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Resumo

O presente trabalho pretendeu desenvolver e testar um sensor optico para detectar
ciclamato de sddio, um adogante artificial utilizado nas bebidas em geral. A primeira
abordagem neste sentido baseou-se na preparagdo de um sensor éptico através da
formagdo de complexos corados entre o ciclamato e varias espécies metalicas,
nomeadamente Hg(ll), Ba(ll), Fe(ll), Ag(ll), Pb(ll), Cd(ll), Mn (1), Ni(ll), Cu(ll), Co(ll),
Sn(ll) e Mg(ll). Perante a auséncia de resultados satisfatorios optou-se por explorar a
accao do ciclamato de sddio na transferéncia/partilha de um corante entre duas fases
liquidas imisciveis.

As fases liquidas utilizadas foram a agua e o cloroférmio. Testaram-se varias familias
de corantes mas s6 uma classe se mostrou com as caracteristicas apropriadas para o
objectivo pretendido. Dentro dessa familia de corantes, seleccionou-se aquele que, a
partida, garantiu o melhor desempenho. O sensor foi testado em diferentes condigbes
de pH e também na presenca de potenciais interferentes de forma a estabelecer as
melhores condicdes de utilizacdo. O método mostrou-se bastante simples de executar,
rapido na obtencdo de resultados e com boas caracteristicas para ser avaliado
visualmente, mas sempre de acordo com os critérios de objectividade que um trabalho
deste tipo requer. Além o disso permitiu ser calibrado de uma forma rapida e simples,
caracteristicas essenciais para a aplicagdo deste método na despistagem de ciclamato
em analises de rotina.

O método desenvolvido foi ainda aplicado a analise de vinho dopado com diferentes
concentragoes de ciclamato de sddio. Destes testes verificou-se a necessidade de
optimizagdo do método através da introdugdo de outras substancias na fase néao
aquosa diminuindo a vulnerabilidade do sensor a outros interferentes.

Como conclusao, o método correspondeu as expectativas, mostrando-se viavel para
aplicagdo a andlise de vinhos, ainda com uma margem significativa de

desenvolvimento no sentido de o tornar mais fiavel e preciso.

Palavras-chave: vinho, adocgantes artificiais, ciclamato, corantes, cor, colorimetria,

espectrofotometria, luz visivel.



Abstract

The purpose of this study was to develop an optical sensor to detect the artificial
sweetener sodium cyclamate in beverages, in case of wine. This thesis mainly
describes the development and characterization of a type sensor based on a dye
transfer between two immiscible liquid phases, from water to chloroform.

In the research phase was attempted, first, to obtain an optical sensor by forming
colored metal complexes, including Hg (), Ba (ll), Fe (II), Ag (), Pb (I ), Cd (II), Mn
(1), Ni (1), Cu (1), Co (1), Sn (1) and Mg (Il) but without clear results. Later we tested a
method that involves the transfer of dye from aqueous phase to an immiscible phase
consisting of chloroform by the action of sodium cyclamate. The method was quite
simple to implement, fast in delivering results and with good characteristics to be
assessed visually but always in accordance with criteria of objectivity that such work
requires. Besides the necessary permits to be calibrated in a quick and simple it is to
be used as screening quantified.

We tested several families of colors but only one class has proved to the
characteristics necessary for the method. Within this family of dyes are selected that, at
the outset, assured the best performance. The sensor was tested under different pH
and also in the presence of potential interferences in order to establish the best
conditions. Finally it was tested in the function for which it was designed, with raw
green wine doped with different concentrations of sodium cyclamate. These tests
proved necessary to introduce other substances in the aqueous phase do not decrease
the vulnerability of the sensor to interferents.

In conclusion, the method up to expectations, proved to be feasible even with

significant scope for development in order to make it more reliable and accurate.
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1. Introducao

1.1 Utilizagao de adogantes artificiais

Os adogantes artificiais (também chamados edulcorantes) formam uma importante
classe de aditivos alimentares. Sdo usados, cada vez mais, em alimentos, bebidas,
produtos de confeitaria e na industria farmacéutica. Eles fornecem a sensacgao intensa
de dogura, mas com pouca ou nenhuma ingestdo de conteudo energético.

A industria alimentar promove intensamente o0s seus produtos adogados
artificialmente, destacando os seus beneficios em bebidas e alimentos de baixa valor
caldrico, com o argumento que podem prevenir e diminuir a obesidade, manter o peso
corporal e controlar a diabetes. Além disso, os adogantes artificiais sdo considerados
“amigos" dos dentes por ndo serem fermentados pelas bactérias da placa dentaria. No
entanto, estes adocantes estdo entre os aditivos mais controversos, devido a
suspeitas de efeitos adversos para a saude. Destacam-se problemas dermatoldgicos,
dores de cabega, variagcbes de humor, mudancas de comportamento, dificuldades
respiratorias, convulsdes, alergias e até cancro.

Neste sentido, apenas alguns dos muitos edulcorantes intensos conhecidos podem ser
utilizados na industria alimentar. A lista de adocgantes artificiais autorizados varia de

pais para pais. Na Unido Europeia sdo autorizados seis adocgantes artificiais de alta
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intensidade para uso alimentar: ciclamato, acessulfame de potassio, aspartame,
sacarina, sucralose e a neo-hesperidina [1], apesar de nos EUA nao ser permitida a
utilizacao de ciclamato e a neo-hesperidina [2].

De uma forma geral, os adogantes podem ser utilizados separadamente ou
combinados entre si, porque individualmente podem proporcionar paladares paralelos
e/ou residuais que limitam a sua aplicagdo em alimentos e bebidas. Verificou-se que
uma mistura de adogantes faz com que o paladar indesejavel de um adogante possa
ser colmatado por outro, além da redobrada sensagdo de docgura [3]. Entre as
combinagbes mais frequente encontra-se a do ciclamato e sacarina [4]. O sabor
residual amargo da sacarina € mascarado pelo ciclamato e o sabor desagradavel de
ciclamato € mascarado pela sacarina. Ao mesmo tempo, o poder adogante da mistura
aumenta.

O ciclamato, ou E952, encontra-se entre os compostos mais utilizados como adogante
no sector alimentar (Figura 1.1). Ele pode estar presente como sal de sodio ou de
calcio. Os seus valores limite sdo iguais a 400 mg/L em bebidas e variam entre 250 e

2500 mg/Kg em sobremesas e produtos de pastelaria.

V&
N/ \O_
H

Figura 1.1 — Estrutura quimica do Ciclamato

A sua utilizagao foi, no entanto, rodeada de controvérsia. Alguns estudos sugeriram
que o ciclamato, uma vez ingerido, pode sofrer hidrélise no ambiente acido do
estbmago ou ser metabolizado por bactérias intestinais, resultando na formagao da
ciclo-hexilamina. Este composto apresenta uma toxicidade extrema e suspeita-se que
esteja associado a situagbes de cancro. Mas, em 2000, a Agéncia Europeia de
Seguranca Alimentar publicou o seu parecer sobre a seguranga do ciclamato,
afirmando que os dados epidemiolégicos disponiveis ndo revelaram indicios evidentes
de efeitos nocivos sobre os parametros da saude humana, enquanto usado como

aditivo alimentar [5].
1.2 Métodos de analise usados na deteccdo de adocgantes

Uma grande variedade de métodos, baseados em diferentes principios, tem sido
aplicada na determinagcdo de compostos presentes em alimentos, bebidas e produtos

dietéticos. A maioria dos metodos descritos no contexto deste trabalho € aplicada a

2



Introducéo

analise de adogantes na forma individual. Como é cada vez mais usual fazerem-se
combinagbes, torna-se cada vez mais premente desenvolver métodos analiticos
capazes de determinar varios edulcorantes em simultaneo.

Da grande variedade de métodos utilizados para a determinagdo de edulcorantes em
diferentes matrizes alimentares, os métodos cromatograficos tém recebido um amplo
reconhecimento. Actualmente, a técnica mais popular nesta area é a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (do inglés HPLC, High Performance Liquid Chromatography).
Uma ampla gama de colunas de separagao juntamente com uma grande variedade de
detectores faz da HPLC uma técnica “universal” para espécies moleculares e idnicas.
A anadlise destas ultimas é baseada em cromatografia iénica (do inglés IC, lon
Chromatography), uma ferramenta util na analise de multiplos adogantes em produtos
alimentares. Ela utiliza na separagdo de componentes de uma amostra, solugdes
salinas, in6cuas e baratas em vez de solventes organicos.

A electroforese capilar (do inglés CE, Cappilary Electrophoresis) é outra técnica de
separacao atraente, util para a determinacao simultanea de edulcorantes. Em algumas
situagdes a CE parece mais vantajosa que a cromatografia, quer em termos de poder
de separacgao, quer em tempo de analise, quer no baixo consumo de solventes.
Quando ha a necessidade de determinar apenas um ou dois adocantes numa dada
amostra, é muitas vezes mais razoavel aplicar métodos simples, rapidos,
reprodutiveis, especialmente desenvolvidos para o produto especifico. Os métodos
electroquimicos e espectroscdopicos, proporcionam resultados analiticos num curto
espaco de tempo, sobretudo quando associados a sistemas de analise por injeccao
em fluxo (do inglés, FIA Flow Injection Analysis).

Todos os métodos referidos tém sido amplamente utilizados na determinagao do

acessulfame de potassio, sacarina, ciclamato e aspartame.
1.2.1 Cromatografia liquida

Este € método mais utilizado para a determinagdo de adocgantes artificiais [6]. A
amostra a analisar é introduzida em pequenas quantidades numa coluna. Ao longo
deste percurso os varios componentes atrasam-se diferencialmente. O tempo que
demora cada componente a sair da coluna denomina-se tempo de retengao e depende
das interacgdes quimicas ou fisicas do analito com a fase mével e a fase estacionaria.
No caso particular da cromatografia liquida (do inglés, LC Liquid Chromatography) a
retencdo é originada pela atraccido ou repulsdo electrostatica entre os ides de cada
uma das fases; a retengao ou repulsdo dos componentes da amostra depende se as

cargas sao idénticas ou opostas relativamente a fase estacionaria, A utilizagdo de
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pressdo aquando da introducdo da amostra na coluna cromatografica incrementa a
velocidade linear dos compostos, melhorando a resolugdo do método. Os eluentes
mais utilizados sdo a agua, o metanol e o acetonitrilo.

Os sistemas de deteccao presentes no fim da coluna sao a espectrofotometria UV/VIS
[7], amperometria [8], coulometria [9] e a espectrometria de massa [10].

A cromatografia em camada delgada (do inglés, TLC Thin-layer chromatography) é
bastante utilizada para a identificacdo e determinacido de edulcorantes artificiais [11].
devido a sua facilidade experimental e ao seu baixo custo. Nesta cromatografia a fase
estacionaria é suportada uma por uma placa plana micro porosa semelhante ao papel.

A fase movel desloca-se através da placa por capilaridade ou por gravidade.

1.2.2 Cromatografia gasosa

A cromatografia gasosa (do inglés GC, Gas Chromatography) é pouco utilizada como
ferramenta analitica para a determinagao de edulcorantes devido a baixa volatilidade
destes compostos [12]. Antes da analise, os edulcorantes devem ser convertidos em
compostos volateis, o que € principal desvantagem do GC. Esta etapa nao é apenas

trabalhosa e demorada, mas também uma fonte erros.

1.2.3 Electroforese capilar

A eletroforese capilar CE é uma ferramenta poderosa na analise de alimentos. Devido
ao seu elevado poder de resolugdo, baixo consumo de solventes e facilidade de
automacdo, a CE é uma alternativa viavel ao HPLC. Diferentes modos de CE sao
utilizados na analise de adogantes individuais ou misturas de edulcorantes [13]. E um
método de analise que se baseia na separagdo de moléculas carregadas sob a

influéncia de um campo eléctrico.

1.2.4 Analise por injecgdo em fluxo

A analise por injeccao em fluxo (FIA) € uma técnica para a determinacado automatizada
e em continuo, processando um grande numero de amostras. O inconveniente é poder
determinar, apenas, um ou dois adogantes em cada amostra. A utilizacido de
metodologias FIA apresenta ainda vantagens como a utilizagcdo de pequenas
quantidades de amostra e reagentes, alta reprodutibilidade, rapidez de analise,
operacado simples. Baseiam-se na injeccdo da amostra num fluxo transportador

impulsionado por uma bomba, originando uma dispersao continua durante o percurso

4
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em direccao a um detector, onde sao realizadas as leituras.

1.2.5 Técnicas electroquimicas

Relativamente a determinacao de edulcorantes, foi possivel encontrar alguns trabalhos
baseados em técnicas electroquimicas [14]. Estas técnicas baseiam-se nas
propriedades eléctricas das substancias a analisar em solugao, sendo as mais comuns
a potenciometria, a conductimetria, a voltametria, a electrogravimetria e a coulometria.
Elas séo versateis para a determinagdo de adocgantes artificiais, porque sao simples,
rapidas e de baixo custo. Além disso, permitem a analise directa das amostras,
mesmo quando as solugbes envolvidas sao turvas e/ou coloridas. Podem ser usadas
na analise de um ou mais adogantes, separados ou em misturas com produtos

alimentares.

1.2.6 Técnicas espectroscopicas

As técnicas espectroscépicas sdo, genericamente, muito utilizadas na determinacao
de edulcorantes em alimentos. Baseiam-se na resposta que a grande maioria das
moléculas fornece quando se faz incidir um feixe de radiacdes electromagnéticas. As
gamas do espectro electromagnético mais utilizadas neste tipo de analise
correspondem ao ultravioleta (UV), ao visivel (Vis) e ao infravermelho.

As radiagdes electromagnéticas interagem, essencialmente, com os electrdes de
valéncia. As moléculas, principalmente as organicas, possuem liga¢des covalentes do
tipo m cujos electrdes que sao facilmente excitaveis. Absorvem radiacdes a
determinados comprimentos de onda e passam para orbitais energicamente
superiores. Depois, ao voltarem ao estado de relaxagcdo, devolvem a energia
absorvida através de radiagdes com comprimentos de onda energicamente inferiores e
(ou) através de deformagdes elasticas das moléculas.

Mesmo quando a substancia a analisar nao apresenta caracteristicas que permitam a
sua analise directa, é possivel transforma-la numa espécie absorvente. Um exemplo
desta situacdo é a formacdo de um complexo com o analito que apresente
caracteristicas de absor¢gdo numa dada regido espectral, pressupondo coloragao
sempre que se trate de radiacao visivel.

Quando este principio é acoplado a uma superficie de reconhecimento/aquisicdo de
sinal, toma a designacdo de sensor optico. Um sensor desta natureza apresenta
diversas vantagens do ponto de vista analitico. E uma unidade de baixo custo,

resposta rapida e portavel, permitindo a realizagao de analises in situ e fornecendo
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resultados em tempo real. Neste sentido, uma metodologia baseada em sensores
Opticos para a despistagem de adogantes em alimentos/bebidas poderia constituir uma

alternativa vantajosa aos demais métodos publicados na literatura.

1.3 Sensores 4pticos

Um sensor mede o valor absoluto ou a variagdo de uma propriedade fisica,
convertendo-a num sinal que pode ser medido por um observador ou um instrumento.
No caso particular de um sensor Optico, ou optosensor, a propriedade fisica envolvida
€ a luz. De um modo geral, o sensor 6ptico € constituido por um elemento emissor de
luz, que transforma um sinal eléctrico num sinal éptico, € um elemento de recepgao de
luz, que transforma o sinal éptico em um sinal eléctrico (Hulanicki et al., 1991).

Em termos praticos, a luz e o objecto sdo os componentes principais neste processo
de monitorizagao da cor. O observador ou um equipamento de medida assumem
também um papel primordial neste contexto, em virtude da sua intervengao directa no

resultado final.

1.3.1 Luz

Sob o ponto de vista do observador, a luz € aquilo que 0s nossos olhos conseguem
detectar. Sob o ponto de vista fisico a luz é constituida por "particulas" infimas,
chamadas fotdes, que se deslocam a velocidade da luz. Essas “particulas” geram, no
seu deslocamento, um campo electromagnético oscilante que interage com a matéria
por onde se difunde, por isso, também se chamam radia¢des electromagnéticas.

As radiagdes electromagnéticas ndo se cingem aquilo que 0s nossos 6rgaos visuais
conseguem ver. Existem um vasto espectro de radiagbes electromagnéticas que vao
desde raios césmicos até as ondas radio. A figura seguinte é elucidativa e representa
o vasto espectro electromagnético.

As radiagbes electromagnéticas transportam energia (E). Essa energia depende da
sua frequéncia (v) e é proporcional a constante de Plank (h’), segundo a equacao 1.1.
Por outro lado, a frequéncia das radiagbes electromagnéticas é inversamente
proporcional ao comprimento de onda (), sendo que o produto da frequéncia e do

comprimento de onda de uma radiacao iguala a velocidade da luz (equagao 1.2).
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Figura 1.2 - Espectro electromagnético.

E=h xv (eq. 1.1)

A=clv (eq. 1.2)

O espectro da luz visivel abrange radiagdes com um comprimento de onda (L) entre,
aproximadamente, 400 e 700 nm. A luz é caracterizada pela sua distribuicao espectral
e, na perspectiva do observador, os comprimentos de onda das radiag¢des relacionam-
se com as cores do arco-iris segundo a Figura 1.3. O arco-iris ndo € mais do que a luz
branca sujeita ao processo de refraccdo, apresentando as radiagbes
electromagnéticas ordenadas segundo o comprimento de onda. Aos nossos olhos, a
luz com emissao semelhante ao longo de todo o espectro parecera branca, enquanto
a predominadncia de emissdo num intervalo restrito do espectro relativamente a

restante correspondera a cor que se relaciona com essa gama.

Ultra - violeta
Infravermelho

400 nm 450 nm 500 nm 550 nm 600 nm 650 nm 700 nm

Figura 1.3 — Cores do espectro electromagnético na regido visivel.
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Tendo em conta as inumeras e variadas fontes de luz existentes a CIE (Commission
Internationale de L’Ecleirage), organismo que estabelece as normas na area da luz/cor
definiu varios padroes iluminantes, devidamente tabelados [15]. Os que mais se

destacam sao os correspondentes as luzes mais comuns do quotidiano, representados

na Figura 1.4.
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Figura 1.4 — Distribuigdo da energia espectral relativa de diversos padrdes iluminante: luz do
dia (D65), lampada incandescente (A), lampada fluorescente TL84 da Philips (F11) e lampada
fluorescente “fria” (F2).

1.3.2 Objecto

Quando um feixe de luz incide num objecto podem ocorrer diversos fenémenos, em
simultineo ou de forma isolada. Sao eles a reflexdo especular, reflexdo difusa,
transmissao especular, transmissao difusa e finalmente a absorgao da luz.

Quando a luz é reflectida no angulo oposto ao da incidéncia acontece a reflexdo
especular (Figura 1.5). A reflexao da luz acontece porque ela é devolvida e designa-se
por especular devido a simetria angular com que este fendbmeno se processa. Este
fendmeno associa-se a objectos cuja superficie apresenta uma elevada regularidade.
Um exempilo tipico desta situagéo é a de um espelho.

Mas se o feixe de luz atravessa um objecto homogéneo e, apesar de sofrer um desvio
devido a refraccdo da luz, a direcgdo permanece inalterada, isto é, o angulo de
transmissdo € idéntico ao de angulo de incidéncia, o fenbmeno observado é a
transmissdo especular (Figura 1.6). Designa-se transmissdo porque atravessa o
objecto e especular porque ndo ha variagdo do angulo inicial. Um caso tipico é um

vidro transparente.
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\ 4

AV

Figura 1.5 — Reflexao especular

N\

»

Figura 1.6 — Transmissao especular.

Quando a superficie do objecto é irregular, a luz incidente sobre ele sera reflectida em
diversos angulos. O numero de angulos sera tanto maior quanto mais irregular for a
superficie. Chama-se a este fendmeno reflexao difusa (Figura 1.7). A reflexao resulta
da devolugado da luz, sendo difusa devido a forma como é difundida em todas as

direcgoes. O caso tipico € uma folha de papel branca.

A\

Ny

Figura 1.7 — Reflex&o difusa

Quanto um objecto resulta de uma subdivisao infima de um dado material ou de redes
de fibras microscopicas originara uma infinidade de efeitos de refrac¢ao. Neste caso, a
luz incidente sera sucessivamente sujeita a desvios relativamente ao seu percurso
original (Figura 1.8). Como resultado da dispersdo no interior do objecto, parte da luz
sera devolvida de forma dispersa (reflexao difusa) e outra parte atravessara o objecto

também em varias direc¢oes (transmissao difusa).
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//I/\

Figura 1.8 — Objecto com reflexdo especular, transmissao especular, reflexao difusa e

transmisséo difusa.

Se a luz que se difunde no objecto encontrar, ao longo do seu percurso, substancias
que absorvam preferencialmente radiagdes electromagnéticas pertencentes a
determinadas gamas do espectro, o objecto sera colorido de acordo com os intervalos
de comprimento de onda absorvidos/reflectidos. Por exemplo, um objecto sera
vermelho quando a luz que nele incidiu foi selectivamente absorvida na gama
compreendida entre 400 e 650 nm e sé as radiagdes correspondentes ao vermelho,

entre 650 e 700 nm, se mantiveram intactas.

Figura 1.9 — Objecto com corante vermelho

A forma mais usual de quantificar a cor de um objecto é medir a percentagem
espectral de radiacao reflectida, %R(L), ou transmitida, %T(A), ao longo de todo o
espectro visivel. Para este efeito, torna-se necessario medir a intensidade de luz
espectral transmitida, It(1), ou reflectida, Ir(A), proveniente do objecto, e a intensidade
de luz espectral que incide sobre o objecto, li(A). A relagdo entre estas unidades

encontra-se expressa nas equagdes 1.3 e 1.4.
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(L) / 1i(A) x 100 = %R(L) (eq. 1.3)

It(.) / 1i(%) x 100 = %T(1) (eq. 1.4)

A relacao entre a radiacao reflectida e a transmitida é responsavel pela coloragédo dos
objectos. Em termos gerais, um objecto negro nao reflecte nenhuma (ou absorve toda)
luz ao longo do espectro e um objecto branco reflecte toda (ou ndo absorve nenhuma)
luz (Figura 1.10). Um objecto colorido reflecte a faixa de radiagbes correspondente a
sua cor e absorve a faixa complementar.

1an
[

400 [rm] 70101 400 [nm] fley

LLEY,

%]

400 Irm] 700 400 [rim] 70

Figura 1.10 - Espectros de reflectancia para objectos de cores diferentes.

1.3.3 Observador

Em termos gerais a imagem que cada individuo observa resulta da incidéncia de luz
numa zona no interior do globo ocular chamada retina, constituida por células

sensiveis a luz. Estas células subdividem-se em bastonetes, que nos conferem a visao

11
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acromatica em ambientes nocturnos ou de baixa luminosidade e cones, que nos
conferem a sensagado da cor em ambientes diurno ou de alta luminosidade. Os cones
sdo divididos em trés categorias: 0os cones X sensiveis a zona vermelha do espectro,
os cones Y sensiveis a zona verde do espectro e os cones Z sensiveis a zona azul do
espectro. Quando a luz é predominantemente vermelha sdo os cones X 0s mais
estimulados. Se a luz for verde estimulam-se preferencialmente os cones Y e quanto a
luz é azul sdo os cones Z os mais estimulados. Esses estimulos sao enviados para o
sistema nervoso central na forma de impulsos eléctricos e originam a sensacgao,
meramente emocional, da cor.

A CIE estabeleceu dois observadores padrao com o objectivo de padronizar esta
medida. Os valores esperados estdo devidamente tabelados [16], representando-se

um destes observadores na Figura 1.11.

20—

|
NI

T T T ™ 0
600 nm 700 400 500 600 nm 700 400 500 600 nm 700

400 500

Figura 1.11 - Sensibilidade espectral relativa de um observador standard segundo a CIE

A determinacdo dos valores globais de estimulacdo é efectuada com base na
distribuicdo espectral de energia de um iluminante S(1), espectro de reflectancia da
cor %R(L) e as sensibilidades espectrais relativas, x(), y(A) e z(1) de acordo com as

equacbes de 1.5a 1.7.

X =% S(A) x %R(L) x x(1) (eq. 1.5)
Y = 2 S(A) x %R(L) x y(1) (eq. 1.6)
Z =3 S(L) x %R(L) x z(A) (eq. 1.7)

A determinagao da fracgcao de estimulo de cada tipo de cone é calculada através das

12
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equacgdes 1.8 a 1.10. A Figura 1.12 representa o diagrama de cromaticidade da CIE e
relaciona a cor visualizada por um observador padrdao com a fraccdo de estimulo de

cada um dos trés tipos de cone.

x=X/(X+Y+2) (eq. 1.8)
Y=Y/ (X+Y+2) (eq. 1.9)
2=Z/(X+Y +2) (eq. 1.10)
S
o8
06
Y o4 \
02 A
g 02 04 06 a
X

Figura 1.12 - Diagrama de cromaticidades de CIE

Para que uma cor seja caracterizada por uma linguagem comum e universal a CIE
(Commission Internationale de L’Ecleirage) criou um espago de cor tridimensional que
quantifica a cor segundo as coordenadas L* (luminosidade de cor), a* (componente
vermelho/verde de cor) e b* (componente amarelo/azul de cor). Estas coordenadas
sdo calculadas com base nas equagbes 1.11, 1.12 e 1.13, uma vez conhecidos o0s
valores tristimulos do iluminante (100% de reflectancia), X,, Y, e Z,. Os valores aqui
obtidos sao utilizados para calcular a cromaticidade ou saturacdo de cor (C*) e a

tonalidade de cor (h), de acordo com as equagdes 1.14 e 1.15.

L*=116 (Y /Y.)"*- 16 (eq. 1.11)

a* =500 [(X/X)"- (Y /1Y) (eq. 1.12)

13
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b* =200 [(Y/Y.)"-(Z/Z,)" (eq. 1.13)
C*=+Va*?+b*? (eq. 1.14)
h = arctan (b*/ a*) (eq. 1.15)

As entidades L*, a*, b*, C* e h s&o, na realidade, coordenadas de cor rectangulares e
polares no espaco de cor da ClELab. O eixo L* corresponde a luminosidade
(claro/escuro) e é perpendicular ao plano formado pelos eixos a* e b*. O seu valor
varia de 0 para o preto até 100 para o branco. Os eixos a* e b* sdo perpendiculares
entre si e definem o plano de cromaticidade. Estes eixos interceptam-se no eixo L*
(eixo das acromaticidades referente ao preto, cinzentos e branco). Cores com a
mesma tonalidade estdo no plano a* e b* em linhas rectas com origem no eixo L*. o
comprimento dessa linha denomina-se cromaticidade ou saturacdo da cor e
corresponde ao valor C*. O angulo de rotagdo h em graus é corresponde a tonalidade.
Valores de h iguais a 0 ou 90 correspondem a uma cor predominantemente vermelha

ou amarela e valores iguais a 180 ou 270 correspondem a cor verde ou azul.

Branco + Amarelo

Verde - Y + Vermelho

- Azul Preto

Figura 1.13 - Espaco de cor da CIELab, 1976
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1.3.4 Equipamento de medida (transmitancia/reflectancia)

De uma forma geral, o espectrofotémetro é o equipamento de eleigdo para medir a cor
como uma propriedade fisica da matéria. A cor nao é mais do que a relagao espectral
entre intensidade de luz emitida pela amostra e a intensidade de luz emitida pela fonte
de iluminagdo, transmitancia (para amostras transparentes) a reflectancia (para
amostras translucidas).

Em termos gerais, um espectrofotometro é constituido por uma fonte de iluminagao,
constituida por uma lampada (flash de xénon, incandescente ou até leds) e uma fonte
difusora de luz (uma esfera revestida a sulfato de bario), e um sistema 6ptico de lentes
e fibras opticas de duplo feixe, que transmite a luz proveniente, tanto da fonte de
iluminagdo como da amostram até ao monocromador (Figura 1.14). O monocromador
€ constituido por redes de difraccao de alta resolugcao que reflectem a luz ja ordenada
pelos seus comprimentos de onda. A luz reflectida incide num conjunto de micro-

células fotoeléctricas devidamente posicionadas, convertendo-a em sinal eléctrico.

Fotedstectoras
Fales de rmarancla
Exfana de Auminagso Rededsd/fraccde
C Fotedatactoreg
Amagtra 'mﬁ':ﬁ Smeatra transnaranta Reds de diffaccds
Lémpada Fabes da amestra @ mesdlr

Figura 1.14 - Esquema de um espectrofotdmetro de feixe duplo para medir amostras opacas

ou transparentes

Existem varios modelos no mercado, mais vocacionados para amostras liquidas ou
solidas, ou para amostras transparentes ou opacas. No caso de medicdo em
superficie sdlida seria conveniente optar por uma sonda com fibra Optica associada a
um sistema de aquisicdo de sinal apropriado. Para sistemas liquidos a solugdo mais
conveniente passaria pela medida tradicional das solugdes em cuvetes.

Independentemente do sistema utilizado, a monitorizacdo da cor propriamente dita, a
propriedade de interesse na avaliagédo de um sensor optico capaz de ser interpretado
por um observador, implica uma abordagem matematica sobre as coordenadas que a

caracterizam.
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1.4 Matematica da cor

A abordagem matematica sobre a cor depende do estado fisico do sistema em estudo.
Um sistema liquido (solugbes ou meios transparentes) € suportado pela Lei de
Lambert-Bourger-Beer [17], designada muitas vezes por Lei de Beer. Um sistema

sélido (ou meios opacos ou translucidos) recorre a Lei de Kubelka Munk [18].

1.4.1 Lei de Beer

Considere-se um meio transparente de espessura b atravessado por um feixe de luz
monocromatica (a um sé comprimento de onda) com uma intensidade incidente, i, e
uma intensidade transmitida, It. Ao longo da solugéo a intensidade de luz, I, vai sendo
sucessivamente atenuada a medida que encontra centros absorventes de corante. A
equacao 1.16 caracteriza esta atenuagado de acordo com coeficiente de absor¢do do
corante em questao, K. Tendo em conta que a transmitancia, T, € a razdo entre as
intensidades de radiagdo transmitida sobre a incidente, tomando sempre valores
inferiores ou iguais a um (equagéo 1.17), a resolug¢ao do integral da equacgao 1.16 para

a espessura b origina as equagdes 1.18 ou 1.19.

dl / db= Kl (eq. 1.16)
i/1t=T (eq. 1.17)
i/1t=T=e™ (eq. 1.18)
-log T=Kb (eq. 1.19)

Considerando que K depende das caracteristicas especificas do meio corante e da
sua concentracdo, o seu valor pode ser expresso de acordo com a equacgao 1.20, em
que a representa a absortividade e ¢ a concentracdo do corante. O valor de
Absorvancia, A, pode ser relacionado quer com a T quer com o valor de K (ver

equacéao 1.21).

K=axc (eq. 1.20)
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-logT=axbxc=A (eq.1.21)

Quanto num sistema liquido existem mais do que uma entidade absorvente (diferentes
corantes), o valor total de A obtido (Ar) € o somatdrio da contribuicdo de cada
componente (equagao 1.22). Esta situacao € aplicavel desde que a Lei de Beer seja
aditiva, estando garantida a ndo interac¢éo entre os varios componentes presentes no

sistema.

A1= Asovente tA1C1+...+ AnCy (eq. 1.22)

1.4.2 Lei de Kubelka Munk

A abordagem para meios opacos ou translucidos é semelhante a Lei de Beer,
embora o modelo matematico seja substancialmente, diferente. Considere-se um meio
com uma espessura x onde a luz seja absorvida e sucessivamente dispersada do seu
trajecto original sobre um fundo com uma reflectédncia conhecida Rg. A intensidade de
luz que atravessa o0 meio € designada por i e a intensidade de luz que retorna é
designada por j. Enquanto i vai diminuindo com a espessura do meio devido a
sucessivas absorc¢oes e dispersdes, j vai aumentando em termos relativos devido a
sucessivas dispersdes. Os coeficientes de dispersao e de absorgcdo foram
representados por K e S. Entdo, convertendo as equacgdes 1.23 e 1.24 numa so,
resolvendo-a e integrando-a, surge a equacgao geral de Kubelka Munk (equagao 1.25),
onde R é a reflectancia unitaria para a espessura x e Rg a reflectancia unitaria para a
espessura x igual a 0. Os valores de a e b podem ser obtidos através das equagdes
1.26 e 1.27.

di / (-dx) = (K + S)i + Sj (eq. 1.23)

dj/dx = -(K+S)j + Si (eq. 1.24)

1-Rg (a - b coth bSx)
R = (eq. 1.25)
a - Rg + b coth bSx

a=1+(KS) (eq. 1.26)

b=(a?-1)" (eq. 1.27)
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Como para uma espessura infinita obtemos uma disperséao infinita, a equacgéo geral de
Kubelka Munk simplifica-se na equacao 1.28, em que Rw € a reflectancia unitaria para

uma espessura da amostra infinita (amostra opaca).

K/S= (1-Rw)? /2R (eq. 1.28)
Analogamente a Lei de Beer, se meio opaco tiver diferentes entidades com
caracteristicas distintas em termos de absorcéo e de dispersao da luz, a relagao K/S
total sera dada pelo somatério da contribuicdo individual de cada entidade (equacao

1.29), a concentragdo em que cada um se encontra.

KT/ST = Ksubstrato + K1C1 ... Kncn / Ssubstrato + S1C1 . SnCn (eq 129)
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2. Descricao Experimental

2.1 Consideracdes gerais

Houve uma avaliagdo prévia da pratica laboratorial que envolvia cada uma das
alternativas disponiveis para criar o sensor 6ptico. Tal avaliagdo permitiu adoptar uma
pratica laboratorial sistematica e abrangente, evitando tempo perdido na dispersao de
utilizacdo de material e equipamento, e também proporcionar condi¢des idénticas as
que iriam ser usadas no “terreno”.

O trabalho foi constituido por trés etapas, estudo prévio do tipo de sensor mais

adequado a situagdo em concreto, desenvolvimento e teste.
2.2 Material e equipamentos utilizados
Os ensaios foram todos efectuados em tubos de ensaio de 10 ml, as solu¢des foram

preparadas em baldes volumétricos de classe A, com capacidades de 50.00 a 500.00

ml. Para volumes inferiores recorreu-se a pipetas automaticas Gilson®, modelos P20,
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P100, P1000 e P5000 de volume regulavel. As pesagens foram realizadas numa
balanca Mettler Toledo MS205DU, com precisao de 0,01g até 82g e 0.1mg até 220g.
As leituras de absorvancia foram efectuadas no espectrofotometro Evolution 300 BB
UV-Visible em cuvetes de quartzo. A medicdo do pH para a preparacao das solugoes

tampao foi realizada no pH Meter GLP 22 da Crison.

2.3 Reagentes

A agua utilizada na preparacdo das solugdes proveio da rede geral tratada com
resinas de permuta idnica, obtendo-se uma condutividade igual ou inferior a 0,054 uS
cm”, a 25°C. Todos os reagentes aqui mencionados sdo reagentes de analise com
elevado indice de pureza, p.a. ou superior, provenientes de marcas comerciais bem
conhecidas (Riedel-deHaen, Merck, Sigma ou Aldrich).

As solucdes de sais de calcio, prata, cobre (ll), zinco, magnésio, mercurio (ll), estanho,
chumbo, manganés, ferro (ll), cadmio, niquel e bario, foram preparadas a partir dos
respectivos sais de cloretos, nitratos e sulfatos.

As solugdes aquosas mais concentradas foram preparadas por pesagem rigorosa dos
sélidos e dissolugdo num volume rigoroso de em solvente apropriado. As menos
concentradas foram obtidas por diluigdo rigorosa das anteriores.

Com excepgao dos indicadores, todos os corantes mencionados foram identificados
pelo seu nome comercial.

Os solventes testados na fase ndao aquosa foram o cloroférmio, o tetracloreto de
carbono, o éter etilico, a acetona e os alcoois metilico e etilico.

Para ajuste de pH foi utilizada uma solucéo de fosfato de potassio 0,1 M, acidificada
com acido fosférico e alcalinizada com uma solugdo concentrada de hidroxido de

sodio.

2.4 Estudos preliminares

2.4.1 Obtencéo de complexos corados

A possibilidade de formacdo de complexos corados for testada para os 12 catides
seguintes: Ca*, Ag®, Cu*, Zn*, Mg®*, Hg**, Sn**, Pb*, Mn%, Fe ?*, Cd**, Ni** e Ba".
Para este efeito, transferiram-se 5,0 ml de solugao de ciclamato de sddio, 0,1 M, para
tubos de ensaio de 10 ml. A este volume adicionou-se a quantidade rigorosa de sal da

espécie metalica de forma a obter uma concentragao final em catido igual 0,1 M. Os
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testes foram efectuados ao pH da agua desionizada (~ 5,8), a pH acido (< 4) através
da adigado de duas gotas de acido fosférico concentrado e a pH alcalino (> 10) através
da adicao de duas gotas de hidroxido de sddio concentrado.

Os ensaios em branco deste estudo foram preparados substituindo a solugdo de
ciclamato por agua desionizada (pH ~ 5,8) e por agua desionizada alterada para pH

acido (< 4) ou alcalino (> 10).

2.4.2 Transferéncia de cor entre fases imisciveis através do ciclamato

Foram testados varios corantes de varias familias para se seleccionar os trés que
garantiam uma transferéncia efectiva da fase aquosa para a fase de cloroférmio. Os
ensaios foram realizados em tubos de ensaio de 10 ml contendo uma fase de 5 ml
agua desionizada ou solugéo de ciclamato de sodio 0,1 M, tendo sido acrescentado o
peso de cada corante em p6 de forma a obter a concentracdo de 100 g/l. A fase de

cloroférmio foi de 2,5 ml.

2.5 Optimizacéao e seleccao do corante

Por motivos de natureza pratica, estipulou-se que o volume total das duas fases nao
poderia ultrapassar 7,5 ml. Este volume permitia a homogeneizagao do tubo de 10 ml
por agitacao efectiva. A fase aquosa foi constituida por 1,0 ml de solugao de corante
mais 4,0 ml de solugao a ser testada. O volume da fase cloroférmica foi igual a 2,5 ml.
Estas condicbes mantiveram-se até ao fim do trabalho sem que houvesse
necessidade de as alterar.

Cada corante foi testado de forma a obter na fase aquosa concentragbes de corante
iguais a 5, 10 e 20 g/l e concentragdes de ciclamato de sédio iguais a 0, 1,0x10™,
5,0x10*, 1,0x10, 5,0x107?, 1,0x10? e 5,0x10% M.

O corante seleccionado foi a Azul Astrazon BG e a sua concentracdo na fase aquosa

foiigual a 5 g/l.

2.6 Efeito do pH

Este estudo foi realizado de modo semelhante ao indicado anteriormente, substituindo
a agua desionizada nas solugbes base de corante e ciclamato de sédio por solugao

tampao. Neste sentido, a fase aquosa perfazia 5,0 ml, distribuidos entre 1,0 ml de

solugcao de corante e 4,0 ml de solucdo a ser testada. A fase de cloroférmica
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apresentava um volume igual a 2,5 ml. Foi preparada uma solu¢do tampéao de fosfato
de potassio 0,1 M com ajuste do pH mediante a adi¢do de solugdo de hidroxido de
sédio concentrado ou de acido fosférico concentrado. Mais uma vez, o procedimento
foi o0 equivalente ao adoptado no ponto anterior, fixando-se neste caso a concentragcao
de corante em 5 g/l e variando as concentracdes de ciclamato de sddio (0, 1,0x10™,
5,0x10*, 1,0x107, 5,010, 1,0x102 e 5,010 M).

2.7 Interferentes

O efeito de espécies eventualmente interferentes foi avaliado de modo analogo ao
efectuado para o estudo de pH. A fase aquosa compreendia 1,0 ml de solugado de
corante e 4,0 ml de solugdo a ser testada e a fase cloroférmico apresentava um
volume total de 2,5 ml. Foram preparadas solugdes de frutose e de sacarose com
concentracgdes iguais a 5, 10 e 20 g/l. Posteriormente, prepararam-se solugbes base
de corante e ciclamato de sd6dio com cada uma das solucbes de frutose e sacarose de
forma a obter a concentracdo de corante de 5 g/l e concentragbes de ciclamato de
sédio de 0, 1,0x10, 5,0x10*, 1,0x10%, 5,0x10, 1,0x102 e 5,0x102 M.

2.8 Aplicacdo do sistema sensor

O sensor foi aplicado na andlise de vinho. Para este efeito, o volume de 4,0 ml de
amostra a ser testada foi adicionado a um tubo de ensaio contendo 2,5 ml de
cloroférmio e 1,0 ml de solucdo de corante foi adicionado. O método pode ser
calibrado em fungdo das intensidades de cor obtidas mediante a alteracdo de
concentracdo do corante e a alteragdo do volume de cada uma das fases, mas tal ndo

foi necessario.
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3. Resultados e Discussao

3.1 Consideracdes gerais

Sendo este capitulo destinado a analisar resultados obtidos e, em fungdo deles,
discutir e decidir qual o passo seguinte a dar, tentou-se transcrever de uma forma mais
fidedigna possivel o raciocinio subjacente a cada decisdo, deste a pesquisa até a
obtenc¢ao do resultado final. Também houve o cuidado de, apesar do objectivo final ser
um meio de apreciagao visual por si subjectiva, tentar sempre justificar as opgdes
tomadas com base em valores medidos.

Numa fase inicial optou-se por ensaiar a formacdo de complexos corados entre o
ciclamato e diversas espécies metalicas. Posteriormente, optou-se por explorar a
capacidade que o ciclamato apresenta em alterar o coeficiente de partilha de um

corante entre duas fases imisciveis.
3.2 Formagéao de complexos corados

A formacado de complexos corados entre espécies inorganicas e o ciclamato seria, a
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partida, uma solu¢do promissora, devido a facilidade com que as moléculas organicas
formam complexos corados. Neste estudo ensaiaram-se os catides Ca?*, Ag®*, Cu?,
Zn**, Mg?, Hg*, Sn*, Pb®*, Mn?, Fe*, Cd*, Ni**, Ba®", Ba** em agua desionizada
(pH =~ 5,8), meio acido (pH < 4) e meio alcalino (pH > 8). A utilizagdo destas 3 regides
de pH claramente distintas prendeu-se com a interferéncia tipica das espécies H" ou
OH" em reacgdes colorimétricas. Os efeitos mais esperados neste estudo seriam a
solubilidade das espécies metalicas (tipicamente superior a pH acido) e a alteracdo da
cinética ou dos produtos da reacgdo em causa (originando perda ou alteragao de cor).
Os resultados obtidos neste estudo encontram-se representados nas fotografias

seguintes (Figuras 3.1 a 3.3).

A N ]
r T Tt L

Ry

Hihbihie s |0 R

Figura 3.2 Obtencéao de cor por complexagdo em pH < 4.

Apesar da qualidade das fotografias ndo ser a melhor, verifica-se, para alguns catides,
a existéncia de cor a um pH =~ 5,8 devido a cor conferida pelo respectivo sal. Verifica-
se o desaparecimento de cor a um pH < 4 e a obtencdo ou agravamento de cor a um
pH > 10. No entanto, a realizacdo de ensaios sem ciclamato de sédio conduziu

exactamente as mesmas cores, has mesmas condigdes. Neste sentido, as cores e
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(ou) a translucidez que se véem nas fotografias ndo foram obtidas devido a acgéo do
ciclamato de sodio.

Nesta fase pensou-se que o aparecimento de um complexo corado com o ciclamato
nao seria simples. Poderia requerer, nomeadamente, uma terceira espécie ou

condigbes de ensaio muito particulares.

il

I

[l ¥y

Figura 3.3 Obtengéo de cor por complexagéo em pH > 10.

Mantendo em vista o propdsito de desenvolver uma metodologia simples, optou-se por
abandonar esta ideia e testar a hipétese de interferéncia do ciclamato na partilha de

corantes entre duas fases.

3.3. Transferéncia de corante entre duas fases imisciveis

Este método baseia-se na transferéncia de uma corante da fase aquosa para a fase
cloroférmica. O principio subjacente € bastante simples. O ciclamato em fase aquosa
liga-se ao corante, provavelmente por interac¢ao electrostatica, diminuindo a sua
solubilidade em fase aquosa e contribuindo para a sua transferéncia para a fase
organica. O corante, que € muito pouco soluvel em cloroférmio, sé se transfere devido
a sua ligagdo ao ciclamato. Assim, quanto maior for a concentragdo de ciclamato
menos intensa € a cor na fase aquosa e mais intensa € a cor na fase de cloroférmio.

O corante ideal sera aquele que s6 passara para a fase de cloroférmio em fungao do
ciclamato que passar, por isso sem ciclamato nao devera existir (ou existir 0 menos
possivel) corante na fase de cloroférmio. Com excesso de ciclamato ndo devera existir
(ou existir o menos possivel) corante na fase aquosa.

Testaram-se varios tipos de moléculas corantes para verificar a sua compatibilidade

com este método. Os ensaios foram realizados em tubos de ensaio contendo uma
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fase aquosa de 5 ml com as concentracdes de 20 g/l de corante e 0,1 M de ciclamato
e uma fase de cloroférmio de 2,5 ml. Nas figuras seguintes podem-se ver cada um dos
corantes. O primeiro tubo de ensaio contém corante sem ciclamato, o segundo tubo de

ensaio contém corante com ciclamato. A fase cloroférmica € a mais densa,

encontrando-se, por isso, na parte inferior do tubo de ensaio.

Corantes
Reactivos
Verm‘elho Drimarene Levafix Yellow CA Procion Flavin HEXL
K8B
Corantes
Dispersos
-
Azul Resolin KBBL
Corantes
Directos
Solophenil Green BLE
Corantes
Acidos
Marinho Lanaset KWL

Figura 3.4 Ensaios com diversos corantes.

Os resultados nao foram, nesta fase, medidos mas analisados por percepg¢éao visual.

Além do meétodo ter por objectivo uma comparagao visual dos resultados obtidos, a
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medi¢cdo ndo acrescentava nada de significativo nesta fase de pré-selecgdo. Os
resultados obtidos foram esclarecedores. Os corantes basicos mostraram ter melhores

propriedades para o método pretendido (Figura 3.4).

Corantes
Indicadores

Laranja metileno Vermelho Metileno Azul metileno

Corantes
basicos ou
catiénicos

Rosa Astrazon FG Flavin Astrazon 10 GGF Vermelho Astrazon FBL

Amarelo Astrazon GLE Verde Astrazon M Azul Astrazon BG

Figura 3.4 Ensaios com diversos corantes (continuacao)

Os pré-seleccionados para testes mais detalhados foram os corantes Azul Metileno,
Verde Astrazon M, Amarelo Astrazon BGE e o Azul Astrazon BG. Este corantes
originaram as diferengcas mais significativas de intensidades de cor entre fases

diferentes ou na mesma fase, com e sem ciclamato.

3.4 Efeito de tipo/concentracdo do corante

Testaram-se os corantes Azul Metileno, Verde Astrazon M, Amarelo Astrazon BGE e o
Azul Astrazon BG, fazendo variar a concentracdo de ciclamato de sodio na fase

aquosa, para diferentes concentracées de corante na fase aquosa. Posteriormente
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mediram-se, no espectrofotdmetro, os valores de absorvancia de cada uma das fases,
sempre obtidos ao comprimento de onda de absorvancia maxima. Os resultados

obtidos encontram-se representados nas figuras 3.5 a 3.8.

Conc. COﬂC. Abs. Abs. Conc corante 000004 M
corante | ciclamato fase fase

(M) (M) aquosa | cloroférmio
0,000040 0 1,516 0,136 -
0,000040 | 0,00010 1,930 0,310 §
0,000040 | 0,00050 1,936 0,504 '.‘E
0,000040 | 0,0010 1,563 0,206
0,000040 | 0,0050 1,936 0,453 N
0,000040 | 0,010 1,354 0,760 FFFSTLS S
0,000040 0,050 1,017 1,351 Cancantragdo do clclamato (M}

Conc- Conc- Abs AbS Conc corante 0.00002 M
corante | ciclamato fase fase ERTT—

(M) (M) aquosa | cloroférmio 1 | WFasenso oguasa
0,000020 0 0,842 0,084 PR
0,000020 | 0,00010 0,782 0,063 g "
0,000020 | 0,00050 | 0,759 0,078 LI
0,000020 0,0010 0,825 0,106 .
0,000020 | 0,0050 0,623 0,327 " @ &
0,000020 0,010 0,548 0,437 “@9 ‘i:m‘:f; ;iiw:im@ “‘ﬁp
0,000020 0,050 0,485 0,981

COﬂC. COﬂC. Abs. Abs. Conc corante 0,00001 M
corante | ciclamato fase fase 0000

(M) (M) aquosa_| cloroférmio ey
0,000010 0 0,589 0,145 - 050
0,000010 [ 0,00010 | 0,598 0,209 E
0,000010 | 0,00050 0,577 0,258 ;2; s
0,000010 0,0010 0,603 0,178 i
0,000010 | 0,0050 0,598 0,264 P N N U
0,000010 0,010 0,510 0,479 ° co:n.:mra;oaonlnlsmﬂ:;m T
0,000010 0,050 0,320 0,697

Figura 3.5 Absorvéancia versus concentragéo ciclamato relativamente ao corante Azul Metileno
preparado com varias concentragdes.

Conc. Conc. Abs. Abs. Cone corante 5 mgil
corante | ciclamato fase fase :g s
(mg/l) (M) aquosa__| cloroférmio g ] M= e smos
5 0 0,368 0,798 . 2
5 0,0001 0,054 1,343 § os
5 0,0005 0,023 1,427 g o4
5 0,001 0,032 1,455 0
5 0,005 0,049 1,524 P R
5 0,01 0,024 1,483 emoro e m
5 0’05 0‘029 1 ‘351 Concentragdio do clelamato (M)
Conc. Conc. Abs. Abs. e Cone carants 20 mel
corante | ciclamato fase fase 5.000
(mg/l) (M) aquosa__| cloroférmio 4000
20 0 4,420 1,986 = 30m
20 0,0001 4,461 4,168 —
20 0,0005 3,391 4,358 g 1000
2010005 | 0608 | 4401
005 ) , & @
20 0,01 0,322 4,431 “5@ r-*'§ s"-ﬁp r--“\@ W r-é?
20 0’05 0,175 4,400 Concertrag#o do cldamato (M}

Figura 3.6 Absorvancia versus concentrac¢do ciclamato relativamente ao corante Verde
Astrazon M preparado com varias concentragoes.
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Conc. Conc. Abs. Abs. Conc coranta § mal
corante | ciclamato fase fase 1 ;
(mgl!) (M) aquosa_| cloroférmio PR
5 0 0,113 0,179 § 089
5 0,0001 0,074 0,404 g 04
5 0,0005 | 0,091 0,393 <
5 0,001 0,072 0,446
5 0,005 0,031 0,449
5 0,01 0,023 0,388
5 0’05 0,098 0,41 9 Concentragdo do ciclemato (M}
Conc. Conc. Abs. Abs. Conc corante 20 mall
corante | ciclamato fase fase 5
(mg/l) (M) aquosa | cloroférmio P i
20 0 3,337 0,761 g 3
20 0,0001 2,582 3,328 i,
20 0,0005 1,82 4,263 1
20 0,001 1,168 4,364 0
20 0,005 0,392 4,444 N o o
20 0,01 0,239 452 SESESS
20 0,05 0,1 31 4,509 Concentragio do clelamate (M)
Figura 3.7 Absorvancia versus concentracao ciclamato versus concentragdo do corante
Amarelo Astrazon BGE.
Conc. Conc. Abs. Abs. Cone coranta 20 mal Imagem indisponivel
corante ciclamato fase fase ' 4,000 Fre—
(mg/l) (M) aquosa | cloroférmio Seon mase oo aquosa
20 0 3,794 0,211 = 2500
20 0,0001 3,783 0,488 £ 200
20 0,0005 3,712 0,712 £ 4om
20 0,001 2,699 1,733 = g:m
20 0,005 2,271 2,031 o &
20 001 | 1504 | 2367 LS ESS
Conc. Conc. Abs. Abs. Conc corante 10 mgil
corante ciclamato fase fase 3
(mg/l) (M) aquosa | cloroférmio 5
10 0 1,306 0,191 z !
10 0,0001 1,236 0,523 Z &
10 0,0005 1,093 0,942 E '
10 0,001 0,984 1,196 "
10 0,005 0,353 1,95 \ o
10 0,01 0,24 2,537 FEFS LSS
10 0’05 0,161 2,868 Concsntragéo do ciclamato (M)
Conc. Conc. Abs. Abs. Con corante 5 mgl
corante ciclamato fase fase
(mg/l) (M) aquosa | cloroférmio
5 0 0,539 0,134 2
5 0,0001 0,538 0,306 5
5 0,0005 0,399 0,456 2
5 0,001 0,292 0,571 A
5 0,005 0,222 0,631 - o
5 0,01 0,211 0,73 r;é? gﬁm?ﬁ: dﬁ;mﬁf“?@@ Q&P
5 0,05 0,14 0,817

Figura 3.8 Absorvancia versus concentragao ciclamato versus concentragdo do corante Azul

Astrazon BG.
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Teoricamente, o melhor corante e a sua melhor concentragdo sao escolhidos de

acordo com os pressupostos seguintes:

As coloragoes obtidas ndo devem ser muito intensas, de forma a nao perder a
percepc¢ao da variagao de concentragdo. Em termos numeéricos, isto significa que os
valores de absorvancia medidos ndo sejam superiores a 2, até onde geralmente se
aplica a lei de Beer, quer na fase aquosa quer na fase de cloroférmica;

Deve ocorrer uma variacao de intensidade de cor perceptivel, em ambas as fases,
desde a concentracado zero até a concentracdo maxima de ciclamato. Em termos
numeéricos, isto significa que a diferengca entre os valores de absorvancia da
concentragdo zero e maxima de ciclamato, em ambas as fases, seja a maior
possivel;

O ensaio em branco (concentragcao zero de ciclamato de soédio) deve ter a menor
coloragao possivel na fase do cloroférmio. Em termos numéricos, isto significa que
o valor minimo de absorvancia na fase do cloroférmio deva ser o mais baixo

possivel;

iv. A coloracdo da fase aquosa deve ser a menor possivel quando a concentracdo de

ciclamato é maxima (neste caso foi considerado um limite maximo de 0,050 M). Em
termos numéricos, isto significa que o valor minimo de absorvancia na fase aquosa

seja o mais baixo possivel.

Tendo em conta que a primeira condi¢cdo exclui imediatamente muitos dos ensaios

efectuados, pensou-se adequado estimar um factor de desempenho capaz de sugerir

qual o melhor corante para o estudo em causa. Assumiu-se que um factor de

desempenho plausivel seria igual a diferenga entre absorvancias limite na fase

aquosa, mais a diferenca entre absorvancias limite na fase de cloroférmio, menos

absorvancia da fase de cloroférmio a concentragao de ciclamato igual a zero, menos a

absorvancia da fase aquosa a concentracdo maxima de ciclamato. Neste sentido, os

factores de desempenho para corante e concentracao ideal e ndo ideal sdo estimados

segundo as equacgbes 3.1 e 3.2.

Factor de desempenho corante/concentracao ideal: (2-0)+(2-0)-0-0= 4 (eq. 3.1)

Factor de desempenho corante/concentragéo nao ideal: (2-0)+(0-2)-0-2=-2 (eq. 3.2)

Os valores obtidos de factor de desempenho para estes estudos foram indicados na

tabela 3.1. Os resultados sugerem que a melhor relagdo corante/concentragéo €&

fornecida pelo Azul Astrazon BG a 5,0 mg/I.
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Tabela 3.1 Factores de desempenho dos diversos corantes a diferentes concentragdes.

Corante Conc. corante Factor de desempenho
Azul de Metileno 0,000040 M 0,561
Azul de Metileno 0,000020 M 0,685
Azul de Metileno 0,000010 M 0,356
Verde Astrazon M 5,0 mg/l 0,065
Amarelo Ouro Astrazon BGE 5,0 mg/l -0,022
Azul Astrazon BG 5,0 mgl/l 0,808

3.5 Efeito do pH

Usando o corante Azul Astrazon BG com uma concentragdo igual a 5,0 mg/l, fixou-se
primeiro uma concentragao intermédia de ciclamato (0,0050 M) fazendo-se variar o
pH. Concluiu-se que existe uma influéncia do pH para valores extremos,

principalmente para valores de pH elevados (Figura 3.9).

Conc. Abs. Abs. — — -—-1
pH ciclamato fase fase 3 o TR TR e T | !
(tamp&o) (M) aquosa | cloroférmio 3 I ) s 'ﬁi mw .E“"""

1,93 0,0050 0,136 0.714 R

2,40 0,0050 0,196 0,885 LI

6,23 0,0050 0,178 0,943 - m'“u
7,01 0,0050 0,195 0,863 '
12,05 0,0050 0,248 0,823
12,84 0,0050 0,095 0,839
13,45 0,0050 0,096 0,885 Ph

Conc. Abs. Abs.
pH ciclamato fase fase o
(tampao) (M) aquosa | cloroférmio '2 ::”*"""‘:’

2,06 0,0050 0,278 1,344 P .

4,41 0,0050 0,212 1,507 £

5,84 0,0050 0,538 1,491 2 '

6,79 0,0050 0,293 1,568 e

8,17 0,0050 0,204 1,585 !
11,08 0,0050 0,154 1,674 FEESLS LSS
13,61 0,0050 0,065 1,659 Ph

Figura 3.9 Absorvancia versus pH a concentracao de ciclamato de 0,0050 M.

De uma forma mais elaborada, mediram-se as absorvancias, em ambas as fases, a
diferentes valores de pH e diferentes concentragbes de ciclamato de sédio tendo-se

obtido os valores indicados na Figura 3.10.
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Conc. Abs. Abs.
pH ciclamato fase fase 2 . BT
(tamp&o) (M) aquosa | cloroférmio :15 ’ " ‘
2 0 0,535 0,607 = .f-;» '
2 0,00010 | 0,572 0,593 ERS .
2 0,00050 0,461 0,902 E o 5 "
2 0,0010 0,584 0,875 o - .
2 0,0050 0,352 1,28 @9 65)“ @.{“ @\Q @? “\\‘? G}p
2 0‘010 0‘405 1‘307 ¢ coon.cmtr:c;iodo:.clam:o-mn ¢ i
2 0,050 0,127 1,656
Conc. Abs. Abs.
pH ciclamato fase fase P [T
(tamp&o) (M) aquosa | cloroformio I -
5 0 0,932 0,264 =
5 0,00010 0,724 0,638 g
5 0,00050 0,677 0,735 2
5 0,0010 0,592 1,053
5 0,0050 0,374 1,494 'S N P
5 0010 | 0225 1,554 ‘f‘i“f“‘i_‘j <
5 0,050 0,119 1,676
Conc. Abs. Abs. s
pH ciclamato fase fase 1.5 u
(tamp&o) (M) aquosa | cloroférmio I L
6 0 0,758 0,171 FI
6 0,00010 0,660 0,462 TR
6 0,00050 0,578 0,633 R
6 0,0010 0,462 0,905 b |
6 0,0050 0,251 1,449 N © &
6 0010 | 0151 | 1618 FEITE IS
6 0,050 0,106 1,717 et S etme
Conc. Abs. Abs.
pH ciclamato fase fase 13 Jereesaus
(tamp&o) (M) aquosa | cloroférmio TR s
7 0 0,775 0,493 = 12
7 0,00010 0,724 0,669 5 s
7 0,00050 0,723 0,823 i
7 0,0010 0,475 1,181 o
7 0,0050 0,306 1,452 & &
7 0.010 0,258 1,457 o fﬁ ;"5: & & E I
7 0’050 0’11 1’796 oncentragie do clolamats (M)
Conc. Abs. Abs. , g
Ph ciclamato fase fase 15 | @reseequose s
(tampao) (M) aquosa | cloroférmio T fmree v ' ||
8 0 0,833 0,474 ;o " '
8 0,00010 0,662 0,667 ,'E 08 - ‘bu
8 0,00050 0,588 0,815 £ 04 u
8 0,0010 0,437 1,053 e -
8 0,0050 0,343 1,429 F&FSESS
8 0010 | 0285 1,578 S L
8 0,050 0,114 1,769
Conc. Abs. Abs. )
pH ciclamato fase fase & | WFesssquosa
(tampéo) (M) aquosa cloroférmio . mF e NE BIuLsd
12 0 0,452 0,851 H
12 0,00010 0,249 0,969 E:
12 0,00050 0,361 1,019 *
12 0,0010 0,243 1,208
12 0,0050 0,238 1,255 P N
o o o o o o o
12 0’01 0 0’ 162 1 ’36 Concentragio do ciclamata {M) —
12 0,050 0,106 1,569

Figura 3.10 Absorvancia versus concentragédo de ciclamato face a varios valores de pH.
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O calculo do factor de desempenho para o pH, baseado nos pressupostos indicados
anteriormente, originou valores entre 0,11 e 1,91 (tabela 3.2). Perante os valores

obtidos, concluiu-se que o melhor desempenho do corante ocorreu a pH 6.

Tabela 3.2 Factores de desempenho a diferentes valores de pH

pH tamponado Factor de desempenho
2 0,723
5 1,842
6 1,921
7 1,365
8 1,426
12 0,107

3.6 Interferentes

Considerando que o método proposto tem por objectivo ser aplicado a amostras de
vinho, optou-se pela medigdo da interferéncia da frutose e da sacarose. Estes dois
agucares sao 0s mais representativos nos vinhos, estando presentes em grandes
quantidades. A gama de concentragdo de agucar testada variou entre 5 e 20 g/L. Os

valores obtidos neste estudo encontram-se indicados na Figura 3.10.

Conc. Conc. Abs. Abs.
frutose ciclamato fase fase 1_ﬁ

(g/l) (M) aquosa | cloroférmio b

5,0 0 0,694 0,178 o

5,0 0,00010 0,724 0,383 g 0e

5,0 0,00050 0,659 0,647 = s

5,0 0,0010 0,572 0,792

5,0 0,0050 0,213 1,211 T S &£
5,0 0,010 0,174 1,477 & &&J o “s&) * “@)
5’0 0’050 0’132 1’544 Concentragio do clelamato (M)
Conc. Conc. Abs. Abs.
frutose ciclamato fase fase I

(g/l) (M) aquosa | cloroférmio i

10,0 0 0,745 0,604 g 2

10,0 0,00010 0,538 0,871 § na

10,0 0,00050 0,404 0,943 < s

10,0 0,0010 0,462 1,098 i

10,0 0,0050 0,258 1,431 FHIFLFS,L,SS
10,0 0,010 0,182 1,616

1 0’0 0’050 0,064 1 ,756 Concentragio do clolamato (M}

Figura 3.11 Absorvancia versus concentracdo de ciclamato face a varias concentragdes de
frutose.

33




Resultados e Discussao

Conc. Conc. Abs. Abs.

frutose ciclamato fase fase
(g/l) (M) aquosa | cloroférmio
20,0 0 0,496 0,389
20,0 0,00010 0,478 0,625
20,0 0,00050 0,422 0,756
20,0 0,0010 0,439 0,864
20,0 0,0050 0,121 1,123
20,0 0,010 0,134 1,384
20,0 0,050 0,054 1,592

Absorvincia

WFuse aguwsy

e
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o

Congantracio do elclamatoe (M}

Figura 3.11 Absorvancia versus concentracdo de ciclamato face a varias concentragdes de
frutose (continuacao).

Conc. Conc. Abs. Abs.
sacarose | ciclamato fase fase [l—
(g/l) (M) aquosa | cloroférmio . Sreeenec s
5,0 0 0,729 0,211 E
5,0 0,00010 0,655 0,442 E
5,0 0,00050 0,675 0,725 *
5,0 0,0010 0,429 0,853
5,0 0,0050 0,216 1,208 & & Q(_;ﬁ’ & &L
5’0 0’01 0 0’1 75 1 ’346 Concentragso do clelamato (M)
5,0 0,050 0,28 1,462
Conc. Conc. Abs. Abs.
sacarose | ciclamato fase fase [
(g/) (M) aquosa | cloroférmio fresenie aauesa
10,0 0 0,674 0,399 £
10,0 0,00010 0,642 0,543 §
10,0 0,00050 0,501 0,782 =
10,0 0,0010 0,448 1,019
10,0 0,0050 0,226 1,402 R N N
10,0 0,010 0,209 1,494 T
10’0 0’050 0,186 1 ,641 Concentragao do ciclamato (M}
Conc. Conc. Abs. Abs. 3
sacarose | ciclamato fase fase mrane aquees £ M
(g/1) (M) aquosa | cloroférmio Sresena sasa Al ":(ﬂ‘;" y
20,0 0 0,502 0,352 £ il di
20,0 0,00010 0,534 0,557 H '
20,0 0,00050 0,409 0,732 *
20,0 0,0010 0,402 0,936
20,0 0,0050 0,143 1,308 P A R
20'0 0'01 0 0'1 1 1 1 '538 ) k:\ol\cen:’aciic» ; clclu::to{M}Q )
20,0 0,050 0,051 1,635

Figura 3.12 Absorvancia versus concentracdo de ciclamato face a varias concentragdes de
sacarose.

Os resultados obtidos foram utilizados no calculo dos factores de desempenho

correspondentes a cada condicdo estudada (tabela 3.3). Os valores encontrados

sugeriram que o contaminante que mais influenciou negativamente a leitura do

ciclamato, ou conferiu menor desempenho ao corante, foi a sacarose.

Em termos gerais, a interferéncia causada pelos dois agucares nao foi significativa, ja
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que as alteragdes de coloragdo nao foram grandemente perceptiveis. Os factores de
desempenho obtidos foram também elevados e apresentavam uma gama de variagao

estreita.

Tabela 3.3 Factores de desempenho do corante na presenca da frutose e sacarose a

diferentes concentragdes

Interferente / concentracao Factor de desempenho
frutose / 5 g/l 1,618
frutose / 10 g/l 1,165
frutose / 20 g/l 1,202
sacarose / 5 g/l 1,209
sacarose / 10 g/l 1,145
sacarose / 20 g/l 1,331

3.7 Teste com amostras de vinho

Finalmente testou-se o desempenho do corante em vinho com concentragdes de
acucar total iguais 0,8 e 7,0 g/I. O vinho foi dopado com concentracdes de ciclamato

iguais as utilizadas nos procedimentos de calibragdo anteriores.

Conc. total Conc. Abs. Abs.
agticar ciclamato fase fase ¥ Toreeene
(g/) (M) aquosa | cloroférmio ) i s
0,8 0 0,289 0,944 R
0,8 0,00010 0,243 1,593 R
0,8 0,00050 0,302 1,075 E .
0,8 0,0010 0,276 1,184 o
N o &
08 | oot | odsT| tes SIS
0,8 0,050 0‘194 2‘025 Cnncsmragioﬂnclclmam{m}
Conc. total Conc. Abs. Abs.
agucar ciclamato fase fase T
(gl (M) aquosa | cloroférmio B
7,0 0 0,384 1,171 g o
7,0 0,00010 0,347 1,309 |
7,0 0,00050 0,386 1,205 L
7,0 0,0010 0,322 1,313 o
7.0 0,0050 0,251 1,488 F S e P
7,0 0,010 0,161 1,834 sos oy s e e
7,0 0,050 0,234 1,739 Cencentragso do ciclamate (M)

Figura 3.13 Absorvancia versus concentragédo de ciclamato para duas concentragdes
diferentes de agucar total.

Analisando os dados conclui-se que nem sequer foi necessario ciclamato de sddio
para que o corante se transferisse para a fase de cloroférmio. Estes resultados

indicaram que, para além da frutose e da sacarose, que ja tinham sido testadas e nao
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representavam uma interferéncia desta dimensado, existe um outro composto que
apresenta um comportamento semelhante ao do ciclamato. Ambas as amostras
revelaram o mesmo caracter de interferéncia apesar de apresentarem concentracoes
de agucar muito diferentes. Neste sentido, os resultados sugerem que os agucares
nada tém a ver com o comportamento observado.

Em suma, e como seria de esperar, o desempenho do corante em amostras de vinho

foi muito baixo e até negativo.

Tabela 3.4 Factores de desempenho do corante em vinho com diferentes niveis de agucar total

Vinho com agucar total (g/l) Factor de desempenho
0,8 0,038
7,0 -0,687

3.8 Alteracdo metodoldgica e sua aplicagéo

Considerando que existe um outro constituinte no vinho capaz de desempenhar um
comportamento equivalente ao ciclamato, a associacdo de mais do que um solvente
organico podera conduzir a um método mais selectivo do que aquele estudado
anteriormente. A presenca de mais um solvente altera as caracteristicas de partilha
entre as duas fases do analito associado ao corante.

Por outro lado, a utilizagdo de cloroférmio ao longo deste estudo ndo foi um acaso.
Foram realizados testes preliminares com varios solventes organicos para além do
deste, nomeadamente o tetracloreto de carbono, o éter etilico, a acetona e os alcoois
metilico e etilico. A escolha do cloroférmio deveu-se ao facto de se querer diminuir, ao
maximo possivel, a passagem de corante que ocorria sem a presencga de ciclamato.
Nenhum dos outros solventes se constituiu como alternativa ao seleccionado

Nesta fase, optou-se pela adicdo de tetracloreto de carbono, em pequenas
proporcgdes, a fase organica de cloroférmio. Esta mistura permitiu inibir a transferéncia
de corante, ndo s6 sem ciclamato mas como em todas as concentragcdes. A mistura
seleccionada apresentava uma proporc¢ao de 4:1 (cloroférmio/tetracloreto de carbono).
Os resultados de leitura de ciclamato em vinhos com teores muito diferentes de aglcar

foram, desta vez, mais bem sucedidos (Figura 3.14).
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Conc. total Conc. Abs. Abs.
aclcar ciclamato fase fase 1S FaTae aquosa
(/) (M) aquosa | cloroférmio o {
0,8 0 0,824 0,512 S oo
0,8 0,0001 0,817 0,557 g g;
0,8 0,0005 0,659 0,684 ES
0,8 0,001 0,639 0,712 0,1
0,8 0,005 0,458 0,788 B
0,8 0,01 0,399 0,911 S &ESESSE
0,8 0105 0‘ 1 94 1 ‘01 2 Concentracao do ciclamato (M)
Conc. total Conc. Abs. Abs.
agucar ciclamato fase fase 1,4 { mFase aquosa
(g/) (M) aquosa | cloroférmio L ® —
7 0 0,917 0,413 £
7 0,0001 0,855 0,688 & os
7 0,0005 0,712 0,678 < 04
7 0,001 0,655 0,612 2]
7 0,005 0,452 0,783 P S SN
7 0,01 0,351 1,098 S &G E S
7 0105 0‘234 1 ‘202 Concentracao do ciclamato (M)

Figura 3.14 Absorvancia versus concentragdo de agucar total em vinho versus concentragédo
de ciclamato

Os valores de desempenho do corante foram aceitaveis (tabela 3.5) para que o
meétodo fosse viavel para despistar o ciclamato de sodio também em vinho. O
inconveniente encontrado, mas nao impeditivo, foi a formagdo de pequenas bolhas
entre as duas fases, eliminando a linha nitida entre as intensidades de cor que era
habitual.

Tabela 3.5 Factores de desempenho do corante em vinho com diferentes niveis de agucar total

utilizando uma mistura de cloroférmio/tetracloreto de carbono

Vinho com acucar total (g/l) Factor de desempenho
0,8 0,424
7,0 0,825
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4. Conclusodes

Analisando os resultados obtidos neste trabalho, conclui-se que o método de
transferéncia de corante entre fases imisciveis é viavel como sensor Optico de
apreciagao visual para despiste do ciclamato de sédio. Mas, ndo s6 é viavel para
despiste como sera, muito provavelmente, viavel como método de determinacao
exacta da concentragao de ciclamato numa amostra. Seriam necessarios ensaios mais
completos e abrangentes para conferir um nivel de precisdo necessario num método
de analise. Contudo, como o trabalho proposto foi a elaboragdo de um sensor 6ptico
para despistar ciclamato de sddio em vinhos, considera-se que o objectivo foi
plenamente atingido.

Como se requeria, 0 método é simples e facil de usar. Basta ter um tubo de ensaio de
10 ml com 2,5 ml de cloroférmio/tetracloreto de carbono (4:1) e 1,0 ml de solugéo de
corante Azul Astrazon BG e perfazer com a amostra a analisar até os 7,5 ml. Para
despistar o ciclamato pode-se comparar a coloragao das duas fases: se a fase aquosa
tiver uma coloragdo mais intensa do que a fase organica a concentragao de ciclamato
seria inferior a um valor previamente calibrado, caso contrario, seria superior. Na

eventualidade de a amostra a analisar interferir na cor de uma das fases impedindo a
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sua comparagao, poder-se-ia utilizar um tubo padrdo como comparacdo das
coloragdes obtidas.

A simplicidade do método ndo se aplica s6 a sua utilizacdo, mas também a forma
como pode ser testado, encontram-se com mais facilidade formas de o tornar mais
selectivo para uma substancia especifica a analisar e mais eficaz, fazendo variar o tipo
de corante, natureza quimica das fases liquidas, etc. E de facil calibragdo, podendo-se
manobrar as coloracbes de cada fase, mediante a alteracdo de concentracdo do
corante ou alterando o volume de cada uma das fases.

Finalmente ndo se pode deixar de realgar o potencial que este método apresenta para
a andlise multipla e simultdnea de adocantes ou outras substancias. A luz da
matematica da combinagcdo das cores (e foi por isso que foi abordado), se cada
substancia de uma mistura a analisar tiver um comportamento selectivo em termos de
transferéncia de corante, com cor e natureza especifica, entre duas fases, poder-se-ia
prever a concentracdo de cada uma das substancias mediante a decomposig¢ao da cor
total nas cores individuais associadas a cada substdncia com as respectivas
concentracdes. Esta técnica de decomposi¢cao de cores é ja bastante utilizada noutro

tipo de aplicagdes.
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