schlieren é a vazao do fluido
transportador: em baixas vazfes, propriedades como a viscosidade podem afetar a
dispersao, pois h4 um aumento no tempo de contato nas interfaces das solucdes
[53]. Para minimizar esses efeitos, trabalnamos com vaz&do constante controlando
com rigor a frequéncia de acionamento da bomba solenoide em 0,1 s™. O erro de
temporizacdo em funcéo da frequéncia de clock do computador € menor do que um
nanosegundo, portanto a variacdo da vazao dependente do tempo de resposta da
bomba solenoide é constante.

Para o inicio dos testes de operacdo foi empregada a seguinte
configuracdo: cela de fluxo de 100 mm, alca de amostragem de 40 cm, percurso
analitico de 30 cm, fonte de radiacdo de A = 468,1 nm (LED azul), e concentracao
dos padrdes de etanol de 5, 10, 20, 30, 40, 50 e 60% (V/v).

4.1 Sinais Schlieren

Os trabalhos encontrados na literatura que exploraram o efeito
Schlieren empregaram espectrofotdmetros com cela de fluxo com caminho 6ptico de
10 mm. Relataram que ha dependéncia entre sinal e a geometria da cela fluxo e a

formacao de “lente” na solucéo.
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Para este trabalho, foi empregado um fotdmetro de LED e cela de fluxo
de comprimento até 25 vezes maior que os citados em literatura [57, 62], para
explorar o efeito Schlieren com fins analiticos. Na figura 4.1, € mostrado um conjunto
de registros dos sinais obtidos empregando o fotdbmetro da Figura 3.1 e o médulo de

andlise da Figura 3.2.
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FIGURA 4.1 - Registros dos sinais gerados em funcdo do efeito Schlieren.
Condicdes operacionais: solucdo de etanol 30% (v/v), volume inserido de 20,1 pL,
vazao do fluido transportador de 8,78 mL s™, fluxo da solucdo no mesmo sentido do
feixe de radiacao.

Quando a zona da amostra entra na cela de fluxo, o feixe de radiacéo
incide na amostra e sofre refracdo. O angulo em que o feixe é refratado faz com que
parte da radiacdo incidente escape do caminho éptico da cela de fluxo. Em vista
disso, a intensidade do feixe de radiacdo que chega ao detector € menor em relacéo
a linha base, e é registrada como o primeiro pico negativo na Figura 4.1.

Quando a zona da amostra entra na cela de fluxo com o mesmo
sentido de propagacdo do feixe de radiacdo, o gradiente de agua para etanol &
ascendente, isto é, aumenta a fragcdo de etanol em relacdo a fracdo de agua,
portanto o gradiente de indice de refracdo aumenta em virtude do comportamento
laminar do fluido e o comportamento Optico é semelhante a uma lente convergente.

O comportamento Optico de lente concentra o feixe de radiacdo no interior da cela
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de fluxo. Assim a magnitude do feixe de radiagdo que chega ao fotodetector
aumenta, resultando no primeiro pico positivo mostrado na Figura 4.1.

Na saida da zona da amostra da cela de fluxo nesta condicdo de
sentido igual ao da propagacao do feixe de radiacdo, a formacdo do gradiente é
decrescente, isto €, aumenta continuamente a fracdo de agua e diminui a fracdo de
etanol. Para o feixe de radiacdo incidente o efeito € semelhante a uma lente
divergente. Assim, a intensidade do feixe de radiacdo incidente que chega ao
fotodetector € menor e o sinal gerado € negativo em relacdo a linha de base,
conforme mostra o segundo pico negativo na Figura 4.1. O sinal registrado chega a
um maximo negativo e em seguida retorna a linha base com a retirada da mistura
residual pelo fluido transportador. Observa-se que em termos absolutos a magnitude
deste sinal € menor que a do segundo, enquanto que o tempo para retorna a linha
base é bem maior. Estes dois efeitos estdo relacionados com a dispersdo da zona
da amostra no fluido transportador.

O fenébmeno fisico que resulta no efeito Schlieren pode ser causado por
refracéo e/ou por reflexdo dependendo do angulo de incidéncia da luz em relacédo a
interface de indices de refracdo [63]. Nas condic¢des utilizadas, o efeito Schlieren foi
gerado pela disperséo da amostra no fluido transportador, onde ocorre a refragdo. A
forma parabdlica dos gradientes proporciona a convergéncia e/ou divergéncia do
feixe em relacdo ao detector.

A relacéo entre feixe incidente, refracdo e reflexdo na passagem do
feixe entre meios de diferentes indices de refracdo € bem estabelecida na fisica
Optica, sendo calculada de acordo com Lei de Snell ou Snell-Descartes, a qual
relaciona os angulos de incidéncia e o refratado com os indices de refracdo dos
meios (ni.sen i = ny.senr) [64].

O produto entre o indice de refracdo do meio (n;) com o seno do
angulo incidente (i) em relacdo a reta normal (N) é igual ao produto entre o indice de
refracdo do outro meio (nz) com o seno do angulo refratado (r) em relacdo a reta
normal (N), que é perpendicular a interface das superficies de diferentes indices de

refracdo. Tal situacéo esta representada simplificadamente na Figura 4.2.
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Ref_Reflexao

Rfc_ Refracao

i_ Angulo de indéncia

I1_f\ngu|o de reflexao

r_ Angulo de refracao

R_ Feixe emissor

R1_ Feixe Refratado

R2_ Feixe Refratado

R3_ Feixe Refletido

V e V3_ Velocidade nareflexao no
meio 1

V1_Velocidade especifica para essa
refracao

V2_ Velocidade especifica para essa
refragao

FIGURA 4.2 - Esquema dos fenbmenos de refracéo e reflexdo. Figura adaptada [65].

O conjunto de registros na Figura 4.1 mostra perfis idénticos, portanto o
efeito Schlieren tem um comportamento reprodutivel, contudo para se tornar uma
ferramenta analitica foi necessario verificar se a resposta era proporcional a variacédo
da concentracdo de etanol nas solucdes. Os registros mostrados na Figura 4.3
foram obtidos processando um conjunto de solucdes padrédo de etanol com

concentragéo de 5 a 50% (V/v).
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FIGURA 4.3 - Registros dos sinais gerados processando um conjunto de solugdes
de etanol. Amostra se desloca no sentido oposto ao do feixe de radiacdo (I) e no

mesmo sentido (II) do feixe de radiacéo.
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O madulo de analise mostrado na Figura 3.2 foi projetado para permitir
a entrada da zona da amostra na cela de fluxo pela entrada proxima ao detector e
saida pela parte proximo ao LED, ou vice-versa. Experimentalmente, essas
sequéncias foram executadas sequencialmente, gerando os conjuntos de dados (I) e
(I1). Esse procedimento foi selecionado no programa de controle e aquisicdo de
dados que também permitia selecionar separadamente o sentido do fluxo no
modulo. A finalidade de inserir a zona da amostra por ambas as extremidades da
cela de fluxo foi observar a existéncia de diferenca no sinal relativa a alteracdo na
direcdo de propagacédo do feixe de radiacdo através da amostra.

No primeiro caso, o deslocamento da amostra através da cela de fluxo
segue a direcdo contraria a propagacdo do feixe de radiacdo dentro da cela até
completar quatro replicatas. Em seguida, o mesmo experimento foi realizado
invertendo o sentido de entrada da zona da amostra na cela. Para facilitar a
visualizacdo do comportamento dos sinais registrados na Figura 4.3, 0os conjuntos
foram separados, cada um referente a um sentido de insercdo da amostra na cela

de fluxo, e sdo mostrados nas Figura 4.4 e Figura 4.5 a sequir.
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FIGURA 4.4 - Registros dos sinais gerados processando unidirecionalmente um
conjunto de solucdes de etanol: (I) deslocamento da zona de amostra em sentido

contrario ao da propagacao do feixe de radiacéo incidente.
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FIGURA 4.5 - Registros dos sinais gerados processando unidirecionalmente um
conjunto de solucdes de etanol. (II): deslocamento da zona de amostra no mesmo

sentido de propagacao do feixe de radiacéao.

Em literatura [57, 62], ao explorar o efeito Schlieren foram empregados
celas de fluxo de caminho éptico de 10 mm e equipamentos com sistema éptico
onde o feixe de radiagdo tenderia a ser paralelo. Neste trabalho empregamos um
fotbmetro que usa um LED como fonte de radiacdo emitindo um feixe de radiacéo
com angulo de abertura de 25°, empregando cela de fluxo com caminho Optico de
150 mm tendo guias de onda colocados nas extremidades da cela de fluxo. Ao
empregarmos esse tipo de cela de fluxo com geometria distinta das empregadas em
trabalhos anteriores [57, 62], esperavamos observar anormalidades na formacao dos
sinais.

Os registros com maximos negativos em relagdo a linha base
correspondem ao comportamento de lente divergente comentado ao analisar 0s
registros mostrados na Figura 4.1 e na Figura 4.3. Observa-se que em termos
absolutos o comportamento foi mantido e a magnitude dos maximos negativos é
menor em relacdo as magnitudes maximas positivas. Em uma inspecao visual nas

Figuras 4.4 e 4.5, os registros negativos indicam a possibilidade de resposta linear;
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essa consideracdo n&do pode ser realizada com 0s registros positivos 0s quais
correspondem ao comportamento de lente convergente.

A linearidade e repetibilidade na formacao dos registros abaixo da linha
base, em ambos os sentidos de deslocamento do fluido transportador na cela de
fluxo, foram compilados em curvas analiticas mostradas na Figura 4.6 e na Tabela
4.1. Observa-se que em ambos os sentidos de deslocamento, obteve-se resposta

linear.
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FIGURA 4.6 - Curvas analiticas para comportamento de lente divergente em fluxos
de deslocamento no mesmo sentido e no sentido oposto ao feixe de radiacdo

incidente.

TABELA 4.1 - Resultados analiticos para comportamento convergente: sentido do

fluido transportador.

Sentido do fluido transportador em N
. _ o Curva analitica R
relacdo ao feixe de radiagéo
Sentido oposto Y=7,6700*X + 40,9394 0,9926
Mesmo sentido Y=5,6304*X + 44,1510 0,9910

R = Coeficiente de correlacao linear, Y = sinal medido (mV), X = concentracdo de etanol (%)
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Ao analisar a Tabela 4.1 observa-se um aumentou na sensibilidade em
torno de 25 %, quando o deslocamento da zona da amostra tem sentido oposto ao
da propagacdo do feixe de radiacdo incidente. Estes resultados indicam que o
modulo de analise proposto permite explorar o efeito Schlieren com maior
sensibilidade com o fluxo do fluido contrario a propagacéo do feixe, portanto esta
configuracdo foi empregada para desenvolver o procedimento analitico para a
determinacao de etanol em bebidas destiladas.

O sentido de deslocamento da zona da amostra em relacdo a
propagacdo do feixe de radiacdo afeta também a magnitude do sinal e o
comportamento convergente na solucdo, como apresentado no grafico da Figura
4.6. Enquanto o grafico da Figura 4.6 mostra que parte da componente do efeito
Schlieren pode ser usada com fins analiticos, o apresentado na Figura 4.7 né&o

permite tal aproveitamento.
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FIGURA 4.7 - Curvas analiticas para comportamento de lente convergente com
fluxos de deslocamento no mesmo sentido e no sentido contrario ao feixe de

radiacdo incidente; obtidas com valores maximos absolutos.
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Os registros positivos mostrados na Figura 4.7 correspondem ao
comportamento de uma lente convergente. Em ambos os sentidos de insercéo, ha
faixas com tendéncias lineares, sendo possivel observar que em dois pontos o
comportamento de lente convergente destoa do de lente divergente, estes ainda nao
mencionados em literatura.

O primeiro ponto de anormalidade ocorreu com o0 padrdo de etanol
10% (v/v) para o sentido de insercao do fluido a favor da propagacdo do feixe de
radiacdo. Na Figura 4.3 pode ser visto de forma clara que as maximas magnitudes
dos sinais, no sentido contrario e a favor do feixe de radiacdo, tém uma inversao de
tendéncia. Os maximos dos sinais no sentido a favor da propagacdo do feixe
tornam-se superiores em relacéo ao sentido contrario de propagacao do feixe.

O segundo ponto de anormalidade é em relacdo as faixas com
tendéncia linear. O comportamento convergente é relatado em literatura como
ruidoso e nao reprodutivel [62]. Nas condicdes empregadas nesse trabalho, ao
explorar o comportamento convergente pbéde ser verificada linearidade, sendo as
faixas com tendéncias lineares compiladas na Tabela 4.1. Considerando toda a
regido que apresenta o comportamento convergente, observam-se duas faixas, uma

para cada sentido de insercéo do fluido transportador.

4.2 Estudo para a escolha do transportador

Encontra-se na literatura trabalhos que, ao explorar o efeito Schlieren
empregaram solucdes acidas como fluido transportador para aumentar a diferenca
de indice de refracdo em relacdo a amostra, o que implica em aumento na
magnitude do sinal gerado [62]. Considerando essa possibilidade foi realizado um
estudo empregando como transportadores fluidos com diferentes indices de
refracdo. Foram selecionados agua destilada, etanol hidratado 92,8° INPM e solugéo
de H,SO,4 com concentracdo de 0,25 molL™. Os resultados obtidos sdo mostrados

na Figura 4.8 e Tabela 4.2.
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FIGURA 4.8 - Relagéo entre sinal detectado e concentragéo de solucdes padrao de
etanol em diferentes fluidos transportadores. Configuragdo do maodulo: caminho
optico de 100 mm, percurso analitico de 70 cm; alca de amostragem de 40 cm; fonte
de radiacdo de 468,1 nm (LED azul); solu¢des padrdo de etanol com concentracdes
de 20, 30, 40, 50, 60 % (V/v).

TABELA 4.2 - Resultados analiticos do estudo do fluido transportador.

Transportador Curva analitica R

Solucdo Acida | Y =9,7940*X + 112,8084 | 0,9874
Agua Destilada | Y = 8,5637*X + 181,4004 | 0,9958
Etanol Y =9,1157*X + 220,1416 | 0,9919

R=Coeficiente de correlacéo linear, Y=sinal medido (mV), X=concentrac¢do de etanol (%)

A analise dos dados da Tabela 4.2 indica que a linearidade da curva
analitica obtida empregando agua destilada como fluido transportador € superior a
obtida com a solucédo de acido sulfurico, contudo a sensibilidade € inferior. Como
mencionado em literatura [62], o0 emprego de solucéo de &cido sulfurico como fluido
transportador implicou em melhora na sensibilidade, visto que houve uma diferencga
de 13% em comparacéo a agua destilada. Entretanto, considerando que este ganho
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em sensibilidade ndo tem grande significado para o procedimento analitico que
propomos optamos pelo uso de agua destilada como fluido transportador. Além de
melhor resposta linear, agrega como vantagens: reducdo do custo na analise e a
geracado de efluente sem restricdo ambiental.

Com intuito de verificar o comportamento, o etanol hidratado foi testado
apresentando desempenho intermediario entre a agua destilada e a solugdo acida.

4.3 Estudos de fonte de radiacao

O efeito Schlieren é causado pela mudan¢ca no angulo de saida do
feixe de radiacdo ao atravessar interfaces com indices de refracdo distintos; héa
autores que atestam a independéncia desse fenbmeno em relagdo ao comprimento
de onda do feixe [46].

Os LEDs utilizados para estudo da fonte de radiagédo tiveram seus A
maximos de emissdo determinados com um espectrofotdmetro (Ocean Optics USB
4000). Com a finalidade de avaliar a resposta em todo o espectro visivel, selecionou-
se LEDs que emitem em comprimentos de onda nas faixas do: violeta, azul, verde,
amarelo e vermelho. Os resultados obtidos com os LEDs selecionados séo

mostrados na Figura 4.9.
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FIGURA 4.9 - Resposta espectral para LEDs usados nos experimentos.
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O LED amarelo ndo mostrou ser uma alternativa viavel como fonte de
radiacdo pois, com o0s sinais gerados nao foi possivel obter correlagcéo linear. O
estudo do efeito do comprimento de onda da fonte de radiacdo foi realizado
empregando LEDs de alto brilho e com emissdo nas faixas correspondentes as
cores violeta, azul, verde e vermelho, obtendo-se boa correlagdo linear entre
concentracdo volumétrica das solucdes padrao de etanol e resposta fotométrica. Os

resultados sdo mostrados na Figura 4.10 e na Tabela 4.3.
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FIGURA 4.10 - Relacao entre sinal detectado e concentragédo de solucdes padréao de
etanol com diferentes fontes de radiacdo. Configuracdo do médulo: caminho 6ptico
de 100 mm, percurso analitico de 70 cm; alca de amostragem de 40 cm; solucdes

padrédo de etanol com concentracdes de 20, 30, 40, 50, 60 % (v/v).

LEDs magenta e branco de alto brilho, também disponiveis
comercialmente, ndo foram empregados como opc¢do nesse trabalho porque sé&o
formados por dois ou mais comprimentos de onda para composi¢ao da cor, o que

poderia gerar interferéncia nas leituras, além de afetar a seletividade do detector.
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TABELA 4.3 - Resultados analiticos para diferentes fontes de radiacao.

LED A(nm) Curva analitica R
Verde 565,4 Y=7,2011*X +112,0298 | 0,9863
Violeta 404,7 Y=6,9843*X +117,0854 | 0,9910
Vermelho 645,9 Y=6,4635*X +102,2508 | 0,9946
Azul 468,1 Y=6,0221*X +115,3032 | 0,9987

R = Coeficiente de correlacao linear, Y = sinal medido (mV), X = concentracdo de etanol (%)

Analisando os dados da Tabela 4.3 observa-se uma relacdo oposta
entre sensibilidade e linearidade. A maior sensibilidade esta na faixa de emisséo do
LED verde, cujo maximo de emisséo € em torno de 565,4 nm, entretanto a melhor
resposta linear foi obtida com o LED azul, com maximo de emissdo em torno de
468,1 nm. Considerando a configuracado de melhor correlacdo entre sensibilidade e
linearidade, optou-se pelo LED vermelho com maximo de emissdo em torno de A=
645,9 nm. Outro quesito para escolha do LED vermelho como melhor opgao foi o
fotodetector empregado (OPT301) ter maior sensibilidade para emissédo na faixa do
vermelho [68]. Provavelmente esta caracteristica tenha favorecido a alta correlacéo

linear.

4.4 Estudos do comprimento da cela de fluxo

Nos trabalhos mencionados anteriormente [57, 62] que exploraram o
efeito Schlieren com fins analiticos, foram empregados espectrofotbmetros com cela
de fluxo com caminho 6ptico de 10 mm, com geometria retangular, o que permitiu a
incidéncia de feixe de radiacdo na janela de observacdo com um angulo de 90°.
Neste trabalho foi empregado cela de fluxo construida com tubo de vidro
(borossilicato) e tendo uma geometria distinta das relatadas na literatura.

O aumento do comprimento do caminho Optico da cela de fluxo € uma
estratégia empregada em espectrofotometria de absor¢do molecular para aumentar
a sensibilidade do procedimento analitico. Caminho 6ptico mais longo aumenta a
probabilidade de absor¢cdo de fétons do feixe de radiagdo pelas moléculas do
analito. Entretanto, nesse trabalho o parametro de interesse analitico esta

relacionado a refracdo do feixe de radiacédo, portanto o aumento do caminho optico
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pode nao corresponder ao ganho de sensibilidade, mas sim ao aumento do nimero
de vezes que o processo de refracdo ocorre dentro da cela de fluxo. Visando
encontrar essa resposta, um experimento foi realizado empregando celas de fluxo
com caminho o6ptico de 100 até 250 mm e os resultados sdo mostrados na Figura
4.11 e na Tabela 4.4.
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FIGURA 4.11 - Relacao entre sinal detectado e concentracéo de solucbes padréo de
etanol com diferentes comprimentos da cela de fluxo. Configuragdo do modulo:
percurso analitico de 70 cm; alca de amostragem de 40 cm; fonte de radiacdo de A =
645,9 nm (LED vermelho) solucbes padrdo de etanol com concentracdo de 20, 30,
40, 50, 60 % (v/v).

TABELA 4.4 - Resultados analiticos do estudo de celas de fluxo.

Cela (mm) | Volume (uL) Curva analitica R
100 113 Y = 8,9155*X + 195,9111 | 0,9914
150 170 Y =10,5012*X + 68,6741 | 0,9987
200 226 Y = 8,3356*X + 432,2586 | 0,9589
250 283 Y =10,2376*X + 80,7565 | 0,9974

R=coeficiente de correlacéo linear, Y=sinal medido (mV), X=concentracdo de etanol(%)
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Analisando os valores na Tabela 4.4 e tomando a linearidade como
parametro de otimizagédo, observa-se que a melhor e a pior resposta foram obtidas
com as celas de fluxo de 150 mm e de 200 mm, respectivamente. Tomando a
sensibilidade como parametro, a pior e a melhor resposta foram obtidas com as
celas de fluxo de 200 e 150 mm, respectivamente.

As celas de fluxo de 150 e 250 mm apresentaram desempenhos
semelhantes, todavia optamos pela cela de fluxo de 150 mm por proporcionar
melhor relacdo entre sensibilidade e linearidade permitindo aumento na frequéncia
analitica e menor volume de efluente gerado. Uma cela de 50 mm foi testada, porém
ndo promoveu condicbes para a formacdo de sinais do efeito Schlieren nas

condicfes de estudo.

4.5 Estudo do comprimento de percurso

A proposta de procedimento analitico desenvolvida ndo envolve reagéo
e o0 principio de deteccdo € baseado na formacdo de gradientes de indice de
refracdo gerados pela formacdo de gradientes da concentracdo que sao
dependentes da dispersédo. Portanto, o comprimento do percurso analitico pode ter
efeito significativo na geracéo do efeito Schlieren.

Os experimentos variando o comprimento da bobina de mistura foram
realizados aplicando 4 ciclos de amostragem tendo um percurso minimo de 30 cm.
Para esse trabalho, é considerado comprimento do percurso analitico a distancia
entre a valvula V1 até a entrada cela de fluxo mostrado no esquema do moédulo na
Figura 3.2. Os resultados do estudo do comprimento do percurso sdo mostrados na

Figura 4.12 e na Tabela 4.5.
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FIGURA 4.12 - Relacao entre sinal detectado e concentracédo de solucdes padrdo de
etanol em diferentes comprimentos de percurso analitico. Configuracdo do modulo:
cela de fluxo com caminho Optico de 150 mm; fonte de radiacdo de A = 645,9 nm
(LED vermelho); solu¢cbes padrao de etanol com concentracédo de 20, 30, 40, 50, 60
% (V/Iv).

TABELA 4.5 - Resultados analiticos de estudo do comprimento do percurso.

Percurso (cm) Curva analitica R
30 Y =6,9455*X + 103,2168 | 0,9985
40 Y =7,1595*X + 133,7974 | 0,9630
50 Y =7,3573*X + 109,8422 | 0,9950
70 Y =7,4762*X + 61,3369 | 0,9980
90 Y =7,1281*X + 37,2583 | 0,9994

R = Coeficiente de correlacao linear, Y = sinal medido (mV), X = concentracdo de etanol (%)

O aumento do comprimento do percurso analitico aumenta a dispersao
da zona da amostra, que & um processo intrinseco da analise por injecdo em fluxo.

O parametro analitico explorado neste trabalho baseado no efeito Schlieren néo
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gera um composto para ser detectado, portanto o aumento da dispersédo no
gradiente de indice de refracdo poderia reduzir a magnitude dos sinais gerados.

Analisando os coeficientes angulares das curvas analiticas da Tabela
4.5 observa-se que, o aumento do percurso analitico e consequente disperséo, néo
afetaram a sensibilidade para bobinas mistura com comprimento na faixa de 30 a 90
cm.

Considerando a sensibilidade, os melhores resultados foram
alcancados com os percursos de 50 e 70 cm, sendo que 0 ganho para o percurso de
70 cm na sensibilidade foi inferior a 2% quando comparado com o compromento de
50 cm. As diferencas nas correlagdes lineares nédo foram consideradas significantes,
no entanto, a fim de minimizar a quantidade de pulsos no fluido transportador e
aumentar a frequéncia analitica, o comprimento de 50 cm para o0 percurso analitico

foi selecionado.

4.6 Estudo paravolume de amostra

Em sistemas por injecdo em fluxo ha sempre o intuito de reduzir o
volume de amostra, desde que ndo ocorra perda significativa de sinal analitico, e
dessa forma reduzir a geracédo de efluentes. Neste trabalho, o volume de amostra
tem influéncia sobre as dimensdes do sinal analitico sendo que a diminuicdo da
dispersdo afeta a magnitude dos sinais. O estudo variando o volume da amostra
inserido no sistema foi realizado e os resultados sé&o apresentados na Figura 4.13 e
Tabela 4.6.
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FIGURA 4.13 - Relacao entre sinal detectado e concentragcao de solugdes padréo de
etanol com diferentes comprimentos da algca de amostragem. Configuracdo do
modulo: cela de fluxo com caminho Optico de 150 mm; fonte de radiacdo de A =
645,9 nm (LED vermelho); solu¢cBes padrdao de etanol com concentracdo de 20, 30,
40, 50, 60 % (v/v).

TABELA 4.6 - Resultados analiticos do estudo do volume da amostra.

Alca (cm) | Volume (uL) Curva analitica R
10 50,02 Y =6,9193*X + 68,7155 | 0,9187
20 100,05 Y =8,1910*X + 132,1346 | 0,9987
30 150,07 Y =8,2764*X + 176,0446 | 0,9913
40 200,10 Y =9,6209*X + 204,1833 | 0,9889
50 250,13 Y =9,5910*X + 159,6098 | 0,9965
60 300,16 Y =9,2644*X + 250,8763 | 0,9976
70 350,18 Y =8,2453*X + 237,5087 | 0,9898

R = Coeficiente de correlacao linear, Y=sinal medido (mV), X = concentracao de etanol (%)
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A variacdo de volume foi realizada por meio de algcas de amostragem e
teve inicio com a algca de 10 cm correspondente ao volume de 50,02 pL, quantidade
minima para a formacdo de gradientes homogéneos. A variacdo do volume foi
realizada com o incremento do comprimento da alca em uma razdo de 10 cm. O
maior volume inserido no sistema foi de 350,18 pL, com a alga de 70 cm.

Analisando os coeficientes angulares das curvas analiticas mostradas
na Tabela 4.6 observa-se que houve um aumento de sensibilidade até a alca de
amostragem de 40 cm, que corresponde a um volume de 200,10 pL. A metodologia
desenvolvida ndo tem a sensibilidade como um fator critico, pois as amostras
encontradas no mercado para destilados apresentam teor de etanol superior a trinta
e seis por cento em volume. Ao avaliar outras figuras de mérito, como a correlacéo
linear, geracdo de efluente e consumo de amostra, optou-se pelo volume de 100,50

pL com a alca de 20 cm.

4.7 Analise em amostras

A otimizacdo do médulo de andlise foi alcancada com a seguinte
configuragdo: cela de fluxo com caminho éptico de 150 mm; percurso analitico de 50
cm; alca de amostragem de 20 cm; fonte de radiacdo de A = 645,9 nm (LED
vermelho); quatro ciclos de amostragem. Com essa configuracdo houve o
processamento do conjunto de solucdes padrdo de etanol e obtida a curva analitica
mostrada na Figura 4.14. O médulo de analise tem capacidade para executar 110
determinacdes por hora, com consumo de 400,2 puL de amostra e geracdo de
volume de efluente de 2,9 mL por determinacdo. O coeficiente de correlacéo linear
alcancado foi de 0,9967 para a equagao Y = 6,8432*X +172,8884, sendo Y o sinal
medido no detector fotométrico em milivolts e X a concentragdo da amostra em

volume percentual.
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FIGURA 4.14 - Curva analitica com solu¢cfes padrées nas concentracdes de 20, 30,

40, 50 e 60% (V/Vv).

Como amostras, foram selecionados dois tipos de bebidas destiladas:

vodca e cachaca. Partindo dos dados obtidos da curva mostrada na Figura 4.14 foi

realizado o calculo das concentracfes de etanol nas amostras, e 0s resultados séo

mostrados na Tabela 4.7.

TABELA 4.7 - Resultados da determinacédo de etanol em amostras de bebidas sem

interferentes especificados no rétulo.

Amostras Teor rotulado (%) M.R (%) M.P (%) Erro (%)
Vodca Kadov 37,5 38,1 38,50+255 -1,05
Vodca Leonoff 37,5 37,8 36,85 + 1,95 1,60
Cachacga Sagatiba 38 38,7 37,03+£2,23 4,31
Cachaca Ypioca 39 37,8 35,03+£0,82 7,32
Cachaga Minha Deusa 40 40,1 38,29 + 3,12 451

M.R = determina¢des com o picndmetro, M.P = Sistema Proposto, %Erro = Erro relativo do

método proposto.
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Analisando os dados da Tabela 4.7 observa-se que a diferenca entre
os valores determinados pelo método proposto e pelo método de referéncia é maior
para as amostras de cachaca do que para as amostras de vodca. As amostras de
cachaca possuem como parte de sua composicdo o chamado coeficiente de
congéneres® que é regulamentado pela instrucdo normativa N° 13, de 29 de junho
de 2005. Nesse coeficiente de congéneres séo incluidos: acidez volatil (expressa em
teor de &cido acético), aldeidos, ésteres totais, alcoois superiores, furfural e
hidroximetilfurfural. A soma total dessas substancias deve compreender a faixa entre
200 e 650 mg por 100 mL de etanol anidro.

A participacdo destas substancias pode nao ser suficiente para causar
uma grande alteracdo na viscosidade, como visto no procedimento com o
picndmetro, entretanto pode alterar o indice de refracdo gerando uma maior variacao
na magnitude do efeito Schlieren para as amostras de cachaca do que nas amostras
de vodca. Uma alternativa para eliminar esses elementos que causam alteracao na
determinacao tanto pelo método de referéncia como pelo método proposto seria
destilar previamente as amostras, porém seguir essa estratégia eliminaria a
vantagem de trabalhar com amostras in natura.

Visando determinar a exatiddo do procedimento proposto foi aplicado o
teste t pareado para cinco graus de liberdade e nivel de confianca de 95%, obtendo-
se o valor calculado de 0,40. Tendo em vista que o valor tabelado é 2,78 [41],
conclui-se que nao ha diferenca significativa entre os resultados obtidos
empregando os dois métodos.

d . . N . . ~ . A . . . ~ e
O Coeficiente de Congéneres (componentes volateis "ndo alcool", ou substancias volateis "ndo alcool", ou
componentes secundarios "ndo alcool", ou impurezas volateis "ndo alcool").
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5 Conclusodes

A determinacédo fotométrica de teor de etanol em bebidas destiladas
explorando o efeito Schlieren, sem uso de reagentes, demonstrou ser viavel para a
andlise de destilados puros. Em bebidas destiladas com incrementos como acucar,
coeficiente de congéneres e cromoforos, o método proposto pode apresentar
resultados que tendem a se distanciar do obtido com o método de referéncia.
Contudo, o método desenvolvido é viavel para bebidas destiladas in natura, sem
agentes cromoforos, e pode ser implementado com equipamento de baixo custo

apresentando conformidade com as diretrizes da quimica verde.

Portanto, podemos afirmar que o método proposto é amigavel do ponto
de vista ambiental, pois ndo gera efluente téxico. Além disso, o etanol pode ser
facilmente recuperado por destilacdo, resultando como efluente agua limpa. A alta
frequéncia de amostragem € também uma vantagem em compara¢cdo com outros

procedimentos para determinagéo de etanol em bebidas destiladas.
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