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RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE PROCEDIMENTOS AUTOMATICOS PARA
DETERMINAGAO FOTOMETRICA DE ALUMINIO EM AGUA POTAVEL E ETANOL EM
VINHOS EMPREGANDO O PROCESSO DE MULTICOMUTAQAO EM ANALISE EM
FLUXO

A qualidade da agua potavel é crucial para a saude publica, assim como a
qualidade dos vinhos para a industria alimenticia. O aluminio, que apresenta riscos a
salde como distirbios neurolégicos, tem limite maximo permitido de 200 pg L* em agua
potavel, segundo a OMS. A concentracao de etanol nos vinhos de mesa, importante para
sua regulamentacao e qualidade, deve estar entre 8,6 e 14% (v/v). Métodos de analise
precisos e eficientes sdo essenciais para garantir a seguranca do consumidor e a
conformidade com as normas regulatérias. O estudo propde desenvolver procedimentos
analiticos automaticos, usando analise em fluxo, para a determinagdo de aluminio, em
agua potavel e etanol em vinho, visando reducdo de residuos e otimizacdo da
produtividade. O sistema para determinacéo de aluminio é constituido por um maodulo de
propulsdo de fluidos (minibombas), agitacdo (flow-batch) e sistema de detecc¢éo
(fotdmetro) com diodo emissor de luz (LED, A = 534 nm). Para a determinacéo do etanol
em vinhos o sistema é composto por médulo de arraste de vapor (purga), propulsédo de
fluidos (minibombas) e sistema de deteccao (fotdmetro) com diodo emissor de luz (LED,
A = 570 nm). Ambos os sistemas controlados por um microcontrolador Arduino Due,
equipado com as interfaces necessarias e executando um software escrito para este fim.
Apés a selecdo das melhores condi¢cdes operacionais, a eficacia das propostas foi
avaliada: (1) para a determinacdo do aluminio em agua potavel a faixa de recuperacao
foi 93 a 128%, resposta linear na faixa de 50 a 400 ug L (R? = 0,9994); limite de deteccéo
de 61,29 ug L*; consumo de cromo azurol S 20 ug por determinacdo, coeficiente de
variacdo 1,26%; e frequéncia analitica de 30 determinacdes por hora; (2) para a
determinacao de etanol foi empregado o teste t pareado (n = 8) com tca = 1,948, nédo
havendo diferencga significativa com o método de referéncia (densimetria), resposta linear
na faixa de 2,5 a 20 % (v/v) (R? = 0,9989); limite de deteccédo de 0,0974 ug Lt; consumo
de K2Cr207 17,65 mg por determinacéo, coeficiente de variacdo 4,14%; e frequéncia



analitica de 60 determinacBes por hora. Ambos os procedimentos desenvolvidos
demonstraram que procedimento analitico proposto para a determinagéo de aluminio em
agua potavel é eficaz e atendem aos requisitos das agéncias reguladoras, como
CONAMA, FUNASA e WHO, que estabelecem um limite de 0,2 mg Lt. Da mesma forma,
0 método para a determinacéo do teor de etanol em vinhos de mesa, provou ser valido
ao ser comparado com o método de referéncia oficial, revelando-se pratico e eficiente.



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF AUTOMATIC PROCEDURES FOR PHOTOMETRIC
DETERMINATION OF ALUMINUM IN DRINKING WATER AND ETHANOL IN WINE
USING THE MULTI-COMMUTING PROCESS IN FLOW ANALYSIS

The quality of drinking water is crucial for public health, as is the quality of wines
for the food industry. Aluminum, which poses health risks such as neurological disorders,
has a maximum allowable limit of 200 pg L in drinking water, according to the WHO. The
ethanol concentration in table wines, important for their regulation and quality, must be
between 8.6 and 14% (v/v). Accurate and efficient analysis methods are essential to
ensure consumer safety and compliance with regulatory standards. The study proposes
to develop automatic analytical procedures, using flow analysis, to determine aluminum
in drinking water and ethanol in wine, aiming to reduce waste and optimize productivity.
The system for determining aluminum consists of a fluid propulsion module (minipumps),
agitation (flow-batch) and detection system (photometer) with light-emitting diode (LED, A
= 534 nm). To determine ethanol in wines, the system consists of a vapor drag module
(purge), fluid propulsion (minipumps) and detection system (photometer) with light-
emitting diode (LED, A = 570 nm). Both systems controlled by an Arduino Due
microcontroller, equipped with the necessary interfaces and running software written for
this purpose. After selecting the best operating conditions, the effectiveness of the
proposals was evaluated: (1) for the determination of aluminum in drinking water, the
recovery range was 93 to 128%, linear response in the range of 50 to 400 ug L* (R? =
0.9994); detection limit of 61.29 pug L™*; consumption of chromium azurol S 20 ug per
determination, coefficient of variation 1.26%; and analytical frequency of 30
determinations per hour; (2) to determine ethanol, the paired t test was used (n = 8) with
tcal = 1.948, with no significant difference with the reference method (densimetry), linear
response in the range of 2.5 to 20% (v /v) (R? = 0.9989); detection limit of 0.0974 ug L;
K2Cr207 consumption 17.65 mg per determination, coefficient of variation 4.14%; and
analytical frequency of 60 determinations per hour. Both procedures developed
demonstrated that the proposed analytical procedure for determining aluminum in drinking
water is effective and meets the requirements of regulatory agencies, such as CONAMA,
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FUNASA and WHO, which establish a limit of 0.2 mg L. Likewise, the method for
determining the ethanol content in table wines proved to be valid when compared with the

official reference method, proving to be practical and efficient.
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1. INTRODUCAO
1.1. Aspectos importantes sobre o aluminio

Desde a sua primeira producdo comercial por Henri Deville em 1858, o aluminio
trouxe entusiasmo para uma era de novas descobertas, impulsionando os avancos da
Revolucao Industrial. Esse metal obteve mais atencéo e prestigio do que outro material
moderno, pois era, até entao, raro e seu valor era superior ao ouro. Naquela época muitas
previsdes foram feitas sobre este metal, talvez com base nele pudesse surgir uma nova
era baseada em aluminio, mas essas ambi¢des nunca foram satisfeitas [1].

Embora, essa nova era do aluminio seja apresentada para um futuro préximo, ele
desempenhou importante papel no inicio do século XX, em especial na indastria bélica.
Hoje o seu uso € visto em varios segmentos industriais e ele passou de um elemento
decorativo para se tornar o metal mais utilizado no século XXI [1, 2]. Isso se da pela
abundancia desse elemento na natureza, cerca de 8% da crosta terrestre é formada por
aluminio, o que torna esse 0 metal mais abundante no nosso planeta [3].

Devido a intensa atividade humana na extracdo ou em outras acdes que afetam
diretamente a disponibilidade do aluminio, como por exemplo, a acidificacdo de bacias
hidrograficas, houve mudancas no ciclo geoquimico desse elemento, assumindo, entéo,
um carater biogeoquimico. Dessa forma, todo esse aluminio tem potencial para entrar e
se acumular dentro do ciclo biotico [4, 5].

Sendo considerado o terceiro elemento mais abundante da crosta terrestre, o
aluminio ndo apresenta funcdes bioquimicas conhecidas, mas sua presenca € detectada
facilmente em vegetais, solos, utensilios domésticos, entre outros. Embora, nao
apresente fungéo biolégica conhecida, no organismo humano, é possivel constatar sua
concentracdo na corrente sanguinea na ordem de 7 ug L[5, 6].

Devido as suas inumeras aplicacdes e abundante presenca na natureza, ha uma
percepcado de que o aluminio € um metal que ndo apresenta implicacdes significativas
para a saude humana. Embora, seja essa uma visdo conveniente para a industria, ndo é

apoiada pela observagéao e nem pela literatura [5].



Devido ser predominantemente excretado via renal, o aluminio manifesta sua
toxicidade principalmente em pessoas com deficiéncia renal cronica (DRC). Além disso,
pode acumular em diversos tecidos e 6rgdos, como 0ssos, cérebro e glandulas
paratireoides, apresentando diversas manifestacdes clinicas, que variam de acordo com
0 O0rgdo afetado e a magnitude da intoxicacdo. Em geral, os principais sintomas de uma
intoxicagd@o por aluminio sdo anemia hipocrémica e microcitica, neurotoxicidade aguda,
encefalopatia dialitica e doencas 0sseas [2, 7, 8].

As principais formas de contaminacdo por aluminio ocorrem por via oral,
principalmente durante o consumo de quelantes de fosforo a base desse metal e por via
parenteral, através da agua utilizada na preparacéo de dialisado. E importante notar que
a contaminacédo pode ser potencializada pelo uso de medicamentos contendo citrato, que
facilita a absorcdo desse metal pelos intestinos. Além dessas modalidades, foram
registradas contaminacdes provenientes do uso de utensilios domésticos de aluminio. [7,
8, 9.

A exposicdo ao aluminio pode ocorrer de diversas maneiras, seja por meio do
consumo de plantas que naturalmente acumulam altas concentracdes desse elemento,
como certos tipos de chas e ervas de especiarias, ou pelo consumo de alimentos comuns
como batatas, espinafres, frutas e hortalicas. O aumento da concentracdo de aluminio
nesses alimentos inclui fatores como acidez do solo, qualidade da agua utilizada para
irrigacdo e a variedade especifica das plantas cultivadas [10].

Vale lembrar que h&d uma hipétese para a mobilizacdo do aluminio no solo em
consequéncia da chuva acida, a qual influencia na liberacdo de aluminio dos depdsitos
naturais na forma de hidroxi-aluminossilicatos, aumentando a disponibilidade de aluminio
para organismos vivos e na poluicdo de corpos de agua [10, 12, 13]. A imagem

apresentada na Figura 1, esquematiza essa hipétese.



Figura 1 - Mobiliza¢&o do aluminio como consequéncia da chuva acida.

Chuva acida

Chuva acida

Fonte: Adaptado de Crisponi, 2013 [14].

E evidente que a exposi¢do humana ao aluminio, proveniente de diversas fontes,
especialmente de origem antropogénica, suscita uma crescente preocupacao devido aos
potenciais impactos adversos a saude a médio e longo prazo, como evidenciado em
casos clinicos [14]. Diante dessa preocupacgdo, as agéncias reguladoras (FDA, OMS,
ANVISA, EFSA) estabeleceram limites especificos para a concentragdo maxima de
aluminio em diversos compostos e produtos. Um denominador comum nesse cenario é
o papel central desempenhado pela dgua, seja no consumo direto, na irrigacao de cultivos

ou no uso em medicamentos e dialisados.

1.1.1. InformagBes sobre 4gua potavel

Conforme parecer do Ministério de Estado da Saude, agua potavel é descrita como
apresentando um limite padrdo de potabilidade, definido pelo proprio ministério, além de
nao oferecer riscos a saude, abrangendo a agua para consumo humano proveniente de
qgualquer fonte [15]. A agua de poco, conforme a CONAMA, se enquadra como sendo
aguas subterraneas, podem ser potaveis ou ndo, cabendo analise quimica para definir
seu enquadramento [16].



Nessas determina¢des normativas, sdo estabelecidos os pardmetros maximos
permitidos para a contaminacao hidrica por aluminio. Na Tabela 1 é possivel observar as
concentracfes maximas aceitaveis de aluminio, considerando o uso preponderante da

agua.

Tabela 1 - Valores maximos permitidos (VMP) de aluminio.
Usos Preponderantes da Agua Concentracdo (ug L)

Consumo Humano 200"
Dessedentacdo de animais 5.000
Irrigacdo 5.000
Recreacao 200

Fonte: CONAMA [16].

Devido ao uso dos sais de aluminio como floculante em estacdes de tratamento
de 4gua, faz-se necessario o controle e determinacéo do teor de Al3*, obedecendo o limite
maximo permitido pela legislacdo de 200 ug L, estabelecidos pela Organiza¢do Mundial
de Saude (WHO) e adotado pelo governo brasileiro [, 1617,18, 21, 22].

Tendo em conta a importdncia de otimizar a coagulacdo para evitar a
contaminagdo microbiana e a necessidade de minimizar a deposicdo de flocos de
aluminio nos sistemas de distribuicdo, € importante garantir que os residuos meédios néo
excedam estes valores (100 ug L de AI®* para grandes instalacGes de tratamento e 200
ug L de AIR* para pequenas instalagées) [22].

O Ministério da Saude, no Manual Préatico de Andlise de Agua — FUNASA [17],
sugere que essa determinacdo pode ser realizada usando-se métodos de Absorcéo
Atdmica, Espectrofotometria ou Comparacao Visual.

E importante destacar que em sistemas aquéticos o aluminio pode ser encontrado
em diversas formas, incluindo AI** livre, complexos de Al-hidréxidos, complexos
monomericos de fluoreto e varios complexos organicos [18]. As formas monomeéricas de
aluminio reconhecidas como as espécies mais toxicas foram AI** (pH < 4), Al(OH)?* e
Al(OH)2* (pH entre 4 e 6) [19, 20]. A forma do aluminio que ocorre como complexos

depende principalmente do pH da reacao, da temperatura, da concentracéo de ligantes

* Efeito Organoléptico



organicos e inorganicos, tais como: carbono organico dissolvido, fluoretos, sulfatos,

fosfatos e particulas suspensas.

1.1.2. Determinacédo de aluminio em agua potavel

Na literatura, podem ser encontradas diversas técnicas analiticas empregadas
para a determinacdo de aluminio em amostras ambientais. Entre essas técnicas,
destacam-se a espectrometria de emissédo optica com plasma indutivamente acoplado
(ICP-OES) [18, 19, 20], a espectrometria de absor¢cdo atdbmica com chama (FAAS) [18,
19, 20] e em forno de grafite (GF-AAS) [23, 24], além da espectrometria de massa com
plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) [18, 23].

Esses métodos sdo frequentemente acoplados a técnicas de separacdo como
cromatografia liquida (HPLC). Métodos como voltametria, potenciometria, amperometria
e fluorimetria oferecem opc¢des para a analise precisa e sensivel de concentracdes de
aluminio em diferentes contextos ambientais [18].

Técnicas automaticas de analise, tais como analise por injecdo em fluxo (FIA),
analise por injecdo sequencial (SIA) e anélise em fluxo com multicomutacédo (MCFA), tém
sido progressivamente desenvolvidas para a determinagcdo de Al(lll) em amostras de
agua, empregando diversas metodologias analiticas [18, 24, 25, 26].

1.2. Aspectos importantes sobre o etanol em vinhos

Os vinhos, apreciados por suas caracteristicas sensoriais complexas, séo
produtos ligados diretamente aos processos quimicos, em que o etanol desempenha um
papel central. Tendo sua histdria atrelada aos tempos biblicos, o vinho foi um componente
importante e integrado a dieta humana, possuindo evidéncias de sua fabricacdo que
datam de 6.000 anos [27].

Registros mais detalhados sobre plantio, fabricacdo e preparo de vinhos foram
encontrados em antigas tumbas egipcias. No periodo do Novo Reino (1539-1075 a.C.),
as anforas de vinhos continham uma espécie de rétulo, indicando o ano da colheita, a

propriedade, a qualidade e o nome do fornecedor ou produtor. Vinho branco foi



encontrado, por exemplo, em canforas na Tumba de Tutancamon. Para os egipcios tomar
vinho era “uma necessidade para uma boa vida apds a morte” [28, 29]. O vinho seria
servido quando o Farad ressuscitasse e se apresentasse diante de Osiris. “O juizo final
seria irrigado a vinho”.

O processo de fabricacdo do vinho pode ser descrito, de forma sucinta, como o
resultado de um processo natural de fermentacdo. Os elementos quimicos que compde
o vinho sao todos encontrados na casca da uva e na sua polpa. Apés a maceracéo do
fruto e sob condicbes controladas de temperatura, ocorre a fermentacdo. Nesse
processo, 0 agucar € convertido em alcool pelas leveduras com liberagédo dioxido de
carbono [28].

O élcool mais importante e abundante no vinho é o etanol. Em condicdes de
fermentacao padréo, o etanol pode acumular-se em cerca de 14-15%, mas geralmente
as concentracdes de etanol no vinho variam entre 10-13%. Os principais fatores que
controlam a producédo de etanol sdo os agucares, a temperatura e a cepa de levedura
[27]. O diagrama mostrado na Figura 2 apresenta a via de fermentacao alcodlica por

leveduras.

Figura 2 - Diagrama da via de fermentacao alcodlica por leveduras.
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Fonte: Adaptado de Saika, 2006 [30].

O diagrama apresenta a fermentacédo alcodlica ocorrendo em duas etapas de
reacdo: a descarboxilacdo do piruvato em acetaldeido pela piruvato descarboxilase
(PDC) e a subsequente reducdo do acetaldeido a etanol pela enzima 4&lcool
desidrogenase (ADH). Esta via metabdlica apoia a glicélise e a sintese de ATP através
da reciclagem de NAD™ [30, 31].



O etanol é crucial para a estabilidade, envelhecimento e propriedades sensoriais
do vinho. A medida que sua producdo aumenta durante a fermentacéo, ele limita cada
vez mais o0 crescimento da maioria dos microrganismos, permitindo que a
Saccharomyces cerevisiae domine o processo de fermentacdo. A atividade inibit6ria do
etanol, combinada com a acidez do vinho e 0o metabissulfito de potassio adicionado,
permite que 0 vinho permaneca integro por anos na auséncia de ar. Durante a
fermentacdo da casca de uvas tintas, o etanol atua como um solvente importante na
extracdo de pigmentos e taninos. Ele também influencia os tipos e quantidades de
compostos aromaticos produzidos, afetando a atividade metabdlica das leveduras [27,
31].

Conforme a legislacéo brasileira, regida pela Lei n°® 7.678 de 1988 [32], que dispde
sobre a producao, circulacdo e comercializacéo do vinho e derivados de uva e do vinho,

e da outras providéncias, os vinhos sado classificados em trés niveis conforme Tabela 2.

Tabela 2 - Classificacdo dos vinhos conforme legislacdo brasileira.

Classificacao Descricéo Teor alcoodlico % (v/v)

De mesa 8,6al4

Leve 7a8,5

Fino 8,6al4

Espumante 10 a 13 (Champange, Espumante natural)

Classe 7 a 10 (Moscatel Espumante)

Frisante 7al4

Gaseificado 7al4

Licoroso 14a18

Composto 14 a 20

Fonte: BRASIL [32].

A fiscalizac&o e os controles dos parametros fisico-quimico e sensorial de vinhos
e derivados € competéncia do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA). Nesta pesquisa foi escolhido trabalhar com os vinhos classificados como de
mesa, que conforme legislagcdo possuem teor alcodlico de 8,6% a 14% em volume,
podendo conter até uma atmosfera de pressdo a 20 °C e rotulados como seco, que

contém até quatro gramas de glicose por litro [32, 33].

1.2.1. Métodos analiticos para determinacao de etanol



Atualmente, a determinacdo de etanol em bebidas alcodlicas pode ser realizada
de diversas maneiras incluindo: andlise densimétrica (34), método do indice de refracdo
(34), oxidacao do destilado (34, 35), espectrofotometria (34-36), método enzimatico (37,
39), biossensor (38, 39), potenciometria (39), cromatografia gasosa (GC) (40),
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (41, 42), espectrometria Raman (43), FT-
NIR (43) e Analise de Injecdo em Fluxo (FIA) (44, 45).

Nesse estudo, utiizamos o método de determinacdo de etanol por
espectrofotometria a partir da oxidacao com dicromato. A determinacao de etanol usando
a reacdo oxidante com dicromato de potassio em acido sulfurico, tem sido descrita desde
1930 [46]. Em 1968, foi proposto o0 método baseado nessa reacdo, o qual foi adotado
como um dos métodos oficiais para determinacao de etanol em vinhos (Official Method
of Analysis, AOAC) [47].

1.3. Procedimentos automaticos de analises

A crescente demanda por andlise de multiplas amostras, incluindo a determinacao
de diversas espécies quimicas, em uma Unica analise, com precisao, eficiéncia e alta
repetibilidade, favorece o desenvolvimento e aplicagdo de procedimentos analiticos
automatizados. Um procedimento analitico automatico permite que todo o processo seja
concluido sem intervencéao direta do analista ou com intervencdo minima, mas também
deve permitir a possibilidade de ajuste das condigcbes de operacdo com base nos
resultados obtidos [48, 49].

Entre os diversos processos de automacéo disponiveis, a analise por inje¢cdo em
fluxo (FIA - Flow Injection Analysis) se destaca por varias razdes: pode ser implementada
com equipamentos de baixo custo; representa um sistema de processamento de amostra
pré-deteccédo; pode ser integrada com equipamentos que empregam diferentes técnicas
de deteccdo; e € um ambiente fechado que reduz ao maximo o risco de contaminagao
[49, 50, 51]. Este processo foi adotado no presente estudo para desenvolver os

procedimentos analiticos propostos.



1.3.1. Andlise em fluxo

Os procedimentos analiticos empregando processos de analise em fluxo [3, 6, 8,
26, 44, 45], apresentam como vantagem a versatilidade, robustez, baixo consumo de
reagentes e reducdo de volume de efluente gerado em comparagdo com o0s
procedimentos manuais, ganhando ampla aceitacdo na comunidade analitica. O
crescente interesse dos analistas por métodos analiticos em fluxo e o desenvolvimento
de suas inUmeras aplicacdes praticas, levaram a criacdo de diversos tipos de sistemas

de analise em fluxo, como os exemplos ilustrados na Figura 3.

Figura 3 - Diagrama de sistemas basicos de andlise por injecdo em fluxo.
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Em sistemas de analise em fluxo, a sensibilidade € controlada pela disperséo da
zona da amostra no fluido transportador, portanto, quando a sensibilidade é um
parametro essencial, 0 médulo de analise deve ser operado na condicdo de volume
infinito, isto é, praticamente sem dispersdo. Para alcancar essa condicdo, 0 percurso
analitico deveria ser preenchido somente com a amostra. Entretanto, sem a presenca de
um reagente, ndo haveria a formagéao do produto a ser detectado. Esta limitacdo pode
ser contornada, empregando os processos conhecidos como fluxo-batelada (flow-batch)
[49, 51, 52, 53] e 0 bombeamento em malha fechada (closed-loop) [51, 54, 55].

No primeiro caso [51, 52, 53], um volume de amostra previamente estabelecido, é
colocado em uma camara de mistura, onde sdo adicionadas pequenas aliquotas dos
regentes. Apés um intervalo de tempo para o desenvolvimento da reacdo, a solucao é
bombeada da camara para o sistema de deteccdo. O uso de solucBes de reagentes
concentradas permite o uso de pequenos volumes, e assim diluindo a amostra 0 minimo
possivel.

O segundo caso [51, 54, 55], é outra vertente do processo de analise em fluxo. O
percurso analitico compreendendo a cela de fluxo e o reator é preenchido com a solucao
da amostra, a qual é bombeada em circuito fechado. Uma aliquota da solucdo do
reagente € inserida no circuito e é forcado a circular dentro da zona da amostra, onde se
dispersa permitindo que a reacdo para formagdo do composto ocorra. O volume da
aliquota da solucéo do reagente é muito menor que o volume da amostra, entéo diluicdo
da amostra pela solucdo do reagente € minimizada. O sinal gerado pelo fotbmetro é
monitorado em tempo real e depois de alguns ciclos, o regente se distribui em toda
extensdo da amostra. A circulacdo é mantida até que o sinal gerado se estabilize,
indicando que a reacdo alcancou o estado de equilibrio dinamico, permitindo ganho
significativo de sensibilidade.

Estas duas estratégias tém como caracteristica comum, a implementacao
empregando o processo de multicomutacdo em analise em fluxo. O bombeamento em
malha fechada (close-loop) ndo necessita de dispositivo de agitacdo para misturar as
solugdes, e a evolugao da formacdo do composto pode ser monitorada em tempo real
[56]. Neste projeto, o processo de flow-batch foi utilizado visando encontrar a melhor

solucéo para determinagcao das espécies quimicas de interesse.
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1.3.2. Uso do microcontrolador Arduino

O avanco da instrumentacéo para a criacao de protoétipos e ferramentas cientificas
destinadas a resolver problemas experimentais especificos, além de facilitar as
atividades de pesquisa diarias, é fundamental nos laboratérios de pesquisa,
especialmente na area da quimica analitica. Geralmente, o objetivo é aprimorar as
condicOes de trabalho de forma econémica e eficiente. A customizacdo de instrumentos
cientificos é cada vez mais viavel gracas aos modulos eletrdnicos de cédigo aberto [57,
58].

Dentro dessa categoria, os microcontroladores da familia Arduino se destacam,
gracas a sua compatibilidade com os sistemas operacionais atuais, ao seu tamanho
compacto (algumas versbes sdo do tamanho de um pendrive), ao preco acessivel
(aproximadamente R$ 150), ao grande niumero de portas de comunicacao e a capacidade
de acoplar shields, que agregam funcionalidades especiais ao sistema, como madulos
Bluetooth, Wi-Fi e outros [57, 58].

Essas caracteristicas tornam esses dispositivos ferramentas ideais para o
desenvolvimento de protétipos nos laboratérios de pesquisa, além disso, a linguagem de
programacao utilizada no Arduino é baseada em C/C++. O ambiente de desenvolvimento
para programar o Arduino € conhecido como Arduino IDE (Integrated Development
Environment). Apesar de ser baseado em C/C++, a Arduino IDE simplifica muitos
aspectos da programacao para torna-la mais acessivel a iniciantes e pessoas com pouca
experiéncia em programagcao [59, 60].

As Figuras 4 e 5 apresentam modelos de placas da familia Arduino e a interface

do software para programacéo e carregamento de informacao para a placa Arduino.



12

Figura 4 - Modelos de microcontroladores Arduino.

Ardunio UNO Arduino MEGA Ardunio NANO

Fonte: Arduino - https://www.arduino.cc/ (2024).

Para os propésitos desta pesquisa, o0 modelo utilizado foi o Arduino DUE, que é
uma placa microcontroladora baseada na CPU Atmel SAM3X8E ARM Cortex-M3, essa
placa foi a primeira de sua linha baseada em um microcontrolador ARM de 32 bits. Além
disso, dispde de 54 pinos (portas) de entrada/saida digital, sendo que 12 portas podem
ser utilizadas como saidas PWM (Pulse Width Modulation). Esta fungcéo permite controlar
a rotacdo de motores de corrente continua e a intensidade de emisséo de LEDs (light
emitting diode). O maior nimero de pinos favorece o desenvolvimento e implementacdes

de modificacdes e conexdes no sistema a ser construido [61].
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Figura 5 - Interface do ambiente de programacao do Arduino — Arduino IDE. Codigo para ligar e desligar
um LED.

&% Blink | Arduino 1.6.13 - O ®

File Edit Sketch Tools Help

// the setup function runs once when you press reset or power the board el
wold setup() {
f/ initialize digital pin LED BUILTIN as an cutput.
pinMode (LED BUILTIN, COUTFEUT):
}
// the loop functicon runs over and over again forever
wvold loop() {
digitalWrite (LED BUILTIN, HIGH): ff turn the LED on (HIGH is the woltage lewel
delay (1000); f/ wait for a second
digitalWrite (LED BUILTIN, LOW): ff turn the LED off by making the woltage LOW
delay (1000); f/ wait for a second
} v
< >

2U4 on COM3

Fonte: Arduino - https://www.arduino.cc/ (2024).

O Arduino IDE se destaca como uma ferramenta valiosa para pesquisadores em
diversas areas de estudo, especialmente devido a sua simplicidade de uso e ampla
acessibilidade. Esta plataforma de desenvolvimento de coédigo aberto facilita a
prototipagem rapida de dispositivos eletrénicos, podendo ser utilizada por pesquisadores
com limitada experiéncia em programacdo. A interface do Arduino IDE é intuitiva,
oferecendo suporte para varias linguagens de programacédo e compatibilidade com uma
vasta gama de modulos e sensores [57, 60, 61].

Nos modulos desenvolvidos para sistemas de analise em fluxo, geralmente faz-se
uso das entradas e saidas digitais, operando com diferenca de potencial elétrico nos
estados de nivel baixo (off, LOW) ou nivel alto (on, HIGH). As entradas digitais sédo
tipicamente empregadas na leitura de sinais simples de chaves nos estados de ativagao
e desativacdo, enquanto as saidas digitais sdo utilizadas para controlar relés ou outros
dispositivos de poténcia que, por sua vez, acionam diretamente valvulas, motores,

bombas, eletroimds e similares. As entradas analdogicas das placas Arduino sao
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comumente utilizadas para aquisicdo de potenciais elétricos provenientes dos circuitos
de sensores. Os sinais gerados pelos sensores estdo no padrdo analégico e sao
convertidos para o padrao digital. Uma mesma porta digital pode funcionar tanto como
entrada, quanto como saida, sendo esta configuracdo determinada pelo software. Esta
capacidade aumenta a versatilidade do Arduino para o controle de instrumentos
analiticos [57, 60, 62].

Além disso, dispositivos como bombas, que operam com motores de corrente
continua, podem ter sua vazao controlada pela manipulacdo da duracédo dos sinais alto
e baixo das saidas digitais, utilizando a técnica de modulagéo de largura de pulso (PWM).
Bombas que utilizam motores de passo podem ser controladas através de um conjunto
de linhas de saida, configuradas de acordo com a estrutura do equipamento a ser
controlado. A resolucdo desse tipo de controle varia conforme o modelo da placa
utilizada; por exemplo, no Arduino UNO (com PWM de 8 bits) podem ser selecionados
256 niveis discretos, enquanto o Arduino DUE (com PWM de 12 bits) pode alcancar até
4096 valores discretos [62, 63].

Devido a facilidade de acesso a essa tecnologia, varios trabalhos voltados para a
quimica analitica tém sido propostos, empregando placas Arduino para o
desenvolvimento de sistemas de deteccédo de baixo custo e automacao de processos,

sobretudo associados aos procedimentos em fluxo [58, 62 - 65].
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2. OBJETIVOS

Desenvolver um procedimento analitico, alternativo aos procedimentos oficiais,
para a determinacdo de aluminio em agua potavel, usando o processo de analise em
fluxo, tendo como foco a reducao da geracao de efluentes e automacao do procedimento
analitico.

Desenvolver um meétodo analitico automatizado e inovador, alternativo aos
procedimentos oficiais para a determinacao de etanol em vinho, utilizando processo de
analise em fluxo, com o objetivo de reduzir a geracdo de efluentes, sem sacrificar a

preciséo e a produtividade.
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3. DETERMINACAO DE ALUMINIO EM AGUA POTAVEL

3.1. CONSIDERACOES GERAIS

O procedimento para determinacdo espectrofotométrica de aluminio em agua
potéavel, desenvolvido nessa pesquisa, baseia-se na reagdo entre o Al(lll) e o reagente
cromo azurol S (CAS). Foram encontradas na literatura metodologias de fluxo para a
determinacdo de aluminio em &guas, de forma rapida, automatizada e menos
dispendiosas utilizando a reacao citada [66, 67, 68].

Os reagentes cromogénicos mais utilizados nos métodos espectrofotométricos
para determinacao de Al (Ill) sdo eriocromo cianina R (ECR), violeta de pirocatecol (PCV),
aluminon e cromo azurol S (CAS), também conhecido como azul mordente 29 [66 - 71].
A escolha do CAS para esta pesquisa foi baseada na sensibilidade, linearidade e
estabilidade relatadas na literatura. Também, apresenta uma faixa de pH mais ampla, o
que facilita as condi¢cbes de tamponamento do meio reacional [66, 71].

O método espectrofotdbmetro para determinacdo do aluminio pela reacdo com o
CAS formando o Al(CAS):, é baseado na formacé&o de complexos binarios com reagentes
da classe trifenilmetano, no qual ocorrem a desprotonacgéo do grupo carboxila e hidroxila
ligando-se ao metal. Essa reacdo ocorre em uma faixa de pH que variade 4 a7, e 0
complexo apresenta maximo de absorcao em 545 nm [72 - 75]. O espectro de absorcéo

do complexo formado nessa reacdo € apresentado na Figura 6.
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Figura 6 - Espectro de absorcéo do reagente CAS e do complexo AI(CAS)2.
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Fonte: Autor.

Em &gua, o complexo apresenta uma coloragéo violeta, com uma forte banda na
regido do visivel, entre 525 a 600 nm. O cromo azurol S apresenta vantagens distintas
sobre outros reagentes cromogénicos, que inclui rapido desenvolvimento de cor,
sensibilidade, uso em temperatura ambiente, estabilidade de cor [76]. Uma possivel

estrutura quimica do complexo aluminio cromo azurol S 1:2 é mostrada na Figura 7.

Figura 7 - Possivel estrutura para o complexo Aluminio Cromo Azurol S 1:2.

Fonte: Autor.
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3.2.PARTE EXPERIMENTAL

Nos topicos a seguir descreve-se 0 processo de construcdo dos equipamentos

empregados para a determinacéo de aluminio em agua potavel.

3.2.1. Reagentes e Solucdes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico e todas as solucfes foram
preparadas com agua purificada, com condutividade elétrica menor que 0,1 uS/cm. As
solugbes estoque foram armazenadas em frascos de polipropileno e as solugcdes de
trabalho foram preparadas no dia de uso.

As solucdes estoque utilizada nesse estudo sédo descritas a seguir:

e Solucédo do reagente cromogénico cromo azurol S — CAS (65%) (Merck) 0,1
g L1, foi preparada dissolvendo 0,025 g do reagente em 250 mL de agua.
A solucéo foi armazenada em ambiente refrigerado.

e Solucdo de acetato de sédio (Sigma) 2,5 mol L foi preparada dissolvendo-
se 102,53 g do reagente em 500 mL de agua.

e A solucdo de AI** utilizada para a construcdo dos padrdes foi obtida de uma
solucdo estoque de tritisol de AICIz (Merck) (1000 mg L) em agua.

Para a realizacéo dos trabalhos diarios, eram preparadas as seguintes solucoes:

e Solucédo de acetato — em 50 mL da solucéo estoque de acetato de sédio 2,5
mol L1, era feito um ajuste do valor do pH da solucéo para 6 com adicéo de
acido acético glacial P.A. (Merck).

o Foram adicionados a solugcéo de acetato 0,5 g de &cido ascérbico e
1 mL de La?*, obtido de uma solucéo padrédo de lantanio 1000 mg L
1 (SpecSol), os quais serviram como agentes mascarantes.
e Solucdo de trabalho de 2 mg L de AP* era preparada diluindo 100 pL do

estoque de AI** e completando o volume para 50 mL.

As solucdes padrao para a construcdo das curvas analiticas foram de 50, 100,
150, 200, 250, 300 e 400 ug L de AI**, preparadas a partir da solucédo estoque de Al®*.
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Em cada solucéo padrédo era adicionado 100 puL de HNOz 5 mol L1, ajustando o volume
final para 50 mL. A concentragdo de HNOs nestas solugdes padrao foi estabelecida em
0,01 mol L™,

3.2.2. Amostras

As amostras de agua potavel foram adquiridas em supermercados da regidao e a
agua de poco obtida com moradores da regido. Nao houve diluicbes e nem preé-
tratamento das amostras. As amostras foram preparadas conforme os padrdes descritos
anteriormente, com a adi¢cdo de HNOs3 (0,01 mol L!) para evitar a hidrélise do aluminio.

3.2.3. Equipamentos e acessorios

A instrumentacdo proposta compreende as seguintes unidades: médulo de
propulsdo de fluidos e de reacdo constituido por duas minibombas solenoide, duas
minibombas peristélticas, um minimotor de corrente continua (MCC), para agitacédo e uma
camara de reacdo em vidro; sistema de deteccao fotométrica constituido por um LED
(fonte de radiagdo), um fotodiodo com amplificagéo de sinal integrada e uma cela de
deteccdo. O controle do médulo de analise (propulséo de fluidos + agitacdo + sistema de
deteccdo) e a aquisicdo de dados foram realizados empregando um microcontrolador
Arduino Due, acoplado a um computador de bancada, operando com um software
desenvolvido no Arduino IDE para este projeto.

O desenvolvimento do software de controle destinado ao modulo de andlise
representa uma parte essencial dos produtos deste projeto. O desenvolvedor ou
pesquisador pode incluir adaptacbes no coédigo fonte, visando ajusta-lo as
especificidades do seu sistema. No Apéndice 1, disponibilizamos o programa completo
utilizado para o sistema de determinagcao analitica proposto neste estudo, uma vez que
a pesquisa engloba a otimizagao e a automacao do controle do sistema.

A seguir sdo apresentados 0s equipamentos e acessoOrios empregados para o
desenvolvimento do sistema de propulséo de fluidos, de deteccéo e de controle:

e um microcomputador equipado com interface eletrénica;
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¢ interface digital para acionamento das minibombas;

o fonte de corrente continua, estabilizada em 12 V e intensidade de corrente de 1 A
para alimentar as minibombas e as vélvulas solenoide;

e uma valvula solenoide de 3 vias, NReaserach HP2251031;

¢ fonte de alimentacéo de corrente continua reguladaem -12 Ve + 12V, para alimentar
o fotdmetro;

¢ interface de poténcia para acionamento das valvulas solenoide e das minibombas;

e duas minibombas solenoide Bio-Chen Valves de 40 pyL (120SP1240-5TV/12VDC
1211261);

e cela de reacdo moldada em vidro;

e acrilico para construcao de componentes do modulo de analise;

e tubos de polietileno para construcéo de bobinas de reacéo e linhas de fluxo;

e LED de alto brilho e angulo de emisséo estreito (<25°), maximo de emissdo em 534
nm;

e fotodiodo OPT301 (Burr-Brown);

e resistores diversos;

e capacitores diversos;

e placa de circuito impresso em fibra de vidro;

e cela de fluxo com caminho 6ptico de 200 mm.

O valor gasto para a construcao dos médulos desse projeto, sem incluir os valores
dos servicos e o tempo de construcdo, foi de aproximadamente 290 dodlares, sem a

inclusdo do computador pessoal.

3.2.4. Descricao do fotbmetro

O sistema de deteccdo fotométrica compreende um fotémetro constituido pelo
fotodetector OPT301 (Texas Instruments), um diodo emissor de luz (LED) com emisséo
maxima em 534 nm, e uma cela de fluxo com 200 mm de caminho 6ptico e 1,2 mm de

diametro interno.
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O fotodetector e o LED foram acoplados a cela de fluxo, disposto em uma
geometria que maximiza o aproveitamento do feixe de radiacdo eletromagnética emitido
pelo LED. A deteccdo com fotdmetro baseado em LED, é feita com a cela de fluxo
posicionada com uma janela direcionada para o LED e a outra voltada para o fotodetector.

O sistema de deteccgao foi acondicionado em uma caixa de madeira para evitar
interferéncia de luz externa. O diagrama da Figura 8 representa a estrutura de montagem

do fotbmetro.

Figura 8 - Diagrama do fotdbmetro de LED para determinacdo de aluminio. Det = fotodetector OPT301; So
= sinal gerado pelo fotbmetro em mV; la = feixe de radiacéo eletromagnética emitida pelo LED (A = 534
nm), e entrando na cela de fluxo; Ib = feixe de radiacéo saindo da cela de fluxo rumo ao fotodetector; gc =
cilindros de vidro, 20 mm de comprimento e 1,2 mm de diametros; fb = corpo de cela de fluxo, tubo de
vidro, comprimento de 200 mm e diametro interno de 1,2 mm; D = diodo Zenear para 3,3 V; Tr = transistor
BC547; +V e -V = diferencas de potenciais de 12 V.
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Na saida do fotodetector (Det) a diferenca de potencial So expressa em mV, é
proporcional a intensidade do feixe de radiacéo (Ib), proveniente da cela de deteccéo (fb).
A intensidade do feixe de radiacao (la), emitida pelo LED, foi ajustada através do resistor
variavel conectado a base do transistor (Tr).

O microcontrolador, Arduino Due, foi programado para trabalhar com uma
resolucéo de 12 bits, atingindo um valor digital maximo de 4096 unidades digitais (ud), o
que corresponde ao sinal de entrada analégica de 3200 mV. Diariamente, na inicializagéo
do software, era feito o ajuste do sinal para o valor digital de trabalho de 3800 ud. Isto era
feito mantendo a cela de fluxo preenchida com o branco da solucéo a ser estudada. O

ajuste era feito girando o resistor variavel conectado a base do transistor (Tr).



22

A Figura 9 apresenta o diagrama eletronico do dispositivo de controle do sistema.

Figura 9 - Esquema eletrbnico dos dispositivos de controle do médulo de andlise para determinacao do
aluminio. Chl e Ch2 = chaves para contato elétrico, normalmente abertas; A0 = entrada analégica do
Arduino Due; Det = fotbmetro de LED; Cnl, Cn2 ..., Cn8 = soquetes para acoplamento das bombas
peristélticas e solenoide.
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O fotodetector OPT301 trabalha em uma ampla faixa de diferencas de potencias
elétrico. Alimentado com diferencas de potencias de -12 e +12 V, pode fornecer
diferencas de potenciais de 0 a + 10 V. Pode ser acoplado direto ao sistema de converséao
de sinal de analdgico para digital do Arduino Due, sem uma etapa de amplificacao.

O LED sinaliza que o equipamento estad conectado a rede elétrica, e gera uma
diferenca de potencial estavel de 2,4 V, a qual é fornecida para as chaves Chi e Cha.
Estas chaves estdo conectadas as linhas nimero 5 e 6 do Arduino, que foram
programadas como portas de entrada digital. O LED também age como um redutor de
diferenca de potencial estavel (2,4 V), uma vez que o valor maximo que pode ser aplicado

a porta de entrada do Arduino € de 3,2 V. Quando uma das chaves € pressionada, o
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Arduino verifica se o sinal de entrada é alto (cerca de 3000 UD) e executa a tarefa
associada aquela chave.

O circuito integrado ULN2803, pode fornecer intensidades de corrente elétrica de
400 mA em cada linha de saida. O display tem duas linhas de 16 caracteres. O software
de controle e aquisicdo de dados foi criado no Ambiente de Desenvolvimento Integrado
(IDE) do Arduino Due, desenvolvido especificamente para este trabalho. Por meio dessa
plataforma € possivel a comunicacdo do usuario com o sistema de analise, usando 0s

estados das chaves Chl e Ch2 (ligadas ou desligadas) e o display.

3.2.5. Descricao do sistema de fluxo e desenvolvimento do programa

O moddulo de analise foi criado com base nos principios dos processos flow-batch
e multicomutacgdo, utilizando uma camara de mistura equipada com motor CC para
homogeneizar as solucdes, e minibombas peristalticas e solenoide como meios de
propulsdo de fluidos. Além disso, uma camara de mistura em vidro foi utilizada para
promover a reacgao.

O diagrama do sistema de fluxo é mostrado na Figura 10 na condi¢do de espera.
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Figura 10 - Diagrama do mddulo de analise para determinacdo de aluminio. A = Amostra; P1 e P4 =
minibombas peristéltica, vazao 17,4 mL/min; P> e P3 = bombas solenoide, 40 uL por pulso, frequéncia de
acionamento 3 Hz; R1 = solucdo de cromo azurol S; Tp = solucdo tampao acetato; Desc = descarte de
fluidos; Mt = motor de corrente continua, 12 V; Cm = camara de mistura (vidro), volume 5 mL; Hv = haste
de vidro; Bi1 e Bz = bobinas, tubos de polietileno, 25 cm de comprimento e didmetro interno de 0,8 mm; det
= fotdmetro de LED; x = conector de trés vias, feito de acrilico. T1— T4 = linhas de tempo de acionamento
das bombas. As superficies sombreadas indicam que o dispositivo correspondente esta ligado. O estado
sto, indica que o processo de andlise ainda ndo comecou. Sti = etapa de amostragem, St2 = Inser¢éo da
solucdo de cromo azurol S, Stz = adicdo da solugdo tampédo acetato, Sts = agitacdo da solucdo. As setas
indicam a dire¢do de bombeamento.
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O software de controle foi desenvolvido para gerenciar todas as etapas envolvidas
no procedimento analitico. A comunicacdo do microcontrolador Arduino Due com o
usuario, era feita por meio de mensagens mostradas no display ou na tela do computador.
Instrucbes para executar atividades pré-programadas, eram informadas ao
microcontrolador por meio das chaves Chi e Cha.

Ao iniciar o programa, as valvulas e as minibombas solenoide séo ligadas ou
desligadas seguindo o padréo do tempo de comutacgéo, conforme exposto na Figura 5. O

processo de analise compreende as etapas descritas abaixo.
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Calibracao

Ao ser iniciada a execucao do programa, uma mensagem mostrada no display,
inquiria se era para executar a calibracdo do fotbmetro. A resposta era dada,
pressionando uma das chaves, Chi ou Chz. A chave Chiindicava para fazer a calibracéo.
Se a resposta fosse positiva, a minibomba P1 era mantida acionada durante 5 s, e
bombeava 1,45 mL da soluc¢do do branco para a camara. Em seguida, a minibomba P4
era mantida ligada durante 5 s, e nessa condicdo a cela de fluxo do fotbmetro era
preenchida com a solugéo do branco. Em seguida, a intensidade de emisséo do LED era
ajustada para 3800 ud, e era mostrado no display. A chave Chi era pressionada para
confirmar o valor de calibracdo e encerrar o procedimento. Finalizada a calibracdo do
fotbmetro, dava-se inicio a etapa de lavagem das linhas de bombeamento dos reagentes,

descrita na etapa seguinte.

Lavagem dos tubos de bombeamento dos reagentes

Pressionando a chave Chi, o microcontrolador entendia que a etapa de lavagem
era para ser executada, e para isso, as minibombas solenoide P2 e P3 eram
ligadas/desligadas 20 vezes. O excesso dos reagentes que era acumulado na camara de
mistura, era descartado pelo acionamento da minibomba peristaltica P4. Apos essa etapa,
o médulo de analise estava apto para iniciar o processamento de solucbes padrdo e de

amostras, realizado como descrito na proxima etapa.

Leitura de referéncia

Inicialmente, a minibomba P1 era mantida ligada durante 5 s, bombeando 1,45 mL
da solugdo do branco ou da amostra para a camara de mistura. Em seguida, as
minibombas solenoide P2 e P3 eram acionadas 5 e 3 vezes, bombeando para camera de
mistura 200, 120 pL das solugbes de CAS e de tampao acetato, respectivamente.
Durante esta etapa, o motor foi mantido ligado para proceder a mistura das solucdes. Na
fase seguinte, o motor era desligado, e a bomba peristaltica P4 era mantida ligada durante
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5 s, e assim enchendo a cela de fluxo do fotdbmetro com solucdo proveniente da camara
de mistura. Finalizada esta fase, microcontrolador Arduino Due, lia o sinal gerado pelo
fotbmetro através da entrada analogica (Ao, Fig. 9). O valor da leitura era salvo como
referéncia (Rs), a qual era usada para calcular a absorbancia durante a realizacdo das

analises.

Amostragem

A minibomba P1 era mantida ligada durante 5 s, e nesta etapa era bombeado para
a camara de mistura 1,45 mL de solugdo padrdo ou amostras. Em sequéncia, as
minibombas solenoide P2 e P3 eram ligadas/desligadas 5 e 3 vezes respectivamente,
adicionando a camara de mistura, aliquotas de 200 e 120 uL das solucdes do reagente
CAS e do tampao de acetato, respectivamente. Apds essa etapa, 0 motor era mantido
ligado durante 8 s para homogeneizar a mistura das solu¢des dentro da camara, onde

ocorria a reacdo do reagente CAS como os Al**, formando o composto a ser detectado.

Leitura do sinal gerado

A minibomba solenoide P4 era mantida ligada durante 5 s, tempo suficiente para
encher a cela de fluxo do fotbmetro com a solu¢do do composto formado, proveniente da
camara de mistura. Em seguida, o Arduino lia o sinal (So) gerado pelo fotdmetro, durante
6 s. Cada leitura mostrada na tela do computador, era a média de 200 leituras
consecutivas. O software era instruido para detectar o valor maximo do sinal analitico e
entdo exibia-o na tela do microcomputador, juntamente com os demais sinais de leitura.
O tempo para leitura foi programado em 6 s, portando cada replicata era representada
por 15 valores de leituras.

O fotbmetro gerava o sinal analégico em mV, o microcontrolador Arduino os
convertia para digital, o qual era usado para calcular a absorbéncia, usando a equacgéo
mostrada abaixo, considerando que a absorcao de radiacdo eletromagnética obedecia a

lei de Lambert-Beer.



27

Absorbancia = log (Rs/Sinal);

Rs = sinal referéncia previamente obtido e salvo para esta finalidade durante a
etapa de calibracao;
Sinal = dltima leitura.

As medicdes referentes as solucdes padrdo de AlI** foram utilizadas para obter a
curva analitica, e as relacionadas as amostras foram usadas para calcular a concentracéo
do analito. Além das etapas citadas, havia uma etapa de limpeza do percurso analitico.
Esta tarefa era implementada, ligando a bomba P1 durante 6 s, sendo bombeado 1,74
mL de solug&o para a camara de mistura. O motor era mantido ligado durante 3 s para
lavar a camara de mistura. Em seguida, a minibomba peristaltica P4 era mantida ligada
durante 7 s para esvaziar a camara de mistura e lavar a cela de fluxo do fotdmetro.

A variacdo do intervalo de tempo de acionamento de cada minibomba foi realizada
pelo software desenvolvido para este trabalho, o qual permitia a atualizacao das variaveis
de controle necessérias para o desenvolvimento do procedimento analitico. S&o elas:
namero de ciclos de amostragem; numero de replicatas; tempo de mistura das solucdes

e reacdo; tempo de leitura do sinal analitico e ciclo de acionamento das minibombas.

3.3.RESULTADOS OBTIDOS

3.3.1. Analise do pH e do volume do tampéo

O potencial hidrogeniénico [H*] do meio reacional tem efeito significativo na
deteccdo, pois a coloragcdo do complexo formado varia com o pH, portanto este foi o
primeiro parametro estudado. As variaveis relacionadas para este estudo foram as
seguintes: faixa de concentracdes das solugdes padrédo de 50 a 250 ug L; concentracéo
da solucéo de acetato de sédio 2,5 mol L1, volume da solucédo de acetato de sédio 120
ML (3 pulsos); concentracao da solucdo do reagente CAS 0,01% (m/v), volume de CAS
200 pL por replicata; tempo de rotagdo do motor 8 s; volume das solug¢des padrao 1,15
mL; comprimento do caminho 6ptico da cela de fluxo do fotébmetro, 100 mm. Os

resultados sdo mostrados na Figura 11.
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Figura 11 — Estudo do efeito do potencial hidrogeniénico na resposta analitica.
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As informacdes obtidas nas curvas analiticas sdo apresentadas a seguir:

Tabela 3 - Parametros obtidos nas curvas analiticas para o estudo da influéncia da concentracdo de H*.

pH (pH final da solucéo) Curva analitica R?
5 (4,7) y = 0,00013x + 0,52312 0,96967
5,5 (5,24) y = 0,00002x + 0,44373 0,98459
6 (5,41) y = 0,00008x + 0,3683 0,95243

E evidente que ha melhor correlagéo linear para o valor de pH 5,5, mas a faixa de
absorbancia foi pequena nesse pH variando apenas 14% (0,46021 a 0,52488). Em pH 6,
obteve-se a maior faixa de diferenca na absorbancia de 35% (0,38795 a 0,52463). Esse
pH foi escolhido para os testes a seguir. Para evitar a hidrélise de ion Al(lll) [69, 77], as
solucdes padrdo foram acidificadas com HNOz (0,01 mol L?), e foi verificado que o pH
destas solugbes estava em torno de 2,3. Entéo, na condi¢éo de pH 6, o pH final do meio
reacional era em torno de 5,41.

As informacdes obtidas na literatura [69], indicam que o valor de pH final da
solucéo deve ficar entre 5,5 — 6,0. Esta faixa é considerada ideal para a formacgéo do
complexo entre o Aluminio e o CAS. Entéo, a solu¢do tampéao de acetato nao estabilizou

0 pH na faixa apropriada para o desenvolvimento da reagéao.
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Os resultados discutidos foram obtidos usando-se 120 yL da solugéo tampéao por
replicata, entdo, tendo em vista a inconsisténcia do valor do pH do meio reacional,
experimentos adicionais foram realizados, aumentado os volumes das aliquotas da
solucéo tampao. Os parametros utilizados para este estudo foram os seguintes: faixa de
concentracdes das solucdes padréo 50 a 250 ug L2, concentracéo da solugdo de acetato
de sddio 2,5 mol LY; pH da solucéo de acetato de sédio 6,0; concentracéo do CAS 0,01%
(m/v), volume da solucdo de CAS 200 uL por replicata; tempo de rotagcdo do motor 8 s;
volume das solucdes padrdo 1,15 mL; comprimento da cela de deteccdo 100 mm;
volumes das aliquotas da solucdo tampado 120, 246 e 360 uL. Os resultados sdo
mostrados na Figura 12.

Figura 12 — Influéncia do volume da solu¢éo de acetato de sddio na resposta analitica.
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Os valores obtidos nesse estudo sao apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 - Pardmetros obtidos nas curvas (volume do tamp&o).

Volume do tampéo (pulsos) Curvade calibracéo R?
120 uL (3 pulsos) y = 0,00034x + 0,44373 0,98459
240 uL (6 pulsos) y = 0,00039x + 0,36899 0,99178
360 pL (9 pulsos) y = 0,0003x + 0,33441 0,9921

Observa-se que as trés curvas sao praticamente paralelas, portanto ndo houve
ganho significativo de sensibilidade. Entretanto, maior variagdo ocorreu no valor do

intercepto, mas ha uma raz&o para isso: 0 aumento de volume da solugcéo de acetato de
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sédio, diluia ambas as solu¢des, do reagente e da amostra, 0 que contribuia para
diminuicdo da magnitude do sinal do branco. Tendo em vista que n&o afetou de forma
significativa a sensibilidade, podemos optar por uma solugdo compromisso, considerando
o intercepto, a sensibilidade e as condi¢cdes de tamponamento, entdo foi selecionado o

volume de 240 pL para a solucdo de acetato de sadio.

3.3.2. Estudo do efeito da concentracdo e do volume do reagente

O estudo do efeito da concentracdo do reagente CAS foi realizado em dois niveis.
Os parametros fixados anteriormente, pH e volume da solucao de acetato de sédio, foram
mantidos para os testes seguintes. Os parametros utilizados para o estudo da
concentracdo foram: faixa de concentracdes das solucdes padrdo 150 a 300 ug L7,
concentragdo da solucdo de acetato de sédio 2,5 mol L, pH da solucédo de acetato de
sédio 6, volume da solucdo de acetato de sédio 240 pL, volume de CAS 240 uL por
replicata, tempo de rotacdo do motor 8 s, volume das solu¢des padrdo 1,15 mL,
comprimento do caminho 6ptico da cela de deteccdo 200 mm. Os resultados séo

mostrados na Figura 13.

Figura 13 - Avaliagcdo da influéncia da concentracdo do reagente CAS sobre o sinal analitico.
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Tabela 5 - Parametros analiticos obtidos nas curvas sob diferentes concentracdes do reagente CAS.

Concentracdo do CAS % (m/v) Curva de calibracao R?
0,01 y = 0,00157x + 0,36164 0,99677
0,03 y = 0,0036x + 1,04706 0,98020

Nesse estudo foi modificada a cela de deteccdo para uma de caminho 6ptico de
200 mm. Nos estudos anteriores o volume de CAS foi de 200 yL, mas com a nova cela
esse volume saturava o sinal. O volume foi entédo reduzido para 120 uL e realizado os
novos testes. O estudo da concentracdo do CAS foi realizado em dois niveis 0,01% (1,65
x 10 mol L) e 0,03% (4,95 x 10* mol L?).

Com a cela de 100 mm o maior valor do coeficiente angular (inclinagéo) obtido foi
de 0,0036, com a nova cela de 200 mm, na concentracdo de 0,01% foi de 0,00157,
portanto mais de trés vezes maior que com a cela anterior de 100 mm. Embora a
inclinacdo tenha sido maior na concentracdo de 0,03%, o valor do intercepto foi maior
gue uma unidade de absorbancia e a correlacao linear foi inferior. Os valores obtidos nos
levaram a adotar a concentragcdo de 0,01% (m/v) para os proximos estudos.

Com a concentracdo do cromo azurol S fixado em 0,01%, foi feito o estudo do
volume que deveria ser utilizado para cada andlise. Os parametros foram fixados em:
faixa de concentragdes das solucdes padrdo 150 a 300 ug L*; concentracdo da solucgédo
de acetato de sédio 2,5 mol L*; volume da solucédo de acetato de sédio 240 uL; pH da
solucdo de acetato de sodio 6; concentracado do CAS 0,01% (m/v); tempo de rotacdo do
motor 8 s; volume das solu¢des padrao 1,15 mL, comprimento da cela de deteccédo 200

mm (Figura 14).
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Figura 14 - Avaliacéo da influéncia do volume do reagente CAS sobre o sinal analitico.
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Os resultados desse estudo sao apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 - Parametros analiticos obtidos nas curvas sob diferentes volumes do reagente CAS.

Volume do reagente  Curva de calibragdo R?
120 pL y =0,00157x + 0,36164 0,99677
160 pL y =0,00231x + 0,44898 0,99315
200 pL y = 0,00286x + 0,58810 0,98755

Observa-se um aumento de aproximadamente 2 vezes do coeficiente angular, do
volume de 120 pL para o de 200 pL. O coeficiente de correlagéo linear entre esses dois
volumes manteve-se em uma faixa préxima, mas houve um aumento no intercepto, mas
nao compromete a qualidade dos resultados. Foi escolhido o volume de 200 uL (5 pulsos)

para o estudo seguinte.

3.3.3. Estudo dos interferentes

O cromo azurol S reage com muitos ions metalicos (por exemplo, ferro, zinco,
chumbo, manganés, niquel, cobre, cromo e cadmio). Sabe-se que fluoreto, fosfato,
detergentes, EDTA, citrato, oxalato e tartarato interferem, mas destes poucas espécies

estdo presentes em agua potavel em niveis suficientemente elevados para causar
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interferéncia [69, 73, 78]. Apenas as interferéncias de ferro (lll) e fluoreto foram
investigadas.

O cation Fe (lll) forma complexo com o reagente CAS, e 0 espectro de absorcéo
de radiacédo é similar ao do complexo formado com Al (Ill). O CAS néo reage com o cation
Fe (II), o que permite evitar a interferéncia usado um reagente redutor. Segundo a
literatura, solugdo com 1 % (m/v) de acido ascorbico é suficiente para mascarar 4 mg de
ion Fe (lll) [66, 69, 76, 78]. Este recurso foi usado no presente trabalho, e foi verificado
que a adicado de 1% (m/v) de acido ascoérbico na solucdo tampéao de acetato foi eficiente

para suprimir a interferéncia. A Figura 15 apresenta o resultado deste teste realizado.

Figura 15 - Teste com amostra dopada com ferro.
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Os resultados desse estudo sédo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 - Resultados obtidos do estudo do interferente (Ferro Ill).
Absorbéancia

Concentracao
Al3* Referéncia sem Acido Ascérbico Com Acido Ascérbico 1%
200 yg L1+ 0,57531 0,79101 0,57763

* Valor maximo permitido de Al** em agua potavel [16].
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A dopagem de ferro (lll) foi de 0,3 mg L na amostra de teste, esse valor é o
maximo permito pela legislacdo brasileira [16] para &gua potavel. A interferéncia
observada do ferro (lll) foi de mais de 30%, mas com a adicdo do acido ascoérbico essa
interferéncia foi eliminada. A curva analitica de referéncia mostra que com adicédo de
acido ascorbico o padrédo testado (200 ug L?) se enquadra perfeitamente na curva
apresentada. Para mascarar o fluoreto, que sé interfere em quantidades superiores a 5
mg L, foi adicionado Lantanio [79, 80, 81] a solucdo de acetato de soédio, na

concentragdo de 30 mg L.

3.3.4. Desempenho analitico do sistema

ApoOs a otimizacdo do sistema para determinacao de aluminio em agua potavel,
uma curva analitica foi obtida usando soluc¢des padrao de 50, 100, 150, 200, 250, 300 e
400 ug L de AI*. O desempenho do sistema proposto é definido pela performance do
fotbmetro, do médulo de analise, do software de controle e aquisi¢édo, e do procedimento

analitico. Cada um desses componentes apresentou uma resposta individual satisfatéria.

Figura 16 - Curva analitica para determinagéo de Al3*.
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Os parametros operacionais consistem em variaveis controlaveis que influenciam

diretamente o desempenho e os resultados de um método analitico. A performance do
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método analitico € medida pela sua capacidade de entregar resultados precisos, exatos
e confidveis para a anélise em questéo (Tabela 8 e 9).

Tabela 8 - Parametros operacionais do método proposto para determinacédo de Aluminio.

Paréametro Valor
Comprimento de onda, Amax (nm) 540
Concentracéo do tampéo acetato (mol L?) 2,5
Volume do tampéao acetato (uL) 240
Concentracéo do &cido ascorbico no tampédo (g L*) 10
Concentracéo do Lantanio no tampéo (mg L?) 30
pH solucéo tampéao 6
Concentracéo do reagente CAS (g L?) 0,1
Volume do reagente CAS (L) 200
Volume da amostra (mL) 1,15
Concentracdo de HNOs na amostra (mol L) 0,01
Tempo de agitacao (s) 8
Cela de deteccao (mm) 200

Tabela 9 - Desempenho do método proposto para determinacéo de Aluminio.

Parametro Valor
Faixa Linear (ug L) 50 - 400
Consumo de Cromo Azurol S (ug det.?) 20
Geracéo de efluentes (mL det.™?) 1,32
Frequéncia analitica (Det h?) 30
Coeficiente de correlagédo linear (R?) 0,9994
Limite de Deteccéo (ug L?) 61,29
Coeficiente de variacdo (%) 1,26

3.3.5. Analise das amostras

A exatiddo do método, viabilidade e a efichcia do sistema proposto para a
determinacéo fotométrica de AI**, foram avaliados analisando um conjunto de amostras
de agua potavel (dgua mineral obtidas em supermercados da regido e agua de poco). A
metodologia de adi¢cdo e recuperacdao foi utilizada para validade e exatiddo do método
proposto. Amostras de agua foram fortificadas com adicao de aluminio em dois niveis de
concentracdo (50 e 100 ug L1), entdo a andlise foi realizada em trés aliquotas da mesma
amostra, sendo duas com dopagem e uma sem. Os resultados sdo mostrados na Tabela
10.
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Tabela 10 - Validacao do método proposto para determinacdo de Aluminio.
Procedimento proposto
Amostra de dgua Concentracdo (ug L) Encontrado (ug L'1) Recuperacéo (%)

0 34,24 -
1 50 93,99 119%
100 141,51 107%
0 - -
2 50 63,78 128%
100 114,31 114%
0 2,44 -
3 50 62,36 120%
100 101,66 99%
0 - -
4 50 46,78 94%
100 92,73 93%
0 - -
5 50 54,99 110%
100 93,88 94%
0 6,16 -
6 50 60,53 109%
100 105,20 99%

Os resultados da Tabela 10 mostram que a recuperacéo alcancada esta entre 93-
128%, e pode ser considerada aceitavel para amostras com concentracdo a nivel de ug
L,

3.4.CONCLUSAO

O procedimento analitico desenvolvido foi construido com um investimento
aproximado de 290 ddlares, demonstrando sua viabilidade como uma solucdo de baixo
custo. Optamos por materiais amplamente disponiveis e acessiveis, garantindo que o
método possa ser facilmente reproduzido em diferentes laboratorios e/ou ambientes de
pesquisa. Esse foco em materiais de baixo custo ndo apenas reduz os gastos iniciais de
implementagédo, mas também promove uma maior acessibilidade e democratizagéo da
técnica analitica. Essa abordagem econdmica ndo compromete a qualidade ou a precisao

dos resultados, mas sim ressalta a eficiéncia e a eficacia do método desenvolvido.
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Os resultados exibidos nesta se¢do demonstram que o procedimento analitico
desenvolvido é eficiente para a determinacdo de aluminio em agua potavel. Este
procedimento pode ser adaptado para a determinacdo de aluminio em outras matrizes,

mediante 0s ajustes necessarios e otimizacdes do sistema.
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4. DETERMINACAO DE ETANOL EM VINHOS

4.1. CONSIDERACOES GERAIS

Nesta fase da tese utilizou-se a reacédo de oxidac&do entre etanol e dicromato de
potdssio em meio acido, que é uma reacao amplamente conhecida na quimica orgéanica,
para desenvolver um sistema capaz de realizar a determinacéo de etanol em vinhos. A
oxidacao de alcoois usando solucdo de dicromato de potassio (K2Cr207), em meio acido,
tem sido utilizada para produzir aldeidos, cetonas e acidos carboxilicos e como uma
forma para distinguir entre alcoois primarios, secundarios e terciarios [82, 83].

O reagente oxidante usado nessas reacdes, normalmente € uma solucdo de
dicromato de sodio ou potassio, acidificada com acido sulfarico. A reacdo de oxidacdo do
etanol causa a mudanca de cor da solugdo de dicromato, entdo a cor alaranjada
caracteristica da solucdo dos ions dicromato (VI) muda para cor esverdeada,
caracteristica dos ions de cromo (lll) [82, 83]. A equacao 1 apresenta a semirreacao de

oxidacao do ion dicromato (1V).

Cr072 + 14H* + 6e-— 2Cr* + TH.0 (1)

Os alcoois primarios podem ser oxidados a aldeidos ou acidos carboxilicos,
dependendo das condi¢des da reacao. Neste estudo, o etanol foi usado como um alcool
primario para produzir o aldeido etanal (C2H40). A equagéo 2 apresenta a reagéo

envolvida.

3CHsCH20H + Crz072- + 8H* — 3CHsCHO + 2Cr3* + 7TH.0  (2)

Reac0bes de oxidacdo de etanol tem sido utilizadas em dispositivos para avaliar o
teor de alcool no sangue (BAC): os chamados “bafémetros”. Desde a proposta inicial em
1954 por Robert Frank Borkenstein, reacdes de oxidacao de etanol e fotometria foram
utilizados para determinar a concentracdes de alcool em diferentes tipos de amostras
[83].
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A solucdo de fons dicromato exibe uma coloracdo alaranjada. A medida que a
reacdo de 6xido-reducdo com o etanol progride, ocorre uma alteracdo na cor desta
solucédo, tornando-a esverdeada. Essa mudanca da intensidade de coloracao, foi
empregada para desenvolver o procedimento analitico para quantificacdo do etanol em
vinhos.

Inicialmente foi selecionado o comprimento de onda apropriado para a detecgéo
de Cr3* na solucéo (cor verde), e o espectro de absorcéo de radiacdo eletromagnética
apresentou maximo em torno de 578 nm, como mostrado na Figura 17. Baseado nesta
resposta, um LED com maximo de emisséo de radiacdo em 570 nm foi utilizado como
fonte radiacdo eletromagnética. A largura da banda de emissdo do LED é = 25 nm,

portanto abrange uma faixa de 50 nm do espectro de absorcéo do cation Cr (llI).

Figura 17 - Pico maximo de absorcdo do Cr3* apdés reagéo de Cr207% com etanol em meio acido.
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O vinho é uma matriz complexa, composta por diversas espécies quimicas, as
quais também podem ser oxidadas pelo dicromato, portanto para evitar que ocorram
interferéncias, uma etapa de separagcdo do analito da amostra deve ser implementada
antes da etapa da reacéo de oxidacao. Para essa finalidade, tem sido usado sistemas de
destilacdo, sistemas com reacdes enziméaticas, ebuliometria, entre outros [35, 36, 88 —
91].

O método desenvolvido nesse estudo, utilizou como técnica de separagcdo do
etanol da amostra de vinho, o arraste com fluxo de ar (purga). As moléculas de etanol

eram removidas da amostra pelo fluxo de ar, o qual borbulhava na solugéo de reagente
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(K2Cr207) em uma camara de reagcdo. Esse método de baseou no principio de destilacéo
por arraste, utilizado em laboratério e na industria para producgéo de 6leos, que pode ser
empregado para a determinacdo de teores de etanol em amostras complexas, como
vinhos [84].

4.2.PARTE EXPERIMENTAL

Nos tépicos a seguir o processo de construcdo do sistema empregado para a

determinacao do teor alcodlico em vinhos é descrito.

4.2.1. Reagentes e Solucdes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico e todas as solu¢des foram
preparadas com agua purificada com condutividade elétrica menor que 0,1 uS cm™. As
solucbes estoque foram armazenadas em frascos de vidro transparente ou ambar. As

solucdes de trabalho foram preparadas no dia de uso.

As solugdes estoque foram preparadas como descritas a seguir.

1. Solucdo de H2S0a4 (5 mol L), preparada diluindo o volume apropriado com
agua, a partir do estoque concentrado (Merck, 95% - 97%).

2. Solucdo de K2Cr207 (0,2 mol L) em &cido H2SO4 (5 mol L?), foi preparada
dissolvendo 29,4 g do sélido (Merck) completado para 500 mL.

As solucbes padrdo para a construcdo das curvas analiticas foram preparados
pela diluicdo do etanol absoluto (Merck, 99%) em &gua. As solu¢des padréo (trabalho)
foram preparadas com as seguintes concentracdes de etanol: 2,5; 5,0; 10,0; 15,0 e 20,0%
(v/v). Em cada solucéo foi adicionado glicerol para a concentragao de 11% (v/v), usando

uma solugéo estoque de 85% (v/v) (Merck).

4.2.2. Amostras
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As amostras de vinho utilizadas neste estudo foram adquiridas em
estabelecimentos comerciais na cidade de Piracicaba - SP. Para garantir a integridade
das amostras, elas foram armazenadas sob refrigeracao (geladeira) até o momento das
analises. A temperatura de trabalho das amostras foi de 20° C, conforme manual
metodoldgico para determinacdo de vinhos da Embrapa [85]. Foram adquiridas amostras
de vinho de mesa tinto e branco, com concentracdes rotuladas de etanol entre 12 e 14%.

4.2.3. Equipamentos e acessorios

O equipamento proposto compreende as seguintes unidades: sistema de arraste
fluxo de ar, constituido por mini compressor de ar e pela camara de separacao, usada
com recipiente da amostra; modulo de propulsdo de fluidos constituido por duas mini
bombas solenoide, uma mini bomba peristéltica, e uma camara para coleta do etanol
transportado pelo fluxo de ar do compressor; sistema de deteccao fotométrica constituido
por um LED (fonte de radiacdo), um fotodiodo com amplificacéo de sinal integrada e uma
cela de deteccdo (camara de coleta). O controle do médulo de andlise (compressor +
propulsdo de fluidos) e a aquisicdo de dados foram realizados empregando um
microcontrolador Arduino Due acoplado a um computador de bancada, programado com
um software desenvolvido no Arduino IDE, especifico para as analises que foram feitas.

O desenvolvimento do software de controle para o modulo de analise é parte dos
produtos gerados por este trabalho. Cada desenvolvedor/pesquisador podera realizar as
suas adaptacdes ao cddigo, buscando adequa-lo ao seu sistema. No Apéndice 2 é
apresentado o programa completo utilizado para o sistema de determinacdo analitica
proposto, uma vez que a proposta desta pesquisa envolve a otimizacdo e o controle
automatizado do sistema.

Os equipamentos e acessorios empregados neste trabalho séo descritos a seguir.
A lista compreende os materiais utilizados para desenvolvimento do sistema de deteccéo,
interface de controle, sistema de arraste de etanol (purga) e sistema de propulséo de
fluidos:

e um microcomputador equipado com interface eletrénica;

e interface digital para acionamento das minibombas;
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e fonte de corrente continua, estabilizada em 12 V e intensidade de corrente de 1 A
para alimentar as minibombas e as valvulas solenoide;

o fonte de alimentacgdo de corrente continua reguladaem -12 V e + 12V, para alimentar
o fotdmetro;

e interface de poténcia para acionamento das minibombas;

e duas minibombas solenoide Bio-Chen Valves de 40 pL (120SP1240-5TV/12VDC
1211261);

e Compressor de Ar Maxxi Pro-3000 3,5W para aquario até 100L - 110V,

e acrilico para a construcéo do sistema de controle;

e madeira para a construcdo do sistema de arraste e do sistema de propulséo de
fluidos;

e caixa de montagem feita de metal para a construcdo do modulo de analise e do
detector fotométrico;

e tubos de polietileno para construcéo das linhas de fluxo e de destilacao;

e LED de alto brilho e angulo de emisséao estreito (<25°), maximo de emissao em 570
nm;

o fotodiodo OPT301 (Burr-Brown);

e resistores diversos;

e capacitores diversos;

e placa de circuito impresso em fibra de vidro;

e tubos falcon de 50 mL para o uso no sistema de arraste e de amostragem;

e cela para leitura com caminho Optico de 10 mm em vidro.

O valor gasto para a construcao dos médulos desse projeto, sem incluir os valores
dos servicos e o tempo de construcdo, foi de aproximadamente 320 ddlares, sem

considerar o valor do computador utilizado para escrita do software.

4.2.4. Descricdo do modulo de analise

O mddulo de analise foi criado com base nos principios dos processos flow-batch

e multicomutacdo, utilizando uma camara de mistura equipada para homogeneizar a
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solucéo do reagente e o vapor de etanol, além de minibombas peristélticas e solenoides
como meios de propulsdo de fluidos. Além disso, a cdmara de deteccdo foi a mesma
usada para o desenvolvimento da reacédo de oxidacdo do etanol.

O sistema de detecgdo fotométrica compreende um fotodetector OPT301 (Burr-
Brown) e um diodo emissor de luz (LED) com emissao maxima em 570 nm. Foi utilizada
uma cela de fluxo (Camara de rea¢ao) moldada em vidro, com 10 mm de diametro interno
e, em vista disso, o0 caminho 6ptico para a deteccao fotométrica era de 10 mm.

O fotodetector e o LED foram acoplados a camara de mistura, empregando uma
geometria que maximiza o aproveitamento do feixe de radiacdo eletromagnética emitido
pelo LED.

O sistema de deteccdo acoplado a camara de mistura (flow-batch) foi
acondicionado em uma caixa de metal para evitar interferéncia de luz externa. A Figura

18 apresenta a montagem completo do sistema:

Figura 18 - Diagrama do sistema analitico para determinagéo de etanol. Det = fotodetector OPT301; LED
= diodo emissor de luz; So = sinal gerado pelo fotbmetro em mV; la = feixe de radiacdo eletromagnética
emitida pelo LED (A =570 nm), e passando pela cAmara de reagéo; Ib = feixe de radiacio saindo da cAmara
de reacdo em direcdo ao fotodetector; COMP = compressor de ar; Ci1 = cAmara de amostragem; Cz =
camara de reacao; P1 e P2 = mini-bomba solenoide, 40 uL/pulso; Pz = mini bomba peristaltica, 17,4 mL/min;
L = reator; W = descarte; x = conector de trés vias, feito em acrilico.

Ar
L
12V ———C &l\
coMP i

22K
b A [::ﬂ
= | Det [ 3K
TrE |§ EL I, T So
& > JE—I
.,

A4

Sl

Na saida do fotodetector (Det), a diferenca de potencial So expressa em mV, é
proporcional a intensidade do feixe de radiacdo (Ib), proveniente da cela de deteccéo
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(C2). A intensidade do feixe de radiacdo (la), emitida pelo LED, foi ajustada através do
resistor variavel conectado a base do transistor (Tr).

O fotodetector OPT301 trabalha em uma ampla faixa de diferencas de potencias
elétrico. Alimentado com diferencas de potencias de -12 e +12 V, pode fornecer
diferencas de potenciais com magnitude de 0 a + 10 V. Pode ser acoplado direto ao
sistema de converséo de sinal de analdgico para digital, sem uma etapa de amplificacao.

O conversor de sinal de analégica para digital do microcontrolador Arduino Due foi
programado para trabalhar com uma resolucdo de 12 bits, atingindo um valor digital
maximo é 4096 (2", n = numero de bits de resolucdo). Este valor corresponde ao sinal
analogico de entrada (gerado pelo fotdbmetro) de 3200 mV. Quando o software do
microcontrolador Arduino Due era inicializado, era feito o ajuste do sinal gerado pelo
detector para 3800 unidades digital (ud). O valor maximo permitido € 4096 ud, entdo nesta
condi¢do teriamos uma faixa de tolerdncia em torno 190 ud. Este ajuste era feito
mantendo a cela de detec¢do com a solucao de dicromato de potassio. O ajuste era feito
girando o resistor variavel conectado a base do transistor (Tr).

A seguir é apresentado o diagrama eletrénico do dispositivo de controle do sistema
(Figura 19).
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Figura 19 - Esquema da montagem dos dispositivos de controle do mddulo de andlise para determinacéo
do etanol. Chi e Chz = chaves para contato elétrico normalmente abertas; Ao = entrada analdgica do Arduino
Due; Det = detector fotométrico; Cnz, Cn2 ..., Cng = soquetes para acoplamento das bombas peristalticas e
solenoide.
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O LED sinaliza que o equipamento esta conectado a rede elétrica, e gera uma
diferenca de potencial estavel de 2,4 V, a qual é fornecida para as chaves Chi e Cha.
Estas chaves estdo conectadas as linhas numero 5 e 6 do Arduino, que foram
programadas como portas de entrada digital. O LED também age como um redutor de
voltagem, uma vez que a diferenca de potencial maxima que pode ser aplicada as portas
de entrada do Arduino é 3,2 V. Quando uma das chaves é pressionada, o Arduino verifica
se o sinal de entrada é alto (> 2000 ud), e sendo verdade executa a tarefa associada
aguela chave no momento.

O circuito integrado ULN2803, pode fornecer intensidades de corrente elétrica de
400 mA em cada linha de saida, portanto poderia ligar ao mesmo 8 dispositivos elétrico
e cada um poderia drenar até 400 mA de corrente. O display tem duas linhas de 16

caracteres. O software de controle e aquisicdo de dados foi desenvolvido no Ambiente
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de Desenvolvimento Integrado (IDE) do Arduino Due, desenvolvido especificamente para
este trabalho. Por meio dessa plataforma, € possivel a comunica¢do do usuario com o
sistema de analise, usando os estados das chaves Chi e Chz (ligadas ou desligadas) e o
display.

O software de controle foi desenvolvido para gerenciar todas as etapas envolvidas
no procedimento analitico. A comunicacdo do microcontrolador Arduino Due com o
usuario, era feita por meio de mensagens mostradas no display ou na tela do computador.
Instrucbes para executar atividades pré-programadas, eram informadas ao
microcontrolador por meio das chaves Chi1 e Chz. O processo de analise compreende as

etapas descritas a seguir.

Calibracao

Ao ser iniciada a execugédo do programa, uma mensagem mostrada no display,
inquiria se era para executar a calibracdo do fotbmetro. A resposta era dada,
pressionando uma das chaves Chiou Chz. A chave Chzindicava para fazer a calibragéo.
Se a resposta fosse positiva, a minibomba P1 era acionada (liga/desliga) 30 vezes, e
bombeava 1,2 mL da solucdo de Dicromato de Potassio em meio &cido para a camara
de reacdo. A altura da coluna de liquido dentro da camara de deteccao, tinha que ser
superior ao feixe de radiacdo proveniente do LED. Em seguida, a intensidade de emisséo
do LED era ajustada para 3800 ud. Durante o ajuste, valor dos sinais gerados eram
mostrados no display. A chave Chi era pressionada para confirmar o valor de calibracao
e encerrar o procedimento. Finalizada a calibracdo do fotdmetro, dava-se inicio a etapa

de lavagem da camara de reacédo e a troca de amostra, descrita na etapa seguinte.

Troca de amostra e Limpeza da camara de reacao

Pressionando a chave Chi, o microcontrolador entendia que a etapa de troca de
amostra deveria ser executada. O display apresentava uma mensagem solicitando a
troca de amostra e ficava em modo de espera, esse processo acontecia de forma manual,

substituindo o tubo com a amostra na plataforma de arraste. Realizada a troca da
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amostram, a chave Chi era pressionada, iniciando uma etapa de limpeza da camara de
reagdo. Com a minibomba Ps acionada durante 7,5 s e nessa condi¢do, a camara de
reacao era completamente esvaziada. ApOs essa etapa, uma aliquota de 1 mL da solucéo
do reagente (K2Cr207) era inserida na camara de reacédo, seguindo a sequéncia descrita

no item abaixo.

Insercéo do reagente

A minibomba P1 era pulsada 25 vezes, bombeando ao todo 1 mL da solucdo de
dicromato para a caAmara de reacdo. Este volume era suficiente para que o nivel da
solucéo ficasse acima da linha do feixe de radiacdo emitida pelo LED. Apds essa etapa,
o Arduino Due ligava o compressor de ar, dando inicio ao processo de arraste do vapor

de etanol para a camara de reagao.

Leitura de referéncia e do sinal

Antes de ligar o compressor, o microcontrolador Arduino Due lia o sinal gerado
pelo fotbmetro através da entrada analdgica (Ao, Figura 19). Esta leitura era salva como
referéncia (Referéncia), a qual era usada para calcular a absorbancia das replicatas desta
solucéo, quando processada com a reacao do etanol com o Dicromato de Potassio. Essa

etapa era realizada para as solucdes padrédo e para as amostras.

Amostragem

O compressor de ar era acionado durante 30 s e borbulhava ar na camara
contendo a amostra ou as soluc¢des padréo (C1). O vapor gerado pelo arraste com o ar
era conduzido para a camara de reacdo preenchida anteriormente com Dicromato de
Potassio em meio acido. Essa solu¢do ao ser borbulhada com o vapor contendo etanol,
mudava a coloracdo de alaranjado, para verde. ApOs esse tempo de arraste, o

compressor era desligado e em seguida era realizada a leitura da absorbancia.



48

Leitura do sinal gerado

O microcontrolador Arduino lia o sinal (So) gerado pelo fotbmetro, através da
entrada analogica Ao (Figura 19) acoplada ao fotdmetro (Figura 18) durante 5 s. O
microcontrolador foi programado para efetuar uma leitura a cada 2,0 s, e cada leitura
mostrada na tela do computador, era a média de 200 leituras consecutivas, obtidas em
intervalo de tempo de 2,0 ms. O software foi programado para imprimir sequencialmente
os valores lidos e os respectivos intervalos de tempo e, ao finalizar a etapa de leituras,
detectava o valor maximo do sinal analitico e exibia-o na tela do microcomputador. O
intervalo tempo para aquisi¢géo das leituras de sinais foi fixado 5 s, portando cada replicata
era representada por 12 valores de leituras. O fotbmetro gerava o sinal analégico em mV,
o microcontrolador Arduino os convertia para digital, o qual era usado para calcular a
absorbéancia, usando a equacdo mostrada abaixo, considerando que a absor¢cao de
radiacao eletromagnética obedecia a lei de Lambert-Beer.

Absorbancia = log (Referencia/Sinal);

Referencia = sinal previamente obtido na etapa de calibragdo e salvo para esta
finalidade;
Sinal = dltima leitura.

As medicdes referentes as solucdes padréo de etanol foram utilizadas para obter a
curva analitica e fazer os ajustes de otimizacao para o sistema. Além das etapas citadas,
havia uma etapa de limpeza do percurso analitico. Esta tarefa era implementada, fazendo
a minibomba P2 pulsar 30 vezes, sendo bombeado 1,2 mL de 4gua para a camara de
reacdo. Em seguida, a minibomba peristéltica P3 era mantida ligada durante 7,5 s para
esvaziar a camara de reacao e lavar o percurso.

A variagdo do numero de pulsos de acionamento de cada minibomba solenoide foi
realizada pelo software desenvolvido para este trabalho, o qual permitia a atualizagao
das variaveis de controle necessarias para o desenvolvimento do procedimento analitico
e sdo indicadas seguir: numero de ciclos de inser¢ao da soluc¢do do reagente (K2Cr207);

namero de ciclos de insercédo da solugéo de limpeza (H20); nUmero de replicatas; tempo
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de reacao; tempo de arraste (purga) do etanol para a camara de reacao; tempo de leitura
do sinal analitico, concentracao do reagente e da acidez do meio reacional.

4.3.RESULTADOS OBTIDOS

4.3.1. Teste de arraste de vapor de etanol

A camara Ci1 mostrada na Figura 18, € um tubo de Falcon usado como recipiente
para a amostra, encaixado em um suporte de PVC. O compressor bombeava ar para esta
camara e, quando a pressdo interna tornava-se superior a da atmosfera, o ar se
deslocava através da linha de fluxo (L) e borbulhava na solucédo do reagente (K2Cr207)
dentro da camara de reacao C:2 (Fig. 18). As moléculas de etanol transportadas pelo fluxo
de ar, reagiam com a solucao de K2Cr207. Em vista da oxida¢c&o das moléculas de etanol,
ocorria a producédo de ions Cr (lll), causando mudanca na tonalidade de coloracdo da
solucéo, a qual foi monitorada pelo fotdmetro usando como fonte de radiagcdo um LED
com maximo de emissdo em 570 nm.

Os testes preliminares foram realizados para verificar se o volume do recipiente
da amostra (tubo de Falcon), poderiam afetar o rendimento no transporte das moléculas
de etanol. Para esse teste foram usados tubos de Falcon com volumes de 15 e de 50 mL.
Considerando-se que o volume de amostra no recipiente poderia ter efeito na magnitude
dos sinais gerados, ensaios foram realizados usando os seguintes volumes: 2,0; 4,0; 6,0

e 8,0 mL de etanol (92,8%) v/v, e os resultados sdo mostrados abaixo.
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Figura 20 - Teste de arraste do vapor etanélico em Tubo Falcon de 15 mL.
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Figura 21 - Teste de arraste do vapor etanélico em Tubo Falcon de 50 mL.
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Observa-se que as curvas das duas Figuras sao similares, exceto a relacionada
ao volume de 2 mL da Fig. 20, portanto nem o volume de etanol usado e nem o volume
interno do recipiente de purga, apresentaram efeito significativo na magnitude do sinal
gerado. A partir de 90 segundos, os valores da absorbancia estabilizaram, sugerindo que
foi atingida a condicao de equilibrio dindmico (estado estacionério). Este estudo temporal
foi conduzido mantendo constante o volume da solugéo de K2Cr207 (1 mL).

Optamos por utilizar o tubo de 50 mL para a realizacdo de outros testes, uma vez
gue ao borbulhamos o etanol em um tubo de menor volume, poderia haver a transferéncia
de goticulas da solucdo para a camara de reacgdo. A partir destes dados, selecionou-se

o volume de 6 mL para a aliquota da amostra nos testes seguintes.
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4.3.2. Estudo do efeito da concentracao do dicromato de potéssio.

Para os estudos posteriores foi fixado um tempo de arraste de 80 s. Para este
estudo foram fixadas as seguintes condi¢des de trabalho: solucdes padréao de 5,0 a 25,0
% (v/v) de etanol; concentracdo de H2SO4 na solucéo de K2Cr207, fixado em 4 mol L.

Os resultados obtidos sdo mostrados na Figura 22 e na Tabela 11.

Figura 22 — Avaliagao da influéncia da [Cr207?%] sobre o sinal analitico.
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Tabela 11 - Pardmetros obtidos no estudo da concentracdo de K2Cr207.

Concentracédo K2Cr207 (mol L1) Equacdo da reta R?
0,040 y =0,03931x + 0,39712 0,91843
0,050 y = 0,05608x + 0,20265 0,96947
0,060 y = 0,08356x + 0,21126 0,97783

As curvas da observadas na Figura 22, mostram que ocorreu um aumento
significativo da absorbancia em funcdo da concentracdo da solucdo de K2Cr207.
Observa-se que a linearidade melhorou com o aumento da concentracédo da solucéao do
reagente oxidante. Em todos os casos, 0s valores das absorbancias atingiram valores
superiores a uma unidade (1.0). O fotdbmetro de LED usado néo realiza a correcdo de
radiacdo difusa, portanto pode ocorrer perdas de linearidade quando a absorbancia é
muito alta [92, 93]. Embora a concentracéo de 0,06 mol L tenha apresentado o melhor
coeficiente de correlagéo linear (R? = 0,97783), optamos por escolher uma concentragdo

menor do K2Cr207 para os estudos futuros, buscando manter a nossa curva analitica
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entre 0 e 1 de absorbancia. Assim para os proximos estudos a concentracdo em 0,05 mol
L1 de K2Cr207 foi fixada.

4.3.3. Estudo do efeito do tempo de arraste (purga)

Anteriormente, observou-se que o tempo para o equilibrio da reacéo foi de 100 s.
O estudo feito para a concentracdo do K2Cr207, utilizou um tempo total de arraste de 80
s. Em sistemas automaticos, onde os intervalos tempos programados sao invariantes,
ndo é necessario trabalhar na condi¢cdo equilibrio. Tendo vista este conceito, alguns
experimentos foram realizados para definir o intervalo de tempo para o araste de etanol
da camara de purga para a de reacdo. Para este estudo, os parametros utilizados foram
fixados como segue: faixa de concentragfes das solugcbes padrao de 2,5 a 20,0 % (v/v);
concentragdo de K2Cr207 (0,05 mol L?); concentracdo de H2SOs4 (4 mol L?1). Os

resultados sédo mostrados na Figura 23 e na Tabela 12.

Figura 23 - Avaliacédo do tempo de arraste (purga) sobre o sinal analitico.
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Tabela 12 — Avaliacdo dos parametros analiticos em funcdo do tempo de arraste.

Tempo do arraste (S) Equacédo da reta R?
20 y = 0,0146x — 0,0098 0,9966
30 y =0,0317x —0,0354  0,9955
40 y = 0,0456x — 0,0254  0,9985

60 y =0,0755x + 0,0336  0,9926
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Pode-se observar que o aumento do tempo de arraste, teve como resultado o
aumento da magnitude dos sinais gerados. Observa-se que, quando o intervalo de tempo
de arraste foi multiplicado por trés, o coeficiente angular teve um ganho de cinco vezes.
Ha uma explicacdo para esse efeito: durante o intervalo de tempo estabelecido para
leitura dos sinais gerados, a amostra permanecia em repouso na camara de reacao.
Verificou-se que o Ultimo sinal gerado era sempre maior que 0s anteriores. Portanto, a
reacao de oxidacdo ndo era muito rapida.

Tempos de arraste mais longos, além de aumentar a concentracdo do analito na
camara de reagao, permitem melhor desenvolvimento da reagéo de oxidag&o do etanol.
Em comparacgdo com dados da Figura 22 e da Tabela 11, observa-se que houve melhora
significativa na linearidade das curvas analiticas, embora tenha ocorrido perda de
sensibilidade. Entretanto, ndo afeta a faixa de trabalho necessaria para a determinacao
de etanol em vinhos de mesa, a qual pode variar de 8 a 15% (v/v). Baseado nestes
resultados, optamos pelo intervalo de tempo de 30 s de arraste para 0s proximos testes.

O sistema desenvolvido envolve o transporte com fluxo de ar proveniente de um
compressor de ar, usualmente empregado em aquario, o qual tem vazéo de ar de 1,2 L
min-t. O vapor de etanol era transportado até a camara de reacdo pelo fluxo de ar onde
era borbulhado diretamente na solucéo de dicromato de potassio em meio acido, local
onde a reacao ocorria. A leitura do sinal gerado pelo fotdmetro é feita diretamente na
camara de reacao.

O etanol € mais volatil que a agua, portanto tende a evaporar mais rapidamente.
Isso significa que, mesmo que nao alcance um arraste total, os primeiros vapores gerados
no processo de arraste de vapor ja conterdo uma propor¢cdo significativa de etanol.
Portanto, o processo de arraste com ar ocorre na fracdo volatil da mistura, entdo podemos
obter resultados confiaveis em um intervalo de tempo mais curto, em comparacdo com a

destilacao total convencional, que envolve a separacao completa de analito.

4.3.4. Estudo da concentracdo da solucéo de &cido sulfarico

A literatura apresenta estudos que trabalharam com essa reacéo usando solu¢cdes
com concentracoes fixas de H2SOa4 (4 mol L) e K2Cr207em (0,2 mol L?) [86, 87, 88]. O
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sistema foi otimizado em relacdo a concentracdo do H2SOs, estudando os limites do
sistema proposto e definindo a concentragdo adequada para este trabalho. As curvas
obtidas com os dados dessa etapa sdo mostradas na Fig. 24.

Este estudo foi feito usando os seguintes parametros: faixa de concentracéao das
solucbes padrao de etanol de 2,5 a 20,0 % (v/v); concentracdo da solucédo de K2Cr207
(0,05 mol L%); tempo de arraste 30 s. Os resultados obtidos sdo mostrados na Figura 24

e na Tabela 13.

Figura 24 - Estudo do efeito da concentra¢do do acido sulftrico (H2SOa).
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Tabela 13 — Parametros obtidos no estudo da concentracdo do H2SOa.

Concentracao (H2S0a4) Equacéo da reta R?
3 mol L? y =0,0113x — 0,0086 0,9935
4 mol L? y =0,0317x — 0,0354 0,9955
5 mol L? y =0,0697x — 0,0166 0,9996
6 mol L y = 0,1051x + 0,0875 0,9973

Analisando estes dados, observa-se que uma resposta linear, o melhor resultado
esta relacionado a concentracédo de &cido sulfarico de 5 mol L. Observa-se que o
coeficiente angular aumentou em fungéo da concentracdo de 4cido sulfarico, portando a
acidez do meio tem efeito significativo sobre a sensibilidade do método analitico proposto.
Este efeito esta de acordo com resultados relatados por outros autores [46]. Os valores

de absorbancia obtidos nas concentracées mais elevadas de H2SO4 (5 e 6 mol L1)
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ultrapassam uma unidade, mas é possivel perceber que com a concentracdo de 5 mol L
!, a absorbancia maxima esta em torno de 1,2, e a curva analitica correspondente tem
otima linearidade, portanto o fotdmetro de LED néo esta limitando o alcance da lei de
Lambert-Beer.

Considerando os resultados discutidos previamente, optou-se pela concentracao
de 5 mol L para a solucdo de H2S0s, usada para os estudos subsequentes. Além disso,
o coeficiente angular observado para a curva relacionada a solu¢cdo com concentracéo
de 5 mol L, foi o dobro da obtida com a concentracdo de 4 mol L. Embora o maior
coeficiente angular tenha sido observado na concentracdo de 6 mol L, o coeficiente de

correlacdo linear (R?) foi inferior ao da concentracdo de 5 mol L.
4.3.5. Revisando a concentracao do Dicromato de Potassio

Apbs fixar a concentragdo do H2SO4em 5 mol L, decidiu-se refazer o estudo da
concentracéo da solucédo de K2Cr207. A Figura 25 apresenta os resultados deste estudo.
Os parametros utilizados foram: faixa de concentracfes das solucdes padréo de

2,5 a 20,0 % (v/v); concentracdo do H2SO4 5 mol L1; tempo de arraste 30 s.

Figura 25 - Revisdo do estudo da concentracdo de Dicromato de Potéssio (K2Cr207).
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A Tabela 14 apresenta os valores obtidos em cada curva analitica.
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Tabela 14 — Par&dmetros obtidos da revisdo da concentracdo do reagente K2Cr207.

Concentracao (K2Cr207) Equacao da reta R?
0,04 mol Lt y =0,0356x — 0,0137 0,9970
0,05 mol L? y =0,0415x - 0,0195 0,9941
0,06 mol Lt y =0,0697x — 0,0092 0,9995

Observa-se que, usando a solucédo de K2Cr207 na concentracédo de 0,06 mol L%,
foi possivel obter um melhor coeficiente de correlacao linear. Além disso, a sensibilidade
(coeficiente angular da curva analitica) para a concentracédo de 0,06 mol Lt de K2Cr20z,
teve um aumento de magnitude de 100%. Em comparacdo com a de 0,04 mol L. As
solugdes padrao de 15 e 20% apresentaram valores de absorbancia maiores que uma
unidade (1.0), entretanto a curva apresentou resposta linear em toda a sua extensao.
Com base nas informacdes obtidas neste ensaio, decidiu-se adotar para os estudos

seguintes, a solucédo de dicromato de potassio com concentracdo de 0,06 mol L.

4.3.6. Estudo de desempenho do sistema

Também foi utilizado um estudo temporal do sistema proposto, aplicando uma
analise combinada de intraday e interday. Essa abordagem permitiu examinar néo
apenas as flutuacdes de curto prazo no sistema, identificando padrées e comportamentos
imediatos mas, também, compreender tendéncias e variacdes de longo prazo ao longo
de um periodo mais extenso. Ambas as analises demonstraram que o0 sistema
apresentou um comportamento estavel, portando apropriado para os estudos. As Figuras

26 e 27 apresentam as curvas obtidas nesse estudo.
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Figura 26 — Avalia¢éo do sistema em Intraday.
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Figura 27 — Avaliacéo do sistema em Interday.
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As Tabelas 15 e 16 apresentam os parametros relacionados as curvas obtidas nos
estudos de “intraday” e “interday”, obtidas com o sistema proposto. Os parametros
definidos para os testes foram: faixa de concentra¢cdes das solucdes padrao de 2,5 a 20%
(v/v); concentracgéo da solucédo de H2SOa4 (5 mol L?); concentracéo da solugéo de K2Cr207

(0,06 mol L), tempo de arraste 30 s.

Tabela 15 — Parametros obtidos nas curvas analitica da avaliagdo em Intraday.
Periodo Equacédo da reta R? Coeficiente de variacao
1h y =0,0578x — 0,0404 0,9992
2h y = 0,0568x — 0,0496 0,9989
3h y =0,0572x — 0,0232 0,9983
4h y = 0,0579x — 0,0215 0,9995

0,9034 %
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Tabela 16 - Par@metros obtidos nas curvas analitica da avaliacdo em Interday.
Periodo Equacédo da reta R? Coeficiente de variacao
ldia y=0,0459x-0,0354 0,9992
2dia y=0,0579x - 0,0215 0,9995
3dia y=0,0572x —0,0232 0,9983
4dia y=0,0447x —0,0329 0,9994

13,79 %

As informacgbes obtidas indicam que o sistema apresentou um desempenho
excelente nos testes realizados. As variacdes nos valores do coeficiente angular, do
intercepto e do coeficiente de correlacao linear ndo apresentam erros significativos para
a leitura dos dados.

Para o teste “intraday”, o coeficiente de variagdo € menor que um. Para o
“‘interday”, o sistema néo foi calibrado novamente, foram repetidos os testes com as
mesmas condi¢des do dia 1. O comportamento do sistema, em apresentar um coeficiente
de variacdo superior a 13% nao compromete a confiabilidade dos resultados ou a
precisdo do método, sendo aceitavel para o procedimento proposto. Os resultados deste
teste indicam o desempenho global envolvendo ao mesmo tempo a resposta da
instrumentacao e as variacdes do método analitico, portando é um teste de desempenho

global, e os resultados sdo muito bons.

4.3.7. Estudo da concentracéo do glicerol

ApoOs a agua e o alcool, o glicerol surge como um dos componentes mais
significativos no vinho. Origina-se durante o processo de fermentacéo, sendo classificado
como um subproduto secundario da fermentacéo alcodlica. Sua presenca no vinho esta
intimamente ligada a quantidade de acucar presente no mosto, a condicdo sanitaria das
uvas, ao tipo de levedura empregada e as condi¢cdes de fermentacdo, tais como
temperatura, acidez, aeracédo e adicdo de sulfitos [85].

O glicerol é um composto organico presente no vinho e desempenha um papel
significativo na sua textura e sabor. Ele contribui para a sensacdo de corpo e suavidade
na boca, tornando o vinho mais viscoso e redondo. Além disso, o glicerol também pode
influenciar as caracteristicas aromaticas e gustativas do vinho, proporcionando uma

maior sensac¢ao de docura, mesmo quando o vinho ndo contém acucar residual [89, 90].
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A quantidade de glicerol em vinhos pode variar significativamente, dependendo do
tipo de vinho e do processo de producédo, sendo este um dos principais componentes do
vinho [89]. As concentragées de glicerol em vinhos secos variam de 1,9 a 14,7g L%, a
concentracdo pode ser maior dependendo se houve ou ndo uma colheita tardia da uva,
se os bagos de uvas foram contaminados com fungos como Botrytis, Aspergillus,
Penicillium, Rhizopus, Alternaria; se a temperatura da fermentacdo aumentar até 25
graus, entre outros [89, 90].

O estudo do efeito da concentracdo do glicerol feito visou verificar possiveis
interferéncias no método que proposto. Para esse teste os parametros fixados foram:
faixa de concentracdes das solucdes padrdo de 2,5 a 20,0% (v/v); concentracdo da
solucdo de H2S04 (5 mol L1); concentracdo da solucédo de K2Cr207 (0,06 mol L), tempo
de arraste 30 s. Os resultados sdo mostrados na Tabela 17, e as respectivas curvas

analiticas sédo mostradas na Figura 28.

Figura 28 - Avaliacéo do efeito da concentragdo do glicerol sobre o sinal analitico.
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Tabela 17 — Parametros analiticos obtidos no estudo da concentracéo do Glicerol.

Concentracao de Glicerol Equacéao da reta R?
10 % y = 0,0440x — 0,0189 0,9970
11 % y = 0,0501x — 0,0081 0,9983
12 % y = 0,0499x — 0,0136 0,9991

Como o teor do glicerol pode variar de cultivar para cultivar, torna-se dificil estipular

um valor para otimizar essa variavel, mas por ser o terceiro componente mais abundante
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nos vinhos, é necessério realizar esse estudo e definir um parametro. A partir destes
resultados, optou-se por fixar o teor do glicerol nas solu¢des padrédo em 11%. A Figura

29 apresenta a comparacao entre as curvas analiticas com e sem glicerol.

Figura 29 — Curva analitica de comparacao entre solugfes de etanol com e sem glicerol.
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As equacdes relacionadas a cada curva sdo mostradas a seguir: a) sem glicerol y
=0,04477x — 0,03294; e b) com glicerol 11% y = 0,05014x — 0,00818, respectivamente.
Observa-se que com a presenca de glicerol, o coeficiente angular teve um aumento de
11%. Esta resposta esta de acordo com as curvas da Figura 28, nas quais observa-se
que a curva correspondente a concentracdo de glicerol de 10% (v/v) apresenta um
coeficiente angular menor. Considerando estes resultados, optou-se pela preparacéo das

solucdes padrdo de etanol contendo 11% (v/v) de glicerol.

4.3.8. Estudo do tempo e da temperatura no arraste

Com o objetivo de verificar em que extenséo a eficiéncia do sistema de destilagéo
seria afetada pelo aquecimento das solucdes padrdo de etanol, conduzimos um estudo
para comparar a resposta do sistema, trabalhando com temperatura mais alta. Os
parametros utilizados foram as seguintes: faixa de concentracdes das solu¢des padréo

de 2,5 a 20,0% (v/v) etanol; concentracdo da solucéo de H2SOa4 (5 mol L?); concentragédo
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da solugéo de K2Cr207 0,06 mol L*; concentragédo de glicerol 11% (v/v); temperatura das

solugdes padrdo de etanol 60° C. Os resultados sdao mostrados na Fig. 30.

Figura 30 — Estudo exploratério do efeito da temperatura no processo de arraste.
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Observa-se que para o intervalo de tempo de arraste de 30 s, ocorreu um
acréscimo significativo na magnitude dos sinais, entretanto a curva correspondente nao
apresenta uma resposta linear. Observa-se que a partir de uma concentracao de etanol
estimada em torno de 6% (v/v), absorbancia € superior a uma unidade (abs = 1,0),
portanto para concentracdes mais elevadas, a magnitude do sinal gerado pode
ultrapassar a faixa de resposta linear do sistema de detec¢do. Entretanto, este recurso
pode ser (til para analisar amostras com concentracdes de etanol menor que 5%. Com
intervalo de tempo de 10 s, o sistema respondeu de forma linear, com o valor da
inclinacdo em 0,0391, intercepto em -0,0055 e 0 R? 0,9991.

4.3.9. Desempenho analitico do sistema

ApoOs a realizagdo dos estudos experimentais de otimizag&o, foram definidos os
parametros para a analise quantitativa do teor alcoolico em vinhos. Uma curva analitica
foi obtida usando solu¢des padrédo de 2,5, 5, 10, 15, 20% (v/v) de etanol. O desempenho

geral do sistema proposto é determinado pela resposta do fotbmetro, do médulo de
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andlise, do software de controle e aquisicdo, e do procedimento analitico. Cada
componente respondeu de maneira satisfatoria de forma individual.
A curva analitica (Figura 31), os parametros operacionais e performance do

meétodo (Tabela 18 e 19) sdo apresentadas a seguir:

Figura 31 - Curva analitica para determinacéo de etanol em vinhos.
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Os parametros operacionais sao variaveis controlaveis que afetam diretamente o
funcionamento e os resultados de um método analitico. A performance do método
analitico refere-se a capacidade do método em fornecer resultados precisos, exatos e

confiaveis para a andlise desejada.

Tabela 18 - ParGmetro Operacional do sistema de determinacéo de etanol.

Parametro Valor

Comprimento de onda, Amax (nm) 570
Concentracéo do Acido Sulfdrico (mol L) 5

Concentracdo do Dicromato de Potassio (mol L'Y) 0,06
Volume Total da solu¢do (mL) de K2Cr207 1
Tempo de arraste (S) 30
Cela de deteccdo (mm) 10

Tabela 19 - Desempenho do Método para determinacgdo de etanol.

Parametro Valor
Faixa Linear (%) 25-20
Consumo de reagente K2Cr207 (mg) 17,65
Geragéo de efluentes (mL/det.) 1
Frequéncia analitica (Det/h) 60
Coeficiente de correlagdo linear (R?) 0,9989
Limite de deteccao (ug/L) 0,0974

Coeficiente de variagao (%) 4,14
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4.3.10. Validagdo do método

A Tabela 20 apresentas os resultados obtidos com o teste do procedimento
proposto em 8 amostras de vinhos, comparando-os com o0s obtidos com o método de

referéncia (densimetria [85]).

Tabela 20 — Resultados para determinacdo de etanol pelo método proposto (FIA) e de referéncia
(densimetria).

Amostra Método Proposto % (v/v) Método de referéncia % (v/v)

1 12,71 £ 0,01 12,14
2 13,22 + 0,01 12,93
3 12,87 £ 0,01 13,54
4 13,52 + 0,01 13,15
5 13,33 +£0,01 13,2
6 13,96 + 0,01 13,42
7 13,71 +£0,01 13,16
8 13,28 + 0,01 12,88

A exatiddo do método proposto foi verificada, comparando com os resultados
obtidos em amostras de vinho, utilizando o método proposto e o método de referéncia. O
teste estatistico empregado para a andlise dos resultados foi o teste t pareado, com um
intervalo de confianca de 95% e um numero de amostra (n) igual a 8. O valor de t
Tabelado para estas condicdes € de t = 2,365, e o valor calculado de tca foi de 1,948.
Portanto, de acordo com o teste estatistico, ndo ha diferenca significativa entre os

resultados obtidos pelo método proposto e pelo método de referéncia.

4.4.CONCLUSAO

O procedimento analitico que desenvolvemos foi construido com um investimento
aproximado de 320 dolares, demonstrando sua viabilidade como uma solugdo de baixo
custo. Optou-se por materiais amplamente disponiveis e acessiveis, garantindo que o
método possa ser facilmente reproduzido em diferentes laboratérios, ambientes de
pesquisa e na industria. Esse enfoque em materiais de baixo custo ndo apenas reduz os
gastos iniciais de implementacdo mas, também, promove uma maior acessibilidade e

democratizacdo da técnica analitica. Essa abordagem econdmica ndo compromete a
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qualidade ou a precisdo dos resultados, mas sim ressalta a eficiéncia e a eficicia do
método desenvolvido.

Os resultados exibidos nesta secdo mostram que o procedimento analitico
desenvolvido é eficiente para realizar a determinacao de etanol em vinhos. Podendo o

método em apreco ser aplicado para determinacéo de etanol em outras matrizes.
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5. CONCLUSAO GERAL

Os procedimentos desenvolvidos tiveram como foco a determinacdo de espécies
quimicas, as quais, podem afetar a qualidade da agua potavel e dos vinhos de mesa.
Essas espécies sdo, geralmente, determinadas empregando procedimentos demorados
e/ou com alto custo. Nesta tese, foram desenvolvidos dois procedimentos que podem ser
usados como alternativa aos procedimentos comumente empregados para a
determinacao dessas espécies quimicas.

O primeiro foi voltado para a determinagcdo de aluminio em &gua potavel,
empregando um processo de fluxo-batelada com deteccdo espectrofotométrica. O outro
procedimento descreve a determinacdo de etanol em vinhos de mesa, utilizando um
sistema de arraste de vapor acoplado a um sistema de fluxo-batelada com deteccéo
espectrofotométrica.

Com excecdo a substituicdo da amostra, todas as etapas do procedimento
analitico foram realizadas sem qualquer intervencéao por parte do analista. Nesse sentido,
pode-se concluir que os sistemas implementados neste trabalho permitem o
desenvolvimento de um procedimento analitico automético.

Os resultados exibidos nas sec¢des anteriores permitem concluir que, tanto o
protétipo, quanto o procedimento analitico sdo viaveis para a determinacdo de aluminio
em agua potavel e atendem as recomendacdes das agéncias reguladoras CONAMA,
FUNASA, WHO de 0,2 mg L. O procedimento para determinagéo do etanol em vinhos
de mesa se mostrou valido apdés comparacdo com o método de referéncia oficial,
apresentando aplicacao pratica e eficiente.

Os sistemas propostos sdo considerados de baixo custo, incluindo também sua
manutencdo. Os procedimentos analiticos apresentam um consumo reduzido de
reagentes. Nesse sentido, pode-se concluir que os métodos implementados, podem ser
considerados ferramentas seguras para a determinagéo dos analitos em questdo, sendo

gue ambos atendem os requisitos de métodos limpos.
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7. APENDICE

Softwares desenvolvidos para controle dos modulos de analise e para aquisicao

de dados

Os softwares apresentados a seguir foram codificados com a finalidade de otimizar
e automatizar os procedimentos analiticos para a determinagéo fotométrica de aluminio
em agua mineral e para a determinacdo de etanol em vinhos. Foram retiradas as
informacdes referentes ao que cada cédigo executa, a documentacdo para as bibliotecas
e para as func¢des de cada comando podem ser acessadas na pagina oficial do Arduino,

na aba Documentation, no link Arduino - Home.

A seguir esta apresentado o cédigo escrito e comentarios adicionais.

1. Programa desenvolvido para determinacao de aluminio em agua potavel

Programa desenvolvido na versao Arduino IDE 1.8.18 disponivel no link: (Previous

IDE Releases | Arduino). O acesso ao programa pode ser feito também na plataforma

repositorios GitHub, por meio do link: https://github.com/projectegb/aluminium.qgit. Ali séo

descritas a funcao de algumas das linhas de comando apresentadas nesse cédigo, bem
como a pinagem que foi realizada na placa Arduino e a localiza¢do de cada minibomba

e valvula.

Sketch principal

int Bombal = 23

int Bomba2 = 24;

int Bomba3 = 25;.

int Bomba4 = 26;

int Chavel = 7;

int Chave2 = 6;

int PinoPWM = 2;

int analogico0 = AO;

int TempoTrocaAmostra = 6000;
int TempoAmostragem = 5000;
int CiclosLavaRegentes = 20;


https://www.arduino.cc/
https://www.arduino.cc/en/software/OldSoftwareReleases
https://www.arduino.cc/en/software/OldSoftwareReleases
https://github.com/projectegb/aluminium.git

int CiclosinsereReag = 5;

int CiclosLimpeza = 15;

int CiclosinsereTampao = 3;
int TempoLeitura = 6000;

int TempoLavaCarreg = 5000;
int TempoEncheCela = 5000;
int TempoSecaCela = 7000;
int TempoReacao = 8000;

int Replicatas = 4;

int LarguraPulso = 240;

int ImprimeDados = HIGH,;
float Referencia = 3900;

float SinalMaior = 0;

float Absorbance = 0;

int Escuro = 67;

float SinalA = 0;

float SinalB = 0;

float SinalC = 0;

float SinalD = 0;

float SinalE = 0O;

int Tempoinicio = 0;

int Marcador = 0;

int sinalChavel = 0;

int sinalChave2 = 0;

float MaximoMiliv = O;

float SinalMilivolt = O;
#include <LiquidCrystal.h>
LigquidCrystal lcd(13, 12, 11, 10, 9, 8);

void setup()

{

pinMode(Bombal, OUTPUT);
pinMode(Bomba2, OUTPUT);
pinMode(Bomba3, OUTPUT);
pinMode(Bomba4, OUTPUT);
pinMode(Chavel, INPUT);
pinMode(Chave2, INPUT);
pinMode(analogicoO, INPUT);
pinMode(PinoPWM, OUTPUT);
Serial.begin(9600); // Inicializa a interface serial.
lcd.begin(16, 2);// Inicializa o display.
analogReadResolution(12);
Calibracao();

SecaCamara();

LavaReagentes();

}
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void loop()

{

if(Marcador == 0)
{
Serial.print(" ");
Serial.print("Tempo");
Serial.print(");
Serial.printin("Sinal™);
Marcador = 1,
}

Tempoinicio = millis();

LavaAmostra();

LeReferencia();

SecaCamara();

for(int contador = O;contador < Replicatas; contador++)
{
Serial.print(" Replicata = ");
Serial.printin(contador + 1);
Amostragem();
InsereReagentes();
EncheCela();
LeituraSinal();
Serial.print (" Maximo =");
Serial.print(SinalMaior,5);
Serial.printin(" ");
if(contador == 0)

{
SinalA = SinalMaior;
}
else if(contador == 1)
{

SinalB = SinalMaior;
else if(contador == 2)
{

SinalC = SinalMaior;

else if(contador == 3)

{
SinalD = SinalMaior;
}
else if(contador == 4)
{

SinalE = SinalMaior;

}

76



77

else if(contador == 5)

{

SinalE = SinalMaior;

}

SecaCamara();

Serial.printin(" Maximos");
Serial.print(" ");
Serial.printin(SinalA,5);
Serial.print(" ");
Serial.printin(SinalB,5);
Serial.print(" ");
Serial.printin(SinalC,5);
Serial.print(" ");
Serial.printin(SinalD,5);
Serial.print(" ");
Serial.printin(SinalE,5);
Serial.print(" ");

A seguir sdo apresentados os subprogramas individuais para cada etapa de
operacionalizacao do sistema:

void Amostragem()

Icd.clear();

Icd.setCursor(0,0);

lcd.print("Faz amostragem");
Icd.setCursor(0,1);
lcd.print(TempoAmostragem);
digitalWrite(Bombal,HIGH);

int TempoX = millis();

while(millis()- TempoX < TempoAmostragem)

float pt = float(millis()- TempoX);
float px = float(pt/1000);
lcd.setCursor(8,1);

lcd.print(px);

}

digitalWrite(Bombal,LOW),
}

void Calibracao()

Icd.clear();
Icd.setCursor(0,0);



lcd.print("Chavel:Calibra");

lcd.setCursor(0,1);

lcd.print("Chave2:Retorna");

int sinalChavel = LOW;

int sinalChave2 = LOW;

while((sinalChavel == LOW)&&(sinalChave2 == LOW))
{
sinalChavel = digitalRead(Chavel);
sinalChave2 = digitalRead(Chave?2);

}
if (sinalChavel == HIGH)

{
LavaPercurso();
EncheCela();
sinalChave2 = LOW,
while(sinalChave2 == LOW)
{
Icd.clear();
lcd.setCursor(0,0);
lcd.print("Ajust sinal:3800");
for(int nj = 0; nj <20 ; nj++)
{
int sinal = analogRead(analogico0);
Icd.setCursor(0,1);
lcd.print(sinal);
delay (200);

}
lcd.setCursor(0,0);
lcd.print("Ch2:Finaliza");

int tpx = millis();
while((millis() - tpx)<500)
{
sinalChave?2 = digitalRead(Chave?2);
}
}
intxy =0;

int somal = 0;
for (int x = 0; x < 400; x++)
{
int sinal = analogRead(analogico0);
somal = somal + sinal;
Xy = xy +1;
delay(2);

Referencia = float(somal/xy);
Icd.clear();
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lcd.setCursor(0,0);
lcd.print("Referencia");
lcd.setCursor(0,1);
lcd.print(Referencia,2);

}
while(sinalChave2 == HIGH)

{
sinalChave?2 = digitalRead(Chave?2);
delay(100);
}
Serial.printin(" ");
Serial.print(" Referencia =");
Serial.printin(Referencia);

}

void EnchecCela()

{

Icd.clear();

lcd.setCursor(0,0);

lcd.print("Enche Cela");

int tempf = millis();
digitalWrite(Bomba2,HIGH);

while((millis() - tempf) < TempoEncheCela)

float ht =float(millis() - tempf);
float px = float(ht/1000);
lcd.setCursor(0,1);
lcd.print(px);
}

digitalWrite(Bomba2,LOW);

}

void InsereReagentes()

{

Icd.clear();

lcd.setCursor(0,0);

lcd.print("Insere Reagentes");

lcd.setCursor(0,1);

lcd.print(CiclosinsereReag);

analogWrite(PinoPWM, LarguraPulso);

for(int px = 0; px < CiclosinsereReag; px++)
{
digitalWrite(Bomba3,HIGH);
delay(150);
digitalWrite(Bomba3,LOW);
delay(150);
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lcd.setCursor(8,1);
lcd.print(px);
}

for(int wx = 0; wx < CiclosInsereTampao; wx++)
{
digitalWrite(Bomba4,HIGH);
delay(150);// ULN2803.
digitalWrite(Bomba4,LOW);//Desliga.
delay(150);
lcd.setCursor(8,1);
lcd. print(wx);

int Tems = millis();
while ((millis() - Tems) < TempoReacao)

Icd.clear();
lcd.setCursor(0,0);
lcd.print("Completa reacao");
float txy = float(millis() - Tems);
float vzt = float(txy/1000);
lcd.setCursor(0,1);
lcd.print(vzt,2);
}

delay(1000);

analogWrite(PinoPWM, 0);

}

void LavaAmostra()
{
Icd.clear();
lcd.setCursor(0,0);
lcd.print("Chl:LavaAmostra");
Icd.setCursor(0,1);
lcd.print("Cha2:Retorna");
int sinalChavel = LOW;
int sinalChave2 = LOW;
while((sinalChavel == LOW)&&(sinalChave2 == LOW))
{
sinalChavel = digitalRead(Chavel);
sinalChave?2 = digitalRead(Chave?2);

}
if (sinalChavel == HIGH)

Icd.clear();
lcd.setCursor(0,0);
lcd.print("Lava com amostra");



lcd.setCursor(0,1);
lcd.print(TempoTrocaAmostra);
digitalWrite(Bombal,HIGH);

int Temp = millis();

while((millis() - Temp) < TempoTrocaAmostra)

float pxt = float(millis() - Temp);
float px = float(pxt/1000);
Icd.setCursor(8,1);
lcd.print(px);
}
digitalWrite(Bombal,LOW);
delay(1000);
digitalWrite(Bomba2,LOW);

}
while(sinalChave2 == HIGH)
{
sinalChave?2 = digitalRead(Chave?2);
delay(100);

}

void LavaPercurso()

Icd.clear();

lcd.setCursor(0,0);

lcd.print("Lava percurso”);

int tempf = millis();
digitalWrite(Bombal,HIGH);

while((millis() - tempf) < TempoLavaCarreg)

float ht =float(millis() - tempf);
float px = float(ht/1000);
lcd.setCursor(0,1);
lcd.print(px);
}

digitalWrite(Bombal,LOW);

}

void LavaReagentel()

{

Icd.clear();

lcd.setCursor(0,0);
lcd.print("Lava Reagl");
lcd.setCursor(0,1);
Icd.print(CiclosLavaRegentes);
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for(int px = 0; px < CiclosLavaRegentes; px++)
{
digitalWrite(Bomba3,HIGH);
digitalWrite(Bomba4,HIGH);
delay(150);// ULN2803.
digitalWrite(Bomba3,LOW);
digitalWrite(Bomba4,LOW);
delay(150);
lcd.setCursor(8,1);
lcd.print(px);

}
}
void LavaReagentes()
{

Icd.setCursor(0,0);
lcd.print("Chl:LavaReagent");
Icd.setCursor(0,1);
lcd.print("Chave2:Retorna");
int sinalChavel = LOW;

int sinalChave2 = LOW;

while((sinalChavel == LOW)&& (sinalChave2 == LOW))

{
sinalChavel = digitalRead(Chavel);

sinalChave?2 = digitalRead(Chave?2);
}
if (sinalChavel == HIGH)
{
LavaReagentel();
SecaCamara();

}
while(sinalChave2 == HIGH)
{
sinalChave2 = digitalRead(Chave?2);
delay(100);

}
}

void LeReferencia()

{

EncheCela();

delay (5000);

intxy =0;

int somal = 0;

for (int x = 0; x < 500; x++)

{
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int sinal = analogRead(analogico0);
somal = somal + sinal,
Xy = Xy +1;
delay(2);
}
Referencia = int(somal/xy);
Icd.clear();
Icd.setCursor(0,0);
lcd.print("Referencia™);
lcd.setCursor(0,1);
lcd.print(Referencia,2);
Serial.printin(" ");
Serial.print(" Referencia =");
Serial.printin(Referencia);

}

void LeituraSinal()

Icd.clear();

Icd.setCursor(0,0);

lcd.print("Leitura Final™);
delay(1000);

SinalMaior = 0;

int mxt = millis();

while((millis()- mxt) < TempoLeitura)

Absorbance = 0;
float soma = 0;

float Media = 0;

float Tempo = 0;

int yx = 0;

for (int x = 0;x < 200; x++)
{

int sinal = analogRead(analogico0);
soma = float(soma + sinal);
delay(2);

yX = yx +1,;

float MediaB = float(somal/yx);

Media = float (MediaB - Escuro);

float kj = log(10);

float Razao = float(Referencia/Media);
float Refl = float(log(Razao));
Absorbance = float(Ref1/kj);

float Temp = float(millis()-Tempoinicio);
Tempo = float(Temp/1000);
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if(SinalMaior < Absorbance)

{

SinalMaior = Absorbance;
}
Serial.print(" ");
Serial.print(Tempo, 2);
Serial.print(" ");
Serial.print(Absorbance, 5 );
Serial.printin(" ; );
}
lcd.setCursor(0,1);
lcd.print(SinalMaior,5);
}

void SecaCamara()

{

Icd.clear();

Icd.setCursor(0,0);

lcd.print("Seca Cela");

int tempf = millis();
digitalWrite(Bomba2,HIGH);
while((millis() - tempf) < TempoSecaCela)

{
float ht =float(millis() - tempf);

float px = float(ht/1000);
lcd.setCursor(0,1);

lcd. print(px);

}

digitalWrite(Bomba2,LOW);,
}

2. Programa desenvolvido para determinagcéo de etanol em vinhos

Programa desenvolvido na versao Arduino IDE 1.8.18 disponivel no link: (Previous

IDE Releases | Arduino). O acesso ao programa pode ser feito também na plataforma

repositorios GitHub, por meio do link: https://github.com/projectegb/ethanol.qgit. Ali séo

descritas a funcdo de algumas das linhas de comando apresentadas nesse cédigo, bem
como a pinagem que foi realizada na placa Arduino e a localizagdo de cada minibomba

e valvula.

Sketch principal


https://www.arduino.cc/en/software/OldSoftwareReleases
https://www.arduino.cc/en/software/OldSoftwareReleases
https://github.com/projectegb/ethanol.git

int Chavel = 7;

int Chave2 = 6;

int Compressor = 22;

int BombaP1 = 23;

int BombaP2 = 24;

int BombaP3 = 25;

int AtivaPortaH1 = 40;

int AtivaPortaH2 = 41;

int SinalPortaH1 = 42;

int SinalPortaH2 = 43;

int LeituraPortaH1 = HIGH;
int LeituraPortaH2 = HIGH,;
int sinalChavel = 0;

int sinalChave2 = 0;

int AnalogicoO = AQ;

int TempoSecaCa2 = 7500;
int TempoDestila = 30000;
int TempoLeitura = 5000;
int CiclosLavaReag = 22;
int CiclosReagente = 25;
int CiclosEnche = 30;

int CiclosLimpeza = 30;

int Tempoinicio = 0;

int Contador = 0;

int Replicatas = 1;

int Repeticao = 1,

float Referencia = 3800;
float LeituraEscuro = 8;
float Absorbance = 0;
float Soma = 0;

float media = 0;

float MediaMovelA = 0;
float MaximoA = 0;

float RefCoeficiente = 3.5;

#include <LiquidCrystal.h>
LiquidCrystal lcd(13, 12, 11, 10, 9, 8);

void setup()

{

pinMode(Chavel, INPUT);
pinMode(Chave2, INPUT);
pinMode(AtivaPortaH1,0UTPUT);
pinMode(AtivaPortaH2,0UTPUT);
pinMode(Compressor,OUTPUT);
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pinMode(BombaP1,0UTPUT);
pinMode(BombaP2,0UTPUT);
pinMode(BombaP3,0UTPUT);
pinMode(Analogico0, INPUT);
Serial.begin(9600);
lcd.begin(16, 2);
analogReadResolution(12);
Limpeza();

SecaCamara2();
LavaReagente();
SecaCamara2();

Calibracao();

}

void loop()
{
TrocaAmostra();
Contador = 0;
for(int replic = O; replic < Replicatas; replic ++)
{
Tempoinicio = millis();
Serial.print(" Replicata =");
Serial.printin(Contador +1);
SecaCamra2();
InsereReagente();
LeituraSinalRef();
LeituraSinal();
for(int repet = 0; repet < Repeticao; repet ++)
{
Serial.print("Repeticao = ");
Serial.printin(repet +1);
Destila();
LeituraSinal();

}

Contador = Contador + 1;

}

A seguir sdo apresentados 0s subprogramas
operacionalizagao do sistema:

void Calibracao()

{

Icd.clear();
lcd.setCursor(0,0);
lcd.print("Ajusta leitura ?");
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lcd.setCursor(0,1);
lcd.print("Ch1=Sim:Ch2=Nao");

float SinalA = 0;

sinalChave2 = LOW;

sinalChavel = LOW;

while((sinalChavel == LOW)&&(sinalChave2 == LOW))
{
sinalChavel = digitalRead(Chavel);
sinalChave?2 = digitalRead(Chave?2);

}

if (sinalChavel == HIGH)
{
EncheCamara2();

sinalChave2 = LOW;
while(sinalChave2 == LOW)
{
sinalChave?2 = digitalRead(Chave?2);
lcd.setCursor(0,0);
lcd.print("Ajust sinal=3800");
delay(1000);
float media = 0;
float Soma = 0;
intx =0;
for (int px = 0; px < 50; px++)
{
SinalA = analogRead(Analogico0);
Soma = float(Soma + SinalA);
X=X+1;
delay(2);

media = float(Soma/x);
Icd.clear();
lcd.setCursor(0,1),
lcd.printin(media,2);
delay(600);
lcd.setCursor(0,0);
lcd.print("Ch2:Finaliza™);
delay(600);
}

float media = 0;

float Soma = 0;

intx =0;

for (int px = 0; px < 400; px++)
{
SinalA = analogRead(Analogico0);
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Soma = float(Soma + SinalA);
X=X+1;
delay(2);
}
Referencia = float(Soma/x);
Serial.print(" Referencia =");
Serial.print(Referencia,2);
Serial.print(" Leitura no escuro =");
Serial.printin(LeituraEscuro,?2);
}
Icd.clear();
Icd.setCursor(0,0);
lcd.print("Finalizou™);
delay(1000);
}

void Destila()

Icd.clear();

Icd.setCursor(0,0);
lcd.print("Destila™);
digitalWrite(Compressor,HIGH);
int ht = millis();

while((millis() - ht)< TempoDestila)

{

int bt = ((millis() - ht)/1000);

lcd.setCursor(0,1);

lcd.print(bt);

}
digitalWrite(Compressor,LOW);
delay(1000);

}

void EncheCamara2()

{

Icd.clear();

lcd.setCursor(0,0);

lcd.print("Enche Camara2");

for(int ft = O; ft < CiclosEnche; ft++)
{
digitalWrite(BombaP4,HIGH);
delay(100);
digitalWrite(BombaP4,LOW);
delay(100);
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void InsereReagente()

{

Icd.clear();

lcd.setCursor(0,0);

lcd.print("Inser Reagente");

for(int nj = 0; nj < CiclosReagente; nj ++)

{
digitalWrite(BombaP3,HIGH);
delay(150);
digitalWrite(BombaP3,LOW);
delay(150);

}

void LavaReagente()

{

Icd.clear();

lcd.setCursor(0,0);

lcd.print("Lava Reagente");

lcd.setCursor(0,1);

Icd.print("Chl=Lava:Ch2=Nao");

sinalChave2 = LOW,

sinalChavel = LOW;

while((sinalChavel == LOW)&&(sinalChave2 == LOW))
{
sinalChavel = digitalRead(Chavel);
sinalChave2 = digitalRead(Chave?2);

}
if(sinalChavel == HIGH)

lcd.clear();

lcd.setCursor(0,0);

lcd.print("Bombeia Reagente");

int xconta = 0O;

for(int cont = 0; cont< CiclosLavaReag;cont ++)
{
Xxconta = xconta +1,;
lcd.setCursor(0,1);
lcd.print(cont);
lcd.setCursor(8,1);
lcd.print(xconta);
digitalWrite(BombaP3,HIGH);
delay(100);
digitalWrite(BombaP3,LOW);
delay(100);
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}
if(sinalChave2 == HIGH)
{

Calibracao();

}
}
delay(200);

void LeiturEscuro()

{

sinalChavel = LOW;
while(sinalChavel == LOW)

Icd.clear();
Icd.setCursor(0,0);
lcd.print("Apague o LED");
delay(200);
int Sinal = analogRead(Analogico0);
lcd.setCursor(0,1);
lcd.print(Sinal);
delay(500);
lcd.setCursor(0,1);
lcd.print("Ch1:finaliza");
delay(500);
sinalChavel = digitalRead(Chavel);
}

int tx = O;

float soma0 = 0O;

for(int vk = 0; vk <200; vk ++)
{
float Sinal0 = analogRead(Analogico0);
soma0 = float(soma0 + Sinal0);
tX = tx +1,;
delay(1);
}
LeituraEscuro = float(soma0/tx);
Serial.print(" Leitura no escuro =");
Serial.printin(LeituraEscuro,?2);

}

void LeituraSinal()

Icd.clear();
lcd.setCursor(0,0);
lcd.print("Leitura Sinal);
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MaximoA = 0;
intjk =0;
int tempo = millis();
while((millis() - tempo) < TempolLeitura)
{
inttx = 0;
float soma0O = 0O;
for(int vk = 0; vk <200; vk ++)
{
float Sinal0 = analogRead(Analogico0);
soma0 = float(soma0 + Sinal0);
X = tx +1;
delay(1);

media = float(soma0/tx);
float Refence = (Referencia - LeituraEscuro);
float MediaR = (media - LeituraEscuro);
float kj = log(10);//Calcula o log neperiano de 10.
float Ref = float(Refence/MediaR);
float Refl = float(log(Ref));
Absorbance = float(Ref1/kj);
if(ik < 3)

{

Absorbance = 0;

}
jk=jk+1;
lcd.setCursor(0,1);
lcd.print(Absorbance,5);
float Temp = float(millis()- Tempoinicio);
float Tempo = float(Temp/1000);
Serial.print(" ");
Serial.print(Tempo,?2);
Serial.print(" ; ");
Serial.printin(Absorbance,5);
if(MaximoA < Absorbance)

{

MaximoA = Absorbance;

}
}
Serial.print(" Maximo =");
Serial.printin(MaximoA,5);

}

void LeituraSinalRef()

{
inttx = 0;



float soma0 = 0;
for(int vk = 0; vk <400; vk ++)
{
float Sinal0 = analogRead(Analogico0);
soma0 = float(soma0 + Sinal0);
X = tx +1;
delay(1);

Referencia = float(soma0/tx);

}
void Limpeza()

Icd.clear();
lcd.setCursor(0,0);
lcd.print("Limpa sistema”);
lcd.setCursor(0,1);
Icd.print("Chl=Lava:Ch2=Nao");
sinalChave2 = LOW,
sinalChavel = LOW;
while((sinalChavel == LOW)&&(sinalChave2 == LOW))
{
sinalChavel = digitalRead(Chavel);
sinalChave?2 = digitalRead(Chave?2);

}
if(sinalChavel == HIGH)

Icd.clear();

lcd.setCursor(0,0);

lcd.print("Limpeza");

int xconta = 0O;

for(int cont = 0; cont< CiclosLimpeza;cont ++)
{
Xxconta = xconta +1,;
lcd.setCursor(0,1);
lcd.print(cont);
lcd.setCursor(8,1);
lcd.print(xconta);
digitalWrite(BombaP4,HIGH);
delay(100);
digitalWrite(BombaP4,LOW);
delay(100);

}



void SecaCamara2()

Icd.clear();

Icd.setCursor(0,0);

lcd.print("Seca a Camara2");
digitalWrite(BombaP2,HIGH);

int tempo = millis();

while(millis() - tempo < TempoSecaCa2)

int tx = (millis()-tempo);
int tv = (tx/1000);
lcd.setCursor(0,1);
lcd.print(tv);

}
digitalWrite(BombaP2,LOW);

}

void SinalEscuro()

{

for(int nj = 0; nj <4 ; nj++)

}

inttx =0;
float soma0O = 0O;
for(int vk = 0; vk <100; vk ++)

{

float Sinal0 = analogRead(Analogico0);//Fotodetector.

soma0 = float(soma0 + Sinal0);

tX = tx +1,;

delay(1);

}
media = float(soma0/tx);
float Temp = float(millis()- Tempoinicio);
float Tempo = float(Temp/1000);
Serial.print(" ");
Serial.print(Tempo,2);
Serial.print(" ");
Serial.printin(media,5);

}

void TrocaAmostra()

{

Icd.clear();

Icd.setCursor(0,0);
lcd.print("Troque a amostra");
lcd.setCursor(0,1);
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lcd.print("Ch1=Troca realizada");
sinalChavel = LOW;
while(sinalChavel == LOW)

{
sinalChavel = digitalRead(Chavel);

}
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