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RESUMO
CHAGAS, Francielle de Oliveirdlniversidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2016.
METODO POTENCIOMETRICO NAO TITULOMETRICO (METODO DE 2
PONTQS) PARA DETERMINACAO DE ACIDEZ EM BEBIDAS E GAS
CARBONICO EM ATMOSFERA CONTROLADA. Orientador: André Fernando de
Oliveira. Coorientadores: Maria Eliana Lopes Ribeiro de Queiroz e Antbnio Augusto
Neves.
O desenvolvimento e aplicacdo de um método analitico para determinacdo da acidez de
néctares de laranja, vinhos e para o controle da concentracao de dioxido de carbono em
camara de carbonatacéo foi proposto neste trabalho. O método denominado Método de
Dois Pontos (M2P) é fundamentado na variacdo de pH de uma solucéo tampao citrato de
concentracdo e pH inicial conhecidos. A otimizagdo do método foi realizada atravées de
Planejamento Experimental pela Matriz de Doehlert, onde o pH inicial do tamp&o, sua
concentracdo e volume de amostra foram estudados. A construcdo de um eletrodo de
PbQG para aumento da sensibilidade do M2P também foi avaliada. O eletrodo apresentou
inclinacdo nerstiana de -100,8 mV dexos resultados para a determinac&o da acidez em
néctares de laranja apresentaram-se analogos ao do eletrodo de vidro, com erros entre
4,24 e 16,82%. Em ambas as bebidas a condi¢cdo 6tima foi em pH inicial do tamp&o 6,8 e
concentracéo do tampdo 25 mmdi jhela adicdo de 1 mL de amostra. Para o néctar de
laranja a faixa analitica foi de 5 a 50 mmd| ho estudo da precisdo o método apresento
coeficiente de variacdo entre 0,57 e 5,00%. Para o vinho a faixa analitica foi de 5 a 75
mmol L, a exatiddo apresentou erros entre 0,55 e 9,25%, para a precisdo o coeficiente
de variacao esteve entre 0,80 e 2,94%. O controle da concentracdo de diéxido de carbono
em uma camara de carbonatagédo do Departamento de Engenharia Civil da Universidade
Federal de Vicosa também foi avaliado. Isso foi realizado através da injecdo de
determinado volume de gas presente na camara em solucdes de tampéo borato com pH
10. As concentracdes exibidas pelo M2P estiveram entre 42,45 e 402,68dadCO.
O método proposto é simples, rapido e de baixo custo, com resultados semelhantes aos
do método titulométrico, com a vantagem de nao depender da decisdo do analista para

determinacao do ponto de viragem e sim da resposta de um instrumento analitico.
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ABSTRACT

CHAGAS, Francielle de OliveiraUniversidade Federal de Vigosa, February, 2016.
METHOD POTENTIOMETRIC NON-TITRATION (METHOD OF 2 POINT)

FOR DETERMINATION OF ACITIDY IN BEVERAGES AND CARBON
DIOXIDE IN A CONTROLLED ATMOSPHERE . Advisor: André Fernando de
Oliveira. Co-advisors: Maria Eliana Lopes Ribeiro de Queiroz and Antonio Augusto
Neves.

The development and application of an analytical method for determining the acidity of
orange nectars, wines and control of carbon dioxide concentration in carbonation
chambers was proposed in this paper. The method called Two Points Method (M2P) is
based on the pH variation of a citrate buffer concentration and initial pH know. The
optimization method was performed by the Doehlert Experimental Design where the
initial pH of the buffer, concentration and sample volume were studied. The construction
of a PbQ electrode to increase the sensitivity M2P was also evaluated. The electrode
showed slope of -100.8 mV déand the results for the determination of the acidity
present in orange nectar is similar to the glass electrode with errors between 4.24 and
16.82%. In both drinks optimum condition was the initial pH 6.8 and buffer concentration
of 25 mmol L by adding 1 mL of sample. For orange nectars analytical range was 5-50
mmol L%, the accuracy of the study method showed coefficient of variation between 0.57
and 5.00%. For wine the analytical range was 5-75 mmiphtcuracy errors between

0.55 and 9.25%, for the precision coefficient of variation was between 0.80 and 2.94%.
The control of carbon dioxide concentration in a carbonation chamber of the Civil
Engineering Department of the Universidade Federal de Vigosa was also evaluated. This
was done by injecting a given volume of gas present in the chambers in borate buffer at
pH 10. The concentration shown by M2P were between 42.45 and 402.68an§ 0.

The proposed method is simple, fast and low cost, with results similar to the titration
method, with the advantage of not depend on the decision of the analyst to determine the

turning point, but the response of an analytical instrument.
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INTRODUCAO GERAL

A acidez de bebidas € um parametro de qualidade avaliado industrialmente durante
as etapas de producéo até chegar ao produto final visando a sua adequacao aos padroe:
exigidos pela legislagdo. A acidez usualmente esta associada ao conteudo de é&cidos
organicos naturalmente presentes na matéria-prima original, como o acido citrico, malico,
latico e galico.

A correta quantificacdo da acidez é necessaria pois ela esta associada a conservacgao
e as caracteristicas organolépticas de algumas bebidas bem como aos riscos do
desenvolvimento de erosdes dentarias, principalmente quando as mesmas séo destinadas
ao publico infantil.

O método oficial estabelecido pela Instituto Adolfo Lutz (2008) para a
determinacao da acidez de bebidas é realizado por titulacdo volumétrica com deteccao do
ponto de equivaléncia com uso de indicador visual ou por medidas potenciométricas.
Embora a titulacdo envolvendo o uso de indicadores visuais do ponto de equivaléncia
sejam de simples execucdo e baixo custo, ha um problema sério relacionado com a
garantia da qualidade dos resultados, uma vez que o ponto de viragem depende fortemente
de uma avaliacdo subijetiva feita pelo analista, e, portanto, ndo pode ser confirmada ou
rastreada. O segundo método ndo apresenta essa deficiéncia, mas € laborioso e demoradc
a menos que tituladores automaticos sofisticados sejam utilizados e muitas vezes, a
relacdo custo/beneficio ndo justifica sua aquisicao.

Sob essa perspectiva, o desenvolvimento de metodologias que oferecam a garantia
da qualidade dos resultados e que, ao mesmo tempo, sejam de execucao simples e de
baixo custo € desejavel.

Assim, neste trabalho, o Método dos Dois Pontos (M2P) que € um método
potenciométrico nado titulométrico, foi otimizado e validado para determinacdo da acidez
de amostras de néctares de laranja e vinhos. Adicionalmente foi também utilizado para o
monitoramento de COem uma camara de ensaio de carbonatacdo de concretos e
materiais similares.

Esse método se baseia na variacdo de pH de uma solucao tampao de determinado
volume pela adicdo de uma quantidade definida de amostra. A acidez da amostra é

calculada com auxilio de uma curva analitica. Uma vez que a determinacdo do pH é uma



etapa critica do M2P, é desejavel estabilidade e sensibilidade analitica adequadas para
que seja obtida uma maior precisédo e exatidao do método.

No intuito de elevar a sensibilidade analitica do método estudado foi proposto 0 uso
do eletrodo de PbQOdisperso em matriz de parafina, pois este sensor apresenta uma
sensibilidade analitica cerca de 112 mV Yeduas vezes maior que a sensibilidade
analitica apresentada pelo eletrodo de membrana de vidro (cerca de 59,6 /¥ dec
25°C). Além disso, o eletrodo de Plx&xibe caracteristicas interessantes, tais como: facil
construcao, repetitividade e robustez elevadas.

A aplicacdo do M2P na determinacédo da concentracéo de dioxido de carbeno (CO
em camaras de carbonatacdo foi realizada a fim de resolver um problema analitico
especifico no Departamento de Engenharia Civil da UFV.

As camaras de carbonatacdo séo utilizadas para realizar estudos da resisténcia a
carbonatacdo de cimentos, ou seja, resisténcia a difusdo de gas carbbénico nos poros do
concreto, que podera reagir com hidroxidos e silicatos de calcio, formando carbonatos
menos soluveis. O problema analitico apresentado foi o monitoramento.darC@is
camaras utilizando procedimentos simples, com frequéncia analitica ao redor de 1

amostra por hora.



CAPITULO |
REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Sucos de frutas

A industria de suco de frutas € um dos setores de maior crescimento no ramo de
bebidas em todo o mundo. Sucos de frutas sdo amplamente consumidos e ocupam um
importante espaco da dieta humana em razdo da ampla faixa de beneficios trazidos a
saude, como: conteido mineral, vitaminas essenciais, auxilio na prevengéo do cancer e
na digestao, além de possuir propriedades anti-inflamatoérias (NAVARRO-PASCUAL-
AHUIR et al., 2015).

Suco ou sumo de fruta € a bebida ndo fermentada, ndo concentrada e nédo diluida,
destinada ao consumo, obtida por processamento adequado da fruta madura e s&, ou de
parte do vegetal de origem, submetida a tratamento que assegure a sua apresentacao e
conservacao até o momento do consumo (MAPA, 2000). O mesmo ndo pode conter
substancias estranhas a fruta, sendo proibida a adicdo de aromas e corantes artificiais,
assim como a associacao de aglcares e edulcorantes hipocaléricos na fabricagdo de succ
(ALMEIDA, 2013).

Suco de laranja € bebida ndo fermentada e nao diluida, obtida da parte comestivel
da laranja (Citrus sinensis), através de processo tecnolégico adequado (MAPA, 2000).
Esta bebida possui alto valor nutricional e é considerada como uma fonte rica em vitamina
C (&cido ascorbico) que implica no crescente consumo deste produto (SILVA et al.,
2005).

A determinacao de acidez, pH, soélidos solaveis, acido ascoérbico, 6leo essencial, cor
e viscosidade sdo parametros comumente analisados pelas industrias processadoras de
sucos citricos, durante o processamento e no produto final, com o objetivo de garantir que
0s padrdes estabelecidos pela legislacdo brasileira e pelo mercado externo sejam
atendidos (ALMEIDA, 2013).

A acidez dos sucos é um parametro associado a concentragdo de varios acidos
organicos presentes no mesmo. Esse parametro é importante na apreciacdo do estado de
conservacao de um produto alimenticio, para manutencédo da natureza organoléptica e
para evitar processos de decomposi¢cdo tais como hidrolise ou fermentagdo que

usualmente alteram o pH do meio. Tais propriedades fazem a determinacdo deste
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parametro de grande interesse para industria e para o consumidor final (INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 2008).

A acidez em sucos de frutas é devida a presenca de acido organicos tais como o
acido ascorbico, tartarico, citrico, malico e galico. Suas respectivas concentracdes
dependem de fatores como espécie, solo e circunstancias de estresse em que as plantas
foram submetidas (CARVALHO, 2010). Os acidos organicos desempenham um papel
muito importante na manutencéo da autenticidade dos sucos de fruta, isso porque cada
suco apresenta um perfil especifico de acidos, de maneira que eles podem ser usados
como impressdes digitais para garantir a legitimidade dessa bebida (NAVARRO-
PASCUAL-AHUIR et al., 2015).

Geralmente, os métodos de determinacdo da acidez sdo os que avaliam a acidez
titulavel e resumem-se na titulacdo com indicador (fenolftaleina) ou potenciométrica com
solucao de hidroxido de sodio até a verificacdo do ponto final da titulagdo (INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 2008).

A acidez titulavel retrata a capacidade tampao de uma bebida, mensurada pela
guantidade de base necesséria para que uma bebida geralmente atinja valores de pH entre
5,5e 7,0 (VIANNA et al., 2012). Em bebidas citricas ela é expressa em % m/m de acido
citrico (Figura 1). Este € um acido orgéanico fraco presente na maioria das frutas,
sobretudo em citricas como o limédo e a laranja. Sua acidez € devido aos trés grupos

carboxilicos que podem perder prétons em solucéao.

O OH
O O

HO OH
OH

Figura 1. Formula estrutural do acido citrict

A acidez em bebidas, como néctares de frutas, é principalmente determinada pela
titulacdo acido-base de Bronsted com uso de indicador ou pela titulacdo potenciométrica
(OLIVEIRA, 2014). A titulacdo potenciométrica fundamenta-se na variagdo subita do
potencial préximo ao ponto de equivaléncia (detectada por um eletrodo), que permite a
determinagao do ponto final da titulacdo (ARICETTI, 2010).



Dentre as vantagens oferecidas pelo uso da titulagcdo potenciométrica frente a
titulacdo convencional (uso de indicadores), pode-se enfatizar a confiabilidade dos
resultados fornecidos, uma vez que a deteccéo do ponto final da titulacdo ndo depende do
analista, aléem da possibilidade de seu emprego em matrizes coloridas (SKOOG et al.,
2013).

1.1. Vinhos

Os vinhos estdo presentes tradicionalmente na histéria da humanidade desde
tempos antigos e podem ser definidos como a bebida que resulta da fermentacao alcodlica
completa ou parcial de uvas frescas, esmagadas ou ndo, do mosto simples, com contetudo
alcodlico de, no minimo, 7% (v/v a 20 °C) (EMBRAPA, 2009).

Assim como em todas as &reas de producdo de alimentos e bebidas, a analise dos
vinhos desempenha papel efetivo e, o controle preciso em todas as etapas do processo de
vinificacdo é necessario para que o produto possa ser consumido (VILLIERS et al., 2012).

Nos ultimos anos, a avaliacdo da rastreabilidade e autenticidade do vinho tornou-se
um pré-requisito para importacdo em muitos paises do mundo. E cada vez maior o
interesse do consumidor por obter informacdes a respeito das caracteristicas e qualidade
do objeto de consumo, principalmente a composicdo, valor nutricional e origem
(CHARLTON et al., 2010). Gracas a facilidade com que os vinhos podem ser adulterados,

a investigacao de autenticidade desta bebida altamente consumida é garantida por estritas
diretrizes elaboradas por 6érgdos como Organizacao Internacional de VinhesRa1s,
Franca).

Portanto, o0 mercado de consumo dos vinhos esta sujeito a qualidade e certificacao
do produto processado, que por sua vez esta relacionada a satisfacdo de parametros de
qualidade, como: teor alcodlico, teor de acucar, acidez total, acidez volatil, cinz&s e ra
isotdpica de carbono.

Dentre os varios compostos presentes nos vinhos os acidos organicos apresentam-
se em destaque. Eles apresentam papel fundamental na composicado desta bebida por
influenciar nas propriedades organolépticas como cor, sabor e aroma, e até mesmo na sua
estabilidade (ZERAVIK et al., 2016). A acidez dos vinhos é capaz de influenciar sua

coloracao, além de ser considerada uma das caracteristicas gustativas mais importantes.



Para o vinho de mesa, a legislacéo brasileira estabelece o limite de 65 hueadidez
total (INMETRO, 2007).

Os acidos presentes nos vinhos podem ser aqueles que naturalmente encontram-se
no ciclo vegetativo da videira, como o tartarico, malico e em menor concentracao o
citrico, ou ainda aqueles formados durante o processo de fermentacdo como o &cido
succinico, acético e latico (IRINA et al., 2016). O conteudo e a predominancia dos &acidos
presentes nos vinhos sao direcionados pela regido e o clima durante o crescimento e
maturacdo das uvas. Em geral, vinhos de regifes mais quentes possuem maior teor de
acido tartarico, enquanto vinhos de regides mais frias o acido malico (ZERAVIK et al.,
2016).

A acidez em vinhos em geral é expressa em niveis de acido tartarico pois este é o
acido que pode ser encontrado em maior teor nesta bebida, com concentracdes entre 3 a
9 g L' no mosto (RIZZON; SGANZERLA, 2007). Sua acidez decorre de dois
hidrogénios ionizaveis presentes em sua estrutura (Fiyura 2
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|
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H

Figura 2. Férmula estrutural plana do acido tartaric

A determinacdo da acidez em vinhos pode ser efetuada de varias formas.
Atualmente varias metodologias tém sido propostas com o objetivo de simplificar esta
medida, diminuindo custos e aumentando a frequéncia analitica (TORRES et al., 2011).

No Brasil, o método recomendado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) se baseia na titulacdo de neutralizagdo dos acidos com solugéo
de hidroxido, pelo uso de indicadores para solugdes claras de vinhos ou por titulacdo
potenciométrica para vinhos escuros. Neste procedimento uma aliquota da amostra é

titulada com solucéo de hidroxido de sodio até pH proximo a 8,2.



1.2. Titulacdo

A titulacdo € uma técnica analitica utilizada para determinacdo de varias espécies
quimicas pela medida da quantidade de reagente titulométrico que reage
estequiometricamente com o analito (SKOOG et al., 200LB/EIRA, 2009).

As curvas de titulagdo permitem observar o comportamento do analito ao longo de
toda a titulacdo através do sinal analitico monitorado e a quantidade de titulante. O
volume do ponto de equivaléncia da titulacdo € usualmente estimado por uma
descontinuidade que ocorre numa determinada regido da curva (GAIAO et al., 2006).

Em 1658 Glauber realizou o que é considerada a primeira titulacao acido-base. Ele
investigou a adicdo de gota a gota de solucdo de carbonato de potzS€k) 8 uma
solucdo de acido nitrico, e o ponto final da titulacdo era caracterizado pelo fim da
efervescéncia. O mesmo foi feito por Geoffroy em 1729, que estudava a acidez em
amostras de vinagre através da adicao M8 sobre aliquotas das amostras até o final
da efervescéncia (FATIBELLO, 2013).

A deteccdo do ponto final de uma titulacdo acido-base pode ser feita de varias
maneiras, por exemplo: por condutometria, espectrofotometria, potenciometria,
amperometria, biamperometria, termometria, dentre outras (FATIBELLO, 2013;
SKOOG et al.,, 2013). Em titulacbes potenciométricas a deteccdo do ponto final é
determinada pelo ponto de inflexdo da curva ao plotar-se a diferenca de potencial elétrico
ou pH (ou logaritmo negativo da concentracdo do analito no equilibrio) em funcdo do
volume (COSTA, 1989).

A determinacdo deste ponto pode ser encontrada de forma gréfica através do
método da derivada primeira, derivada segunda, método de Soresen, método de Gran |
ou método de Gran Il (FATIBELLO, 2013; OLIVEIRA, 2009). Antes do advento de
recursos computacionais, quando as curvas eram lancadas em gréafico em papel, outros
métodos também eram utilizados, tais como o método da mediana, da bissetriz ou das

circunferéncias.
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Esse método é bastante conhecido, ainda que, na préatica, apresente algumas
desvantagens, pois é muito influenciado por oscilag6es nas medidas de pH, assim como,
dependendo dos valores obtidos, € dificil estimar precisamente o ponto de equivaléncia.
Na Figura 3 é apresentado o grafico da derivada primeira para uma curva de titulacéo
simulada no TitGer® para 10 mL de acido acético 0,084 mdaitllado com hidréxido
de s6dio 0,0943 molL

Duas alternativas séo usadas para melhorar essa estimativa, a derivada segunda e
0 ajuste do modelo ndo-linear lorenztiano.

No método da derivada primeira, € calculada a derivada numérica do volume médio
entre dois pontos da curva de titulagdo, como pode ser observado na Equacéo 1, (pH
versus volume, por exemplo). No ponto de inflexdo da curva de titulacdo, o gréafico da

derivada primeira, tanto a curva antes do ponto de equivaléncia quanto apds, tende ao
infinito.
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Figura 3. Curva de derivada primeira da titulagdo simulada no ThGerl0 mL
de acido acético com 0,084 mot com NaOH 0,0943 mol 'L



No método da Derivada Segunda, a curva da derivada primeira € novamente
derivada (Equacao 2). Nesse caso, no ponto de equivaléncia, a curva antes do ponto de
equivaléncia tende ao infinito, mas a curva apdés tende ao infinito negativo (ou vice-versa).
Nesse caso, o0 ponto de equivaléncia € obtido no cruzamento de uma reta que ligam os
pontos méaximo e minimo com o eixo das abcissas (Figura 4). Na pratica, esse método
pode ser tdo inadequado quanto o Método da Derivada Primeira.
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Figura 4. Curva da segunda derivada da titulacdo de 10 mL de &cido acético
mol L't com NaOH 0,0943 mol 'L

O ajuste do modelo de regressdo nao-linear de Lorentz ao grafico da derivada
primeira, proposto por Capelato (OLIVEIRA, 2014) compensa algumas oscilagbes no
sinal analitico e estima melhor o ponto de equivaléncia proximo aos valores maximos.
Usualmente o software Origin € utilizado para esse tratamento de dados.

O método de Gran | proposto por Gunar Gran em 1950, consiste em plotar em um
grafico em funcéo do volume a derivada do volume do titulado em relagéo ao pH, ou seja,
o inverso da derivada primeira (OLIVEIRA, 2009). O perfil obtido permite identificar o
ponto de equivaléncia com maior facilidade que a derivada primeira em algumas

situacgoes.



No método de Sorensen, proposto em 1951, grafico de(fid [OH]) versus
volume de titulante, o volume de equivaléncia é obtido quando a concentracdo tende a
zero (OLIVEIRA, 2009). Ele apresenta-se melhor que os métodos anteriormente citados.
Uma desvantagem € que a extrapolacao nao ¢€ linear.
O método de Gran Il desenvolvido em 1952 novamente pelo préprio Gran,
consiste na unido das vantagens do método de Sorensen e de Gran |. A estratégia consiste
em criar uma funcéo F (V) que seja funcao linear do volume do titulante e que permita a

extrapolacdo do volume do titulante, obtendo-se o volume de equivaléncia (OLIVEIRA,
2009). O método baseia-se, fundamentalmente no rearranjo matematico da equacao do

balanco de carga. Ha inimeras variacdes e adaptacfes, como por exemplo, a Equacao 3:

F(V/)=@0P" P 110 PV, (3)

Ainda que usualmente o grafico F(V) versus volume do titulante seja utilizado, a
proposta do prof. Eduardo Neves (OLIVEIRA, 2009) € mais conveniente para o
tratamento computacional, pois o volume de equivaléncia é igual ao termo constante de
um modelo de regresséo da faixa linear.

Outra maneira de determinar o volume de equivaléncia é realizada pela utilizacédo
de indicadores visuais (acido-base) que, na verdade, é o principal método de
determinacao. Indicadores acido-base sao sistemas acido-base de Bronsted onde o acido
e a base conjugados tém cores diferentes. Dessa maneira, se o intervalo de pH em que
ocorre uma variagdo acentuada na concentracdo dessas duas espécies (alterando de
predominancia de uma para a predominancia da outra) ocorrer para uma pequena variagcao
de volume, esse ponto € chamado de ponto de viragem. Se o ponto de viragem estiver
dentro do intervalo do salto potenciométrico da titulacdo, o indicador serd adequado para
identificar o ponto de equivaléncia. (FATIBELLO, 2013; OLIVEIRA, 2009; SKOOG et
al., 2013).

Os indicadores naturais sao substancias coradas extraidas de uma matéria-prima
animal ou vegetal através de processos fisico-quimicos (dissolugdo, precipitacdo) ou
bioquimicos (fermentacdo). Como exemplo pode-se citar o extrato de repolho roxo, do
pau-brasil, da flor de hibisco, tornassol ou do corante cochonilha, extraido do inseto
conchonilha (ANTUNES, 2013).
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O primeiro indicador sintético (fenolftaleina) foi empregado em 1877 e no ano
seguinte o alaranjado de metila foi sintetizado. O interesse pelo desenvolvimento de
novos indicadores fez com que em 1893, 14 novos indicadores tivessem sido sintetizados
(OLIVEIRA, 2009).

1.3. Método de Dois Pontos (M2P)

O M2P é um método potenciométrico ndo titulométrico para determinacédo de
acidez baseado na variacao do pH de um tampéao devido a adicdo da amostra (OLIVEIRA,
2014). O comportamento quasi-linear da variagédo do pH com a acidez da amostra é obtido
no intervalo de pH em que a forca do tampéao (capacidade tamponante efetiva) também é
linear (ou préximo ao linear) com o pH (OLIVEIRA, 2014). O sistema citrato tem a
caracteristica interessante de apresentar uma ampla faixa linear da for¢ca do tamp&o em
fungéo do pH.

O sucesso na aplicacdo do M2P para determinacdo da acidez em amostras de
vinagre usando amostras diluidas e concentradas (OLIVEIRA, 2014), além da facilidade
de implementagao, rapidez e menor custo levaram a um estudo mais aprofundado do

méodo, aplicado neste estudo em outras matrizes.

1.3.1. Soluc¢des tampéo

A acidez pode ser considerada como uma medida da capacidade de uma solucao de
liberar prétons, enquanto que o pH é visto como uma medida da intensidade, por estar
relacionado com a concentragcdo no equilibrio de iohsn&l solucdo (STUMM;
MORGAN, 1995).

Solugbes tampao sdo solugcbes que apresentam pequena variacdo de pH quando a
elas sdo adicionados acidos ou bases de Bronsted, quando comparadas as solu¢des nao
tamponantes. Varios fatores influenciam o comportamento do tampao, como: o pH do
tampao, sua concentracdo analitica e faixa de pH que deve ser tamponada ou, a quantidade
de acido ou base que estara em contato com a solucao tampéao.

Solugdes com grande concentragcao de prétons ou de hidroxila também apresentam
comportamento tampéo e sdo chamadas de solugbes pseudo-tampéao, como por exemplo

aguelas com valores de pH menores que 2,0 ou maiores que 13,0 (BATES, 1964).
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O comportamento dos sistemas tampéo pode ser avaliado pelo poder tamponante
de Van Slyke (B) ou capacidade tamponante de Kolthoff, ou mesmo pela for¢a do tampao
(OLIVEIRA, 2009).

O poder tamponante de Van Slyke (B) se refere a concentragdo de acido ou base
forte que pode ser adicionada a solugdo para uma variacdo infinitesimal de pH.
Matematicamente este conceito foi introduzido por Van Slyke em 1922 e expresso pela

Equacao 4:
_dc, B dC,
p= dpH  dpH @

onde, C é a concentracdo de uma base (b) ou acido (a) fortes adicionado ao meio (SLYKE,
1922). Portanto, este é um parametro de intensidade, e sua principal aplicacdo é avaliar a
faixa de pH em que ha maior tamponamento do meio.

A interpretacdo de Kolthoff para capacidade tamponante que € aceita pela IUPAC,
considera o mesmo como a quantidade necessaria de base forte para alterar o pH em uma
unidade (OLIVEIRA, 2014). E bastante similar ao poder tamponante de Van Slyke, mas
também tenta ser um paradmetro de capacidade, embora de aplicacdo limitada. Uma
definigdo alternativa, mas pouco precisa ¢ “uma indicagdo da quantidade de &cido ou
base que pode ser adicionada antes do tampédo perder sua habilidade de resistir a
mudanca de pH(SILVA; SIMONI, 2000).

Na Figura % possivel observar o grafico do poder tamponante (f3) para o sistema
citrato. O tampao citrato possui uma caracteristica muito interessante, suas constantes de
dissociacdo possuem valores muito proximos e esta propriedade permite que este tampao

seja eficiente em uma ampla faixa de pH, conforme pode ser observado na Figura 6.
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Figura 6. Diagrama de distribuicdo de espécies para o acido citrico em dife|

valores de pH.

Contudo, o conceito de poder tamponante é pouco util, sendo apenas utilizado
guando se deseja saber em qual faixa de pH um determinado tampéao sera mais eficiente,
sendo complexa a determinacé@o da concentracdo de acido ou base necessario para ume
variacdo nao infinitesimal no pH, devido a necessidade de integracao da expressao de
poder tamponante.

No entanto Oliveira (2009) apresentou uma forma objetiva de tratar a forca do
tampdao, que pode ser interpretada como a quantidade de acido ou base necessaria pare
uma variacdo do pH em uma determinada faixa. A forca do tampé&o permite avaliar a
variacdo da concentracdo de acido ou base forte necessario para variar o pH de uma

solugdo tampéao até um valor pré-estabelecido (OLIVEIRA, 2009).
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O célculo é realizado mediante a avaliagdo do balanco de carga da solugédo tampéo
no pH “antes” da adi¢@o da solucdo que causara a alteracdo do pH e o balango de carga
da solugdo “apds” essa adigao.

Para uma solucdo tampéao citrato formado pela mistura de acido citrico e hidréxido

de sédio, as seguintes equacdes quimicas representadas pelas Equacfes 5 a 9 descrevel

0 sistema:
H20q) = H(ag)+ OH (ag) pKy = 14,00 (5)
NaOHs)— Na*@aq+ OH aq) (6)
HsClitiagy= H* (ag) + HzCit (aq) pK1 = 3,128 @
H2Cit ag=H"(agtHCit? (aq) pKz = 4,726
HCit?(aq) = H'(aq) + Citt(aq) pKs = 6,396 (9)

O balanco de carga desta solucédo tampéo pode ser expresso por (Equacao 13):

[Na'] + [H*] — [OH] — [H2Cit] — 2[HCit?] — 3[Cit*] = 0 (1(
Wat = [H] + [OH] = 10PH— 10PkW-PH (11)
Cp + Wat + 01.¢(Citr) - 2.a2.¢(Citr) - 3.03.c(Citr) = 0 (1
Cp+ Wat + g.c(Cit) =0 (13

Onde ‘Cp’ ¢ a concentragdo da base forte adicionada ao meio para ajuste do pH,
c(Cit) é a concentragéo analitica de citrato,eo2 € a3 Sdo as fracdes de equilibrio do
citrato no pH da solucdo e ‘qe’, sua carga efetiva.

A fracao de equilibrio é a razdo entre a concentracdo no equilibrio de uma espécie
quimica e sua concentracdo analitica do sistema em equilibrio, enquanto que a carga
efetiva de um sistema acido-base de Bronsted é a soma da contribuicdo de carga de cada
espécie quimica “i” desse sistema (Equacdo 14). Também pode ser interpretada como a
média ponderada das cargas do sistema.

Assim para um sistema acido-base de Bronsted, a carga efetiva depende apenas do
pH do meio e de seus valores de pKa (OLIVEIRA, 2009; OLIVEIRA, 2014):

O =20,
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Onde, ‘qi’ ¢ a carga do ion ‘i’ e ‘ai’ a fracdo de equilibrio do ion ‘i’ do sistema
acido-base de Bronsted.

Assim, ao considerar o balanco de carga da solucéo antes e apés a adicdo do acido
ou base sobre o sistema tampéao e, portanto, no valor de pH dessa solucéo, pode-se deduzi
a forca do tampaaqcC, ou seja, a quantidade de acido ou base adicionada ao naeio par

alteracéo do pH do tampéo (Equacao 17):

- G = Wat* + as”*c(City) - 2a2”c(Citr) - 3oz c(Citr) = 0 (15)
- Cp® = WaP + a1Pc(City) - 202°c¢(Citr) - 3azPc(Citr) =0 (1
— AqC = AWat + AgedCit) (17

E para um sistema envolvendo vérios sistemas acido-base de Bronsted (solucdo

tampdao mista), a equacéo pode ser generalizada (Equgcao 18

—AqC =AWat+ > Aggc, (18)

Onde ‘y’ se refere a cada sistema acido-base de Bronsted existente na solugéo.

A forca do tampéo € intensificada pelo aumento da concentragdo analitica dos
sistemas acido-base presentes, pela regido do pH onde ha maior variacdo de carga efetiva
e pela regido onde as concentra¢cées’dauHDH sdo elevadas, (regides pseudo-tampao).

No sistema citrato a carga efetiva se comporta de forma linear em uma ampla fi&ixa de

(2,7-6,8) como pode ser observado na Figura 7.
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Carga efetiva

Figura 7. Comportamento da carga efetiva do sistema citrato em funcéo do

1.4. Eletrodos ion-seletivos

A potenciometria € uma das técnicas eletroanaliticas mais simples empregada
inicialmente para realizar medidas de pH. O primeiro sensor potenciométrico usado para
medir a concentracdo de uma solucdo aquosa foi o eletrodo de hidrogénio, proposto por
Nernst em 1897, mas € um método muito moroso e complexo. Em 1906, Cremer propos
0 uso de um eletrodo de membrana de vidro para medidas de pH, sendo posteriormente
aperfeicoado por Haber e Klemensiewicz (FERNANDES; KUBOTA; NETO, 2001).

O fundamento da medida potenciométrica baseia-se na diferenca de potencial
elétrico (E) entre o eletrodo indicador e o eletrodo de referéncia em condi¢des de corrente
elétrica despreziveis, com o objetivo principal de obter informa¢des sobre a composicéo
guimica da solugcéo (BARBOSA, 2012).

Os Eletrodos lon Seletivos (EIS) s&o eletrodos cujos potenciais elétricos sdo em
funcdo da concentracdo do analito, de acordo com a Equacédo de Peters-Nerst (Equacao
19) (TROJANOWICZ; ALEXANDER; HIBBERT, 1998).

.S
E:E°+ﬁloga,. @
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Onde ‘S’ é a inclinagdo nernstiana (59,16 mV década™, a 25 °C), ‘ai’ ¢ a atividade
do analito, ‘n’, sua carga elétrica e ‘E®, o potencial elétrico padrdo condicional, que
considera os potenciais padrao, do eletrodo de referéncia, de juncéo, etc.

A interferéncia de alguns ions pode ser explicada pela Equacdo de Nikolskii-
Eisemann (Equacgéo P(BUCK; LINDNER, 1994).

0,059
E=EO—T1|09(31 Jrz,l<i,1"511') (20)

Onde ‘ki;’ é coeficiente de seletividade para o ion ‘j’, e ‘aj’, sua atividade.

Em condicdes de forca ibnica constante, pode-se aplicar o Principio da Forca l6nica
Constante de Bronsted-Bjerrum e relacionar diretamente a diferenca de potencial elétrico
com a concentracao do analito.

A simplicidade da instrumentacéo, a estabilidade e seletividade dos EIS torna-os
particularmente indicados para processos de controle analitico, como alternativa as
metodologias convencionais (normalmente laboriosas e dispendiosas). Ademais, sdo de
facil construcdo e suas medicbes ndo sdo afetadas pela coloracdo ou turvacdo das
amostras.

O controle do pH de bebidas e condimentos € de suma importancia para
monitoramento de diversos processos quimicos, tais como oxidacdo e fermentacédo. Este
controle é geralmente realizado com o eletrodo de membrana de vidro sensivel ao pH,
também conhecido como eletrodo de pH. O eletrodo de vidro é EIS mais utilizado,
seletivo aos ions H(e OH) (CHENG, 1989; CHENG; ZHU, 2005) e vastamente
empregado em laboratérios de pesquisa e industrias (BARBOSA, 2012). Entretanto, o
eletrodo de vidro apresenta algumas desvantagens como dificuldade de miniaturizacdo e
fragilidade (TEIXEIRA et al., 2001).

A introducédo de outros eletrodos tdo sensiveis quanto o eletrodo de vidro, porém
mais robustos, € uma alternativa para contornar algumas dificuldades do emprego do
mesmo em controles analiticos de rotina. O eletrodo de pd@ determinacao da pH
de solugdes foi inicialmente estudada por Kaehler; Zahlout; Brito (1970). Estes avaliaram
a resposta potenciométrica do eletrodo de Rid€@rodepositado sobre um fio de platina,
no qual o monitoramento da atividade hidrogenibnica foi feito em solu¢des contendo ions
P+
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Cassiano; Ramos; Capelato (2001) utilizando um eletrodo dedRit@depositado
sobre grafite, demostraram a aplicabilidade deste como sensor potenciométrico'a ions H
PPt e SQ% em titulagbes acido-base e de precipitacdo. O uso dgiRtx@porado em
matriz de PVC (75% m/m de Pb® 25% m/m PVC) também foi estudado para titulagcdes
coulométricas de neutralizacdo (RAMOS; CASSIANO; CAPELATO, 2004).

A resposta potenciométrica do eletrodo Plb@seia-se, em principio, na semi-
reacao (Equacéao 21

PbOys)+ 4H' (ag)s P (ag)+ 2H200) E°= 1458 mV (21)

E, portanto, na Equacao de Peters-Nernst (Equagéo 22
0 S +
E=E +Elog[Pb2 ] - 2SpH (22

Entretanto, as sensibilidades obtidas nos trabalhos citados sempre foram ao redor

de 59,16 mV décadaou seja, metade do valor previsto.

Lima et al., (2005) no entanto, demonstraram que é possivel obter um ISE baseado
em PbQ com inclinagdo superior a 59,16 mV décadtlizando parafina como suporte
do p6é de Pb@ Eles alcancaram inclinagdo nerstiana de cerca de 112 mV década
seja, 94% da resposta prevista pela Equacao 22.

Algumas vantagens podem ser observadas quando o eletrodo gé &ti2ado
frente ao eletrodo de vidro, dentre elas: a facilidade para constru¢cdo do mesmo, seu baixo
custo, resisténcia mecanica, longa vida util, estabilidade, reprodutibilidade e
possibilidade de utilizagdo em meios ndo aquosos (LIMA et al., 2005).

1.5. Carbonatacdo

O dioxido de carbono (Cp é um gas presente naturalmente na atmosfera do
planeta apresentando papel fundamental na manutencéo da vida aerobia do planeta devido
a sua importancia na fotossintese. Contudo, a atividade humana tem causado aumento na
emissdo desse gas ao longo das ultimas décadas, intensificando por sua vez o efeito estufa
e fazendo dele um problema ambiental (SHENG; GUO, 2016).
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Além de estar presente na atmosfera, e €é@mpregado na industria de alimentos
para a carbonatacdo de bebidas como refrigerantes e agua, sendo também aplicado na
agronomia pela solubilizacédo do gas na agua de irrigacao das plantas, obtendo-se melhora
no metabolismo e no equilibrio hormonal nas mesmas. Desta forma a fotossintese e
absorcao de nutrientes é aumentada e frutos de melhor qualidade séo obtidos, além da
maior resisténcia ao ataque de pragas (PINTO; BOTREL; MACHADO, 2000).

A carbonatacédo é uma fenbmeno onde ha formacéo de carbonatos solidos devido a
reacao do gas carbénico em um filme de solucédo (formado devido a umidade do ar) na
superficie do concreto com compostos alcalinos presentes no mesmo (PAULETTI, 2004).

No concreto estdo presentes compostos alcalinos tais como o hidréxido de potassio,
de sddio e de célcio (KOH, NaOH e Ca(Q}ile maneira que seu pH é de cerca de 12,6.
Esse valor é considerado importante para evitar processos de corrosdao desde que
permaneca em valores acima de 11,0 (KULAKOWSKI, 2002).

A carbonatacédo diminui o pH do concreto para valores proximos a 9,4 em razao do
consumo dos compostos basicos citados, formando carbonatos sélidos e assim
diminuicao da estabilidade da pelicula passivadora (PAULETTI, 2004).

As equacdes quimicas que descrevem esse processo podem ser observadas pelas
equacdes 23 a 29, primeiramente pelo processo de difusgO.dta atmosfera na fase
gasosa e sua posterior dissolu¢cdo na agua presente nos poros, formando as espécies d«
sistema carbonato em solu¢cdo. Com a dissolucdo dos compostos alcalis presentes no
concreto em agua, como o Ca(@QH o deslocamento dos equilibrios, ha formacédo do
carbonato de célcio, que gradualmente causa a diminuicdo do volume dos poros e/ou um

escoamento da solucao, formando os sélidos em outras regides com a evaporacao da agua

H20¢) = HYaq) + OH ag) pKw = 14,00 (z
COzg) + H20O() 5 H2CO3(aq) pk = 1,46 (2
HoCOzaq)= H'(ag) + HCOs (aq) pk = 6,37 (2
HCOs@ag)S Hag)+ COs?(ag) pKz2= 10,32 (26)
Ca'(ag) + HOg) =5 CaOH (ag) + H'(aq) pK1 = 12,4 (z
Ca(OHYs) s Ca'agt 20H@g  pks=5,26 (28)
CaCQ) s Ca'agt CO¥ag)  pk=8,30 (29)
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A avaliacdo da influéncia da carbonatacdo em amostras de concretos é realizada
através das camaras de carbonatacdo. Ha varias maneiras de construi-las, e diferentes
tipos de controle de temperatura, umidade e concentracao.qe&€3®nte no ar, além de
sensores para esses parametros, ainda que concentracaordmG€a determinada.

A determinacdo da concentracdo de-@0Ode ser realizada de véarias maneiras,
através do método de Pettenkofer, onde a amostra € borbulhada em uma solugéo contendo
bario e posteriormente titulada com acido cloridrico (HCI), ou ainda com o detectores de
gas no infravermelho e/ou por cromatografia gasosa (COSTA et al., 2006). Contudo nem
sempre 0s laboratérios de pesquisas contam com esses instrumentos analiticos, ou ainda,

tempo para realizacdo de inimeras titulacdes.

1.6. Otimizacdo por estratégia multivariada utilizando a Matriz de
Doehlert

Planejamentos experimentais sdo metodologias efetivas para eliminar fontes de
tendéncias conhecidas ou aleatorias e asseguram que 0S experimentos fornecam
informagdes precisas e exatas sobre as respostas de interesse.

O planejamento de experimentos € uma estratégia importante para a otimizacao de
um sistema quimico. Usualmente, h& o interesse que o nimero de experimentos a serem
realizados seja minimizado e que haja garantia de que cada experimento reproduza o
melhor resultado possivel, sendo, portanto, uma importante ferramenta.

As vantagens fornecidas pelo uso de planejamentos multivariados contribuiram
para sua difusdo na Quimica, devido principalmente ao baixo nUmero de experimentos
realizados, onde simultaneamente varias variaveis podem ser estudadas e ha possibilidade
de avaliacdo de efeitos de interacdo entre elas. Dentre suas desvantagens pode-se citar &
dificuldade em definir previamente os intervalos adequados de estudo de cada variavel,
fazendo com que, muitas vezes, varios planejamentos sejam realizados. Além disso, 0
pequeno numero de informagdes nem sempre permite a compreensdo dos processos
envolvidos, sendo necessério a complementacdo com planejamentos univariados.

O planejamento pela matriz de Doehlert € baseado no espagamento uniforme dos
pontos experimentais circulos, esferas ou hiperesferas concéntricas. Embora a matriz ndo
seja ortogonal nem rotativa, este planejamento possui estrutura propicia para a aplicagéo

de modelo de superficie de resposta (MSR, que utilizam modelos de regressdo multipla
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linear) permitindo a estimativa dos parametros do modelo quadréatico (FERREIRA et al.,
2004).

Uma das principais vantagens da aplicacdo da matriz de Doehlert para otimizacao
de experimentos é que o desenho do numero de niveis ndo € o mesmo para todas as
variaveis. Em um planejamento de trés variaveis, por exemplo, cada um dos fatores sera
estudado em sete, cinco e trés niveis (Figura 8). Esta propriedade possibilita a escolha
livre dos fatores a ser atribuido a um grande ou pequeno numero de niveis, permitindo
qgue haja maior estudo da variavel com efeito mais forte sob a resposta para que mais

informagdes possam ser obtidas (FERREIRA et al., 2004).

Figura 8. Representacao dos pontos do Planejamento pela matriz de Doehle

3 variaveis (Fonte: Borges, 2011).

Cada planejamento é definido considerando o nimero de variaveis e os valores
codificados (¥ da matriz experimental. A relacdo entre os valores experimentais e 0s

valores codificados € dada pela Equacao 30.

0
-4
X =( ) B, (30)
Az
Ondeo termo ‘X’ ¢ o valor codificado para o nivel do fator ‘i’; ‘zZ’ € 0 seu valor
experimental; ‘Az’ € a distancia entre o valor experimental no ponto central e o
experimental no nivel superior ou inferior, ‘4’ € 0 maior valor limite codificado na matriz

para cada fator e ‘z® € o valor experimental no ponto central. Na Tabela 1 pode ser
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observada os valores codificados da matriz do planejamento Doehlert para trés variaveis
(TEOFILO, 2007).

Na quimica analitica, a primeira aplicacdo da matriz de Doehlert envolveu a
otimizacdo de um processo de separacdo utilizando HPLC (HU; MASSART,, 1989)
desde entdo, varios trabalhos tém aparecido envolvendo as determinagbes por
espectrometria (NECHAR; MOLINA; BOSQUE-SENDRA, 1999; REBOUCAS;
FERREIRA; NETO, 2003;), cromatograficas (ARAUJO, 2000)e métodos
eletroanaliticos (FURLANETTO et al., 2000), (FERREIRA et al., 2004).

Tabela 1. NUumero de experimentos e os valores codificados para a mat

Doehlert usando trés variaveis

Variaveis experimentais

Ensaio A (5 niveis) B (7 niveis) C (3 niveis)
1 0,000 0,000 0,000
2 1,000 0,000 0,000
3 0,500 0,866 0,000
4 0,500 0,289 0,817
5 -1,000 0,000 0,000
6 -0,500 -0,866 0,000
7 -0,500 -0,289 -0,817
8 0,500 -0,866 0,000
9 0,500 -0,289 -0,817
10 -0,500 0,866 0,000
11 0,000 0,577 -0,817
12 -0,500 0,289 0,817
13 0,000 -0,577 0,817

Fonte: Adaptado de Tedfilo, 2013.
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CAPITULO Il
DETERMINACAO DA ACIDEZ DE NECTARES DE LARANJA

1. INTRODUCAO

A industria brasileira de sucos de frutas industrializados vem se expandindo
rapidamente nos ultimos anos, gracas principalmente aos sucos de fruta prontos para
beber. Sucos de frutas processados devem satisfazer a legislacdo especifica e estar de
acordo com a defini¢do, classificagéo, registro, padronizacao e requisitos de qualidade,
além de atender a legislacdo sobre rotulagem de alimentos embalados (FERRAREZI;
SANTOS; MONTEIRO, 2010).

A legislacao brasileira estabelece parametros para andlise da qualidade dos sucos
de frutas, dentre esses a acidez, devida principalmente a presenca de acido citrico. O
indice de acidez é especifico para cada sabor de suco e é capaz de contribuir com
informac@es importantes para avaliar a constituicdo e o estado de conservacao de bebidas
e alimentos (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

Atualmente a determinacdo da acidez titulavel em bebidas de frutas é conduzida
usando a titulagdo potenciométrica ou com o indicador fenolftaleina (INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 2008). Contudo, alguns problemas s&o observados: a titulagdo com uso
do indicador apresenta desvantagens tal como o fato dos resultados serem dependentes
do analista, por determinar visualmente o ponto de viragem, enquanto que a titulagéo
potenciométrica € demorada ou exige o uso de tituladores autométicos que séao
instrumentos de custo relativamente elevado (OLIVEIRA, 2014).

Objetivando contornar tais desvantagens encontradas nos métodos convencionais,
Oliveira (2014) prop6s um método potenciométrico néo titulométrico rapido, de baixo
custo e simples para determinacdo de acidez em amostras de vinagre, denominado
Método dos Dois Pontos (M2P).

O método dos Dois Pontos (M2P) é baseado na determinacdo da acidez pela
variacéo de pH causada pela adicao de um volume definido de amostra sobre um volume
de tampao (citrato) em concentragéo analitica e pH definidos, o resultado é obtido usando
uma curva analitica externa.

A acidez de néctares é um parametro devidamente associado ao contetdo de varios

acidos orgéanicos presentes nos mesiaese indicador é relevante para manutengédo da
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natureza organoléptica e para evitar processos de fermentacao. Esta caracteristica reforca
a necessidade da determinacdo deste parametro tanto para industria quanto para o
consumidor final. Portanto, pretende-se nesta etapa do trabalho aplicar um método
potenciométrico ndo-titulométrico para determinacéo do indice de acidez em néctares de

laranja.
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2. OBJETIVOS

2.1.Objetivo Geral

Desenvolver um método analitico potenciométrico ndo titulométrico para a

determinacao da acidez em amostras de néctares de laranja.

2.2.0bjetivos especificos

e Otimizar o M2P através de planejamento multivariado utilizando a Matriz de
Doehlert.

¢ Avaliar as figuras de mérito do M2P na condic&o otimizada.

e Aplicar o método em amostras de néctares de laranja para determinagdo da

acidez.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Preparo das solucdes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico e ndo houve nenhuma etapa
de purificacdo. As solucdes utilizadas foram preparadas em agu&Milli-

3.1.1. Solucéo de hidroxido de sédio

A solucéo de hidroxido de sédio 0,2 motfoi preparada a partir da dissolucéo de
4,0 g do respectivo hidréxido (Vetec) e o volume completado para 500 mL. Esta solucéo
foi padronizada com ftalato acido de potassio (Vetec) previamente seco a 105 °C por 2
horas e mantido em dessecador até 0 momento do uso. A solucéo de hidréxido de sodio

foi armazenada em frasco plastico e mantida a temperatura ambiente.

3.1.2. Solucéo estoque de &cido citrico

Uma solugdo estoque de &cido citrico (1,0 md) foi preparada a partir da
dissolucéo de 96,062 g de acido citrico (Vetec) em agua e padronizada com a solucédo de
NaOH 0,2 mol ! padronizada.

Todas as solucdes de acido citrico usadas na constru¢do da curva analitica foram
preparadas no mesmo dia de uso a partir da diluicdo adequada da solucdo estoque citada

e mantidas a temperatura ambiente.

3.2. Otimizacado do Método

As condi¢bes experimentais de trabalho otimas foram determinadas através de
Planejamento Multivariado utilizando a Matriz de Doehlert. Foram realizados 13
experimentos com trés variaveis experimentais (pH do tampéo, concentracdo do tampao
e volume de amostra) e um ponto central. Os valores de concentracdo do tampdao variaram
entre 25 e 200 mmol1, os valores de pH entre 4,3 e 9,3 e 0 volume de amostea entr
500 e 200QuL.
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O pH foi o fator de maior nivel escolhido (sete variacbes), seguido pela
concentracdo (cinco variacdes), e volume de amostra (trés variacdes). Os experimentos
foram realizados em triplicata. Os dados para realizacdo do experimento na Matriz de

Doehlert sdo mostrados mabela 2

Tabela 2.Cadigos e valores reais das variaveis experimentais analisade

montagem do planejamento experimental via Matriz de Doehlert.

Cddigo das variaveis _
) _ Valores reais
experimentais

Ensaios  Conc. Tampao/ vol Conc. Tampé&o Vol.
(mmol/L) PR Amzi;ra/( (mmol/L) PH Amostra/(uL)
1 0,000 0,000 0,000 112,5 6,8 1000
2 1,000 0,000 0,000 200,0 6,8 1000
3 0,500 0,866 0,000 156,3 9,3 1000
4 0,500 0,289 0,817 156,3 7,6 2000
5 -1,000 0,000 0,000 25,0 6,8 1000
6 -0,500 -0,866 0,000 68,8 4,3 1000
7 -0,500 -0,289 -0,817 68,8 6,0 500
8 0,500 -0,866 0,000 156,3 4,3 1000
9 0,500 -0,289  -0,817 156,3 6,0 500
10 -0,500 0,866 0,000 68,8 9,3 1000
11 0,000 0,577 -0,817 112,5 8,5 500
12 -0,500 0,289 0,817 68,8 7,6 2000
13 0,000 -0,577 0,817 112,5 51 2000

3.3. Preparo das amostras

3.3.1. Sucos de frutas

As amostras de néctares de laranja de cinco marcas diferentes foram obtidas nos

mercados da cidade de Vi¢ces®G e mantidas em geladeira & temperatura de 4° C.
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3.4. Procedimento Experimental

No método otimizado o volume de 1 mL da amostra sem tratamento prévio ou
diluicdo foi adicionada sobre 10 mL de tamp&o citrato (25 mmM@H.6,8) e o valor de
pH medido. A resposta analitica foi a diferenca nos valores de pH antes e apds a adicao
da amostra sobre a solucdo tampépH). A acidez foi determinada com auxilio da

equacdao da curva analitica obtida por modelo de regressao.

3.5. Determinacao do valor do pH

As medidas de pH foram realizadas com um medidor de pH Techopon modelo
mPA-210, com eletrodo combinado de vidro (utilizando KCI 3,0 mdicomo ponte
salina). A calibracdo foi realizada diariamente no inicio dos procedimentos
experimentais, utilizando solucdes padrdo de pH (Digimed) em valores de pH 4,0 e de
7,0.

3.6. Titulacdo volumétrica com detec¢do potenciométrica

Todas as amostras utilizadas no presente trabalho foram tituladas
potenciometricamente com solucdo de NaOH 0,2 mglddronizada.

Para a titulagcdo potenciométrica 1 mL das amostras de sucos eram adicionadas
sobre 10 mL de &gua destilada em um béquer sob agitacdo magnética. O eletrodo
combinado foi posicionado adequadamente e aliquotas entre 10-d®0laOH 0,2 mol
L foram adicionadas.

O volume de equivaléncia foi determinado pelo ponto centgpldéfinido pelo

ajuste da funcdo nao-linear de Lorentz.

3.7. Figuras de mérito

Para validacdo do Método dos Dois Pontos foram avaliados os seguintes
parametros: sensibilidade minima do método, faixa analitica, limite de deteccdo (LOD),
limite de quantificacdo (LOQ), exatiddo pela comparacdo do método com a titulacéo
potenciométrica e precisao, pelas medidas de repetitividade.
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3.7.1. Sensibilidade Minima

Considerando equacéao da curva analitica quadratica, Equacao 31,

R=Qc’+Ic+B (31)

Onde ‘R’ ¢ a resposta do método, ‘B’ € o termo constante, ‘I’ ¢ a inclinagdo, ‘c’ a
concentracao ¢ ‘Q’ o fator de curvatura.

A sensibilidade foi calculada a partir da definicdo de inclinacdo da curva analitica
(CURRIE, 1999). Entretanto, em modelos néo lineares a sensibilidade analitica é uma
funcdo da concentragédo do analito (Equacgao 32), obtida pela derivada da Equacéo 31.

Sminima: | +2Qc (3-

A sensibilidade minima foi calculada considerando a maior concentracéo da faixa

analitica. A porcentagem de sensibilidade minima, por sua vez, utilizando a Equacao 33.

%Sml'nima: I§1OO (3

Onde ‘S’ ¢ a sensibilidade minima encontrada pela Equacdo 32 e ‘I’ a inclinagao da

curva quadrdatica, obtida pela Equacao 31.
3.7.2. Limite de detecc¢éo (LOD) e Limite de Quantificagéo (LOQ)

O limite de deteccao (LOD) foi obtido a partir da estimativa do desvio padréo do
branco (8) e dainclinacao (I) (Equacédo 34) (INMETRO, 2010).

LOD = 3,3% (34)

Similarmente, o limite de quantificacdo foi calculado usando o fator 10 ao invés de

3,3 empregado para o célculo de LOD (Equacdo 35
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LOQ = 105|—B

3.7.3. Exatidao

A exatiddo do método foi obtida pela comparagdo dos resultados de acidez de
néctares de laranja industrializados de diferentes marcas comerciais, obtidos pelo M2P
utilizando &cido citrico como padrdo para a curva analitica, e a acidez determinada por
titulacdo potenciométrica para as mesmas amostras.

O erro relativo (ER) para cada amostra foi calculado com a Equacéo 36.

ER:M]_OO
Xrp

Onde Xa2p € 0 valor da concentracdo obtida para o M2Pre éXo valor da

concentracdo obtida pela titulacdo potenciométrica.
3.7.4. Preciséo

A precisao foi estimada utilizando-se a repetibilidade do método, ou seja, foram
realizadas sete medidas de acidez para cada amostra (N = 7), calculando o Coeficiente d
Variacdo (ou desvio padréao relativo, CV%), ou seja, a razaoasestenativa do desvio
padrdo (s) e a média das medidas (Equacado 37) (ANVISA, 2012).

cv(oe) - S100

Xmedia (3

Onde S é o desvio padréo esfaa concentragédo de &cido citrico média obtida

experimentalmente.
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3.8. Tratamento dos dados
O tratamento dos dados experimentais foi realizado com auxilio dos softwares

OriginPro 8.0 (LabOrigin), Matlab (2008) e através das planilhas eletrénicas Microsoft
Excel (2010). As simulagbes foram realizadas usando a planilha TitGer 2.5.
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4, RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Avaliacédo da otimizacao

Avaliou-se o efeito da concentracéo do tampéao, pH inicial do tampéao e volume da
amostra utilizando um planejamento de experimentos baseado na matriz de Doehlert,
usando como resposta diferentes parametros da curva analitica, obtidas a partir dos
modelos de regressao linear quadratica. Para cada condicdo experimental (os valores

efetivamente usados sao apresentados na Tabela 3) foi obtida uma curva analitica.

Tabela 3.Valores reais das condi¢cdes experimentais dos 13 en:

Valores reais

Ensaios C?nr]‘-mz?Tg)aO pH Vol. Padréo/uL
1 112,5 6,8 1000
2 200,0 6,8 1000
3 156,3 9,3 1000
4 156,3 7,6 2000
5 25,0 6,8 1000
6 68,8 4,3 1000
7 68,8 6,0 500
8 156,3 4,3 1000
9 156,3 6,0 500
10 68,8 9,3 1000
11 112,5 8,5 500
12 68,8 7,6 2000
13 112,5 51 2000

Cada curva analitica foi realizada medindo-se a variacdo deApH) @pods
adicionar, sobre 10 mL de determinado tampé&o citrato, um volume de padrao de acido
citrico (Tabela 3), um diagrama esquematico (Figura 9) foi construido para a melhor

compreensao desta etapa do trabalho.
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@

1000 pL do padrio de acido
citrico apresentado na Tabela 4.

N

10 mL de solucio de dcido citrico de
— concentracdo 112 mmol L' e pH 6,8,

Figura 9. Diagrama esquematico da construcéo da curva analitica para o |

1 da Tabela 3.

Na Tabela 4 é apresentado, como exemplo, o conjunto de dados obtidos para o

Ensaio 1 e na

Figural0 a curva analitica obtida a partir desses dados.

Tabela 4.Ensaio 1ApH da solucdo tampéao de acido citrico com concentracao de

112,5 mmol £, pH 6,8, apds a adi¢do de 1Q00do padrdo de acido citrico na faixa de

5 a 50 mmol L.

Concentragao do padrao de pH inicial pH final ApH
acido citrico (mmol 12
5 6,87 6,79 0,08
10 6,87 6,64 0,23
15 6,85 6,56 0,29
20 6,89 6,54 0,35
25 6,89 6,47 0,42
35 6,89 6,38 0,51
50 6,88 6,26 0,62
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Figura 10. Curva analitica do &cido citrico referente ao Ensaio 1: concent
do tampao citrato 112,5 mmot*LpH 6,8 com a adi¢édo de 1 mL do padraabtida pelo

software Origin 8.0 Pro.

As curvas analiticas obtidas para todos os ensaios apresentaram comportamento

quadratico, ou seja, a equacédo da curva analitica foi expressa pela Equacéo 38:

ApH=Qc’+1c+B
(38)

Onde ‘ApH’ ¢ a resposta do método, ou seja, a variacao de pH da solugdo tampao,
‘B’, o termo constante, ‘I’, a inclinacdo e ‘Q’, a curvatura. Esse padrao de comportamento
também foi observado por Oliveira (2014) para concentra¢cdes mais baixas de acido
acético na determinacéo de acidez em vinagre.

Foi utilizado o modelo de regressédo multipla para cada uma das respostas utilizadas
na otimizagédo (Equacgao 39), que considera os termos lineares (com coefigientes a
a), 0s termos quadraticos (com coeficientgsaae a), 0s termos de interagdo de

segundo nivel (com coeficientes a e &) e um termo constante (com o coeficiere a

A

2 2 2 ,
Y=2a,ta.X +a,.X, + 83X +a, X, +8:X 5+ 85 Xpg 7K + 3K, +agXg (39,
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Onde‘y’ é o valor da resposta estimada pelo modelo, ‘ai’ 0 coeficiente estimado e
‘xi” 0 valor codificado das variaveis.

Como nem todos os termos de um modelo com tantas variaveis podem exibir uma
diferenca significativa em relacdo a zero, por apresentarem desvio padrao relativamente
elevados, suas presencas causam uma distorcdo no modelo, pois parte da variancia total
dos dados é distribuida entre os termos sem realmente estar explicando o comportamento
dos dados, e assim, a qualidade do ajuste pode ser falsamente apresentada como melhotr
do que realmente ocorre.

O planejamento fatorial multivariado (DoE) foi avaliado usando a sensibilidade
analitica minima do método«s) e o desvio padrao dos residuos do modelo de regresséo
da curva analitica como respostas. Isso para obter um método com a maior sensibilidade
analitica e maior precisdo. Como em modelos quadraticos a sensibilidade analitica varia
com a concentracao do analito, ao selecionar a sensibilidade minima, garante-se a escolha
do método com maior sensibilidade.

Para avaliar a precisdo, o desvio padrao dos residuos do modelo de regresséao da
curva analitica foi escolhido pois resume a qualidade do ajuste, que considera também a
dispersédo da resposta em cada concentracdo. Dessa maneira busca-se o método mais
sensivel e com menor desvio padrédo dos residuos. Além disso, ambos valores influenciam
diretamente outros parametros, tais como o LOD e LOQ.

Dessa maneira, o DoE baseado na matriz de Doehlert é a escolha mais adequada,
pois além de ter essas condi¢cdes, ndo aumenta o numero de experimentos, quando
comparado com outros métodos de superficie de resposta, como o Planejamento
Composto Central (VANDEGINSTE; MASSART, 1998).

4.2. Otimizacdo utilizando o desvio padrdo dos residuos das curvas

analiticas como resposta

O residuo () de um ponto ‘i’ de um modelo de regressao ¢ a componente da
resposta experimental (‘yi”) que ndo é explicada pelo modelo (‘§i), como é observado na
Equacédo 40. O conjunto de residuos permite avaliar a adequacdo do modelo aos dados
experimentais assim como a qualidade (repetibilidade) dos proprios dados.

i =Yi-Ji (40)
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Quanto menores os residuos, melhores o ajuste e a repetibilidade do conjunto de
dados experimentais. Embora a analise de residuos permita distinguir os dois tipos de
ajuste, para a avaliacdo de varios modelos, o desvio padrdo dos residuos de cada curva
analitica é mais adequado como resposta do planejamento.

O modelo obtido com todas as variaveis estudadas apresentou um coeficiente de
determinacao (R?) igual a 0,8469 e a estimativa o desvio padrdo dos residuos do modelo
de 0,021 mmol . Os coeficientes do modelo de regressdo, com suas respectivas

estimativas de desvio padréo representadas como barras de erro podem ser observados n:

Figura 11.
0.100
0.080
8 0060
o
§ 0.040 i
E.& 0020
o w
T g { T WI%
@ = 0.000
gg s 3 s = :
= M : = 3
LOE_J 2020 | 5 5 2
S 0040 2 E: 3
U gi .2 gi
0,060 §
3
[1-]

-0,080

Figura 11. Coeficientes do modelo de regressao multipla utilizando todos os termos
da Equacao 39 sobre a estimativa do desvio padrédo dos residuos das curvas analiticas do

acido citrico.

Neste modelo, ap6s a aplicacdo do teste t-Student, verificou-se que nenhum dos
termos foi significativo, ou seja, 0 modelo ndo conseguiu explicar a influéncia da
concentracdo do tampéo, pH do tampé&o e volume da amostra sobre os coeficientes
observados. Isso porque ha muitas variaveis para a distribuicdo da variancia total dos
dados.

Para determinar quais seriam as variaveis para compor o modelo e que melhor
expliqgue os dados experimentais, utilizou-se a técnica stepwise regression (DRAPER &
SMITH, 1965; RAWLINGS; PANTULA; DICKEY, 1998). Nesta técnica de regressao

linear multipla 0 modelo comeca inicialmente com todas as variaveis e posteriormente
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aquelas néo significativas (avaliadas por teste t-Student) sdo suprimidas e novo modelo é
obtido. Isso ocorre até que nao haja melhora no modelo ou variaveis para serem retiradas
(SILVA; MOITA; ALMEIDA, 2010).

Apoés o procedimento stepwise, apenas o0 termo linear do pH inicial do tampéao

influenciou o desvio padréo dos residuos (Fidia
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Figura 12. Coeficientes do modelo stepwise regression para avaliacao da influéncia
da concentracdo, pH do tampéao e volume de amostra sobre a estimativa do desvio padrao
dos residuos das curvas analiticas do acido citrico.

O comportamento do desvio padrédo dos residuos das curvas analiticas pode entéo
ser descrito pelo modelo apresentado na Equacdondd ‘pH’ se refere ao valor
codificado. O coeficiente de determinacéo foi igual a 0,8300 e desvio padréo dos residuos
igual a 0,022 mmol £.

Com o procedimento stepwise obteve-se, portanto, um modelo bastante util e
simples, e com uma qualidade de ajuste similar aquela obtida para o modelo com varias
variaveis. De acordo com o Principio da Parcimoénia (“a Navalha de Occam™), como os
dois modelos explicam praticamente a mesma variancia, esse modelo deve ser escolhido
por ser mais simples. Além disso, do ponto de vista estatistico, se um termo ndo é

significativo, ele deve ser omitido sem prejuizo.

= (0,026 £ 0,006) + (0,045 + 0,015)pH (41)
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O aumento do pH causa aumento do desvio padrdo dos residuos e, portanto, uma
menor preciséo (ou ajuste dos dados). E possivel observar que os desvios padrdo sio
menores em valores de pH menores que 6,8 (FigyramBora o comportamento nao
seja linear, conforme sugere o modelo. Para valores de pH maiores, parece que outras

variaveis podem influenciar o comportamento do modelo.

0,08
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0,031
0,021

] .
0,01- . .

0,001

Desvio padrao dos residuos ( mmol L'1)

Figura 13. Influéncia do pH inicial do tamp&o citrato sobre o desvio padrac

residuos das curvas analiticas do acido citrico.

Esse resultado parece sugerir que fora da regido mais tamponante do sistema citrato
(acima de pH 7,0), ha uma maior dispersao dos dados, pois pequenos erros no volume de
amostra, absorcao de gases do ambiente, etc. podem alterar o pH do meio. Essa diferenca
no tamponamento pode ser observada tanto pelo grafico de poder tamponante (Figura 5),
quanto de carga efetiva (Que expressa parcialmente o comportamento da forga do tampéo,
Figura 7) em funcao do pH.

A auséncia de uma correlacdo entre a concentracdo do tampao e o desvio padrao
dos residuos pode ser visto na Figura 14. Ha dois conjuntos de dados, um com valores
elevados de desvio padrao dos residuos com apenas trés condi¢cdes experimentais e outro
com valores razoavelmente constantes. O primeiro conjunto esta associado a baixas
concentracdes do tampé&o em pH maiores que 6,8. Nessas condi¢des a for¢ca do tampéao é
baixa para pequenas variacbes de pH (tanto a variagdo da carga efetiva quanto a

concentracdo do tampao sao baixas).
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Figura 14. Influéncia da concentracdo do tampéao citrato sobre o desvio p

dos residuos das curvas analiticas do acido citrico.

4.3. Otimizacao utilizando a sensibilidade minima das curvas analiticas

COMmo resposta

A sensibilidade analitica expressa a capacidade do método em distinguir com
determinado nivel de confianca, duas concentracfes préoximas (CURRIE, 1999). Desta
forma, em métodos considerados muito sensiveis pequenas alteracées na concentracao de
propriedade estudada resultam em intensas varia¢cées no sinal analitico medido.

Do ponto de vista matemético, a sensibilidade representa a inclinagdo da curva
analitica(Equacdo 42). Em modelos lineares, ela é independente da concentracdo do

analito, o que ndo acontece em modelos quadraticos.

S=1I

Onde ‘S’ ¢ a sensibilidade e ‘I’ a inclinagdo da curva analitica.
Considerando a equacédo geral da curva analitica quadratica, Equacdo 31, onde
‘ApH’ ¢ a resposta analitica, ‘c’ € a concentragao do analito, ‘I’ a inclinacao e ‘Q’ a

curvatura, a sensibilidade € encontrada pela derivagéo da Equagéo 31.
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Usualmente os modelos analiticos quadraticos apresentam valores negativos de
curvatura. Assim a medida que a concentracdo aumenta a curva analitica “perde”
linearidade, pois ha um aumento da curvatura, com o termo quadrético tornando-se mais
negativo e assim, ha diminuicdo na sensibilidade. Portanto, na otimizacdo de um método
analitico que apresente uma curva analitica quadratica, ndo € possivel utilizar a
sensibilidade maxima (‘I’) como parametro de otimizacdo, mas sim a sensibilidade
minima, que sera o limite superior da curva analitica. Ao ser definida entdo a sensibilidade
analitica minima ou uma porcentagem minima da sensibilidade analitica, pode-se definir
também a faixa analitica.

Com o modelo de regressdo quadratica utilizando todas as variaveis, nenhum
coeficiente foi estatisticamente diferente de zéigura 15), mas o modelo apresentou
um coeficiente de determinacéo igual a 0,8760 e o desvio padrédo dos residuos de 0,0067

L Tmmol.
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Figura 15. Coeficientes do modelo de regressao multipla utilizando todos os termos

da Equacao 39 sobre a sensibilidade minima das curvas analiticas do &cido citrico.
ApoOs o procedimento stepwise, tanto o termo linear do pH inicial quanto o termo

de interacdo entre o pH inicial e a concentracdo do tamp&o foram significativos (
Figural6).

40



0.0250

0.0200 -

0.0150 -

0.0100 A

0.0050 -

0.0000

coeficientes do modelo de regressao multipla
ZAWNJoA
2Hd
EELENUERITE)
awnjos Hd
awn|o/ 0BSBIUEIUOD
Hdoedenueoung
awnjop,
opdenuasuoy
0oUEIg

Figura 16. Coeficientes do modelo stepwise para a sensibilidade minima das curvas

analiticas do acido citrico.

O modelo (Equacédo 43) com valores codificados, apresentou um coeficiente de

determinacao (B igual a 0,9878 e desvio padréo dos residuos de 0,0021 mimol L
¥ = (0,012« 0,001)+ (0,0179:0,001)pH + (0,0127 £ 0,003) (
O comportamento do pH sobre a sensibilidade (Figura 17) apresentou um perfil

similar aquele observado para o desvio padrdo dos residuos. Nos experimentos em que 0

pH inicial foi maior que 6,8, foram observadas maiores sensibilidades.
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Figura 17. Influéncia do pH inicial do tampa&o citrato sob a sensibilidade mir
das curvas analiticas do &cido citrico.

O termo de interacdo positivo implica que o aumento do pH inicial e da
concentragcdo do tampé&o favorecem o aumento da sensibilidade analitica. A Equacéo 17
permite observar que o acréscimo da concentracdo analitica dos sistemas acido-base de
Bronsted que compde o tampao tende a elevar a forca do tampao diminuindo sua
sensibilidade, que torna o resultado encontrado intrigante.

Na Figura 18 apresentada a superficie de resposta da influéncia do pH inicial do
tampéo e da concentragcdo do tampao sobre a sensibilidade. Pode ser observado que a
maxima sensibilidade é alcancada nas faixas extremas estudadas, ou seja, em pH 9,3 e
concentracdo de tampéo de 200 mmal L
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Figura 18. Superficie de resposta da influéncia do pH inicial e da concentracéo do

tampéo sobre a sensibilidade minima das curvas analiticas do acido citrico.

Contudo nesta regiao sdo obtidos os maiores desvios padrao dos residuos. Para que
ambos os parametros alcancassem respostas satisfatérias frente ao estudo do método, &
condicdo para trabalho, ou seja, aquela que possuia menores desvios e maior sensibilidade
analitica foi obtida em pH 6,8 e concentra¢do de tamp&o 25 mimadra a faixa
analitica ao redor de 5,0 a 50 mmdide acido citrico.

Ainda que a otimizag&do tenha sido realizada considerando a maximizacdo da
sensibilidade minima e minimiza¢éo do desvio padréao dos residuos, foram observados os
comportamentos do limite de deteccéo e coeficiente de determinacéo das curvas analiticas

obtidas.

4.4. Limite de deteccéo (LOD)

Os coeficientes do modelo usando o LOD como resposta podem ser observados na
Figura 19. Este modelo apresentou coeficiente de determinagcéo de 0,7655 e estimativa
do desvio padrédo dos residuos de 4,5604nimol.

Neste modelo nenhuma variavel foi estatisticamente diferente de zero, ou seja, 0
modelo nao foi capaz de explicar a influéncia do pH, concentracédo do tampéao e volume

da amostra sobre o LOD das curvas analiticas.
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Figura 19. Coeficientes do modelo de regressao multipla utilizando todos os termos

da Equacao 39 sobre o LOD das curvas analiticas.

Na Figura 20 é possivel observar os coeficientes do modelo de regresséo obtidos
apos o procedimento stepwise. O modelo (Equacdo 44) com valores codificados,
apresentou um coeficiente de determinac) Gual a 0,9701 e desvio padrdo dos
residuos de 1,6275 mmof'LE possivel constatar que apenas o pH teve influéncia sobre

o LOD das curvas analiticas.

§ = 4,380+ 0,630+ 12,0299 2,46 pH2 (44
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Figura 20. Coeficientes do modelo de regressdo multipla apds o procedimento
stepwise para o LOD das curvas analiticas do acido citrico.
44



Dessa forma através da andlise das Figura 21 e 22 a influéncia da concentracao do
tampéo e do seu pH inicial sobre o LOD das 13 condi¢cdes experimentais pode ser
avaliada.

Menores valores de LOD podem ser encontrados na faixa de pH entre 6 e 7,5,
porém, a concentracdo do tampao nao aparentemente nao influencia de forma direta o
comportamento do LOD, visto que, para concentracées mais altas como 200 temol L
menores como 25 mmolisdo encontrados menores limites.

O termo quadrético positivo sugere que o aumento do pH leva ao aumento do LOD
do M2P, contudo, o objetivo era encontrar os menores LOD’s possiveis. Esta condi¢ao
foi alcancada no tampéo citrato 25 mmadidm pH 6,8, ou seja, o quinto ensaio, com

LOD de 1,945 mmol L.

16
[ |
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— [ |
" 10
B [ |
E 8-
S = .
~ 6_
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S 4 - .
2 - " .
0 T T T T T T
4 5 6 7 8 9 10
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Figura 21. Influéncia do pH do tampéao sobre o LOD do Mz
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Figura 22. Influéncia da concentra¢do do tampé&o sobre o LOD do M2P.

4.5. Coeficiente de determinacao ajustado (Rj e Numero de noves (N9)

O coeficiente de determinacéo (R2?) é um dos parametros para avaliar a qualidade
de ajuste de um método analitico, melhor que o coeficiente de correlagdo por exprimir a
fracdo de variancia explicada em relacao a variancia total dos dados-(ERQ010).

O coeficiente de determinacdo possui propriedade crescente a medida que mais
variaveis explicativas sdo adicionadas ao modelo ainda que estas variaveis em nada
influenciem a resposta. Por esta propriedade pode-se inferir que adiciooaadidveis
ao modelo, mesmo que estas nao tenham relacdo nenhuma com a resposta, artificialmente
€ possivel que haja melhora no coeficiente de determinagdo. Devido a isso, para

confrontar modelos com numero de variaveis distintos ndo € recomendado que se use 0
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R2, mas sim o R? ajustado, que pode ser observado na Equacao 45 (NASCIMENTO,
2009).

A Equacao 45 mostra como o coeficiente de determinacéo ajustado pode ser obtido,
onde ‘R?’ corresponde ao coeficiente de determinacao obtido pelo modelo de regressao,

“n” é o tamanho amostral‘p” 0 numero de variaveis independentes (X).

n-1

2 =1-(1-R?)———
Rcldj ( )n—p—l

(45)

O valor de Ruqj€ importante quando € interessante avaliar modelos com diferentes
nameros de variaveis. Além disso, a Equacéo 45 mostra que quanto maior o numero de
variaveis, o valor de Rse torna falsamente mais elevado.

A dificuldade na avaliacao do coeficiente de determinacédo (assim como coeficiente
de correlacdo e de determinacdo ajustado) est4d no fato de ndo haverem valores de
referéncia claros. Testes estatisticos avaliam se esses coeficientes sdo significativamente
diferentes de zero, mas nao permitem avaliar se dois coeficientes sédo significativamente
diferentes entre si.

Na quimica analitica, a pratica tem determinado que valores aceitaveis devem estar
acima de 0,9 ou 0,99. A avajdo usual é considerar o “numero de noves” que o
coeficiente apresenta. Assim, curvas cohigais a 0,999 tém melhor ajuste que 0,99.

Dessa maneira, para facilitar a comparacéao entre grandes conjuntos de coeficientes,
Almeida (2015) propds o uso do numero de noves (N9), um parametro que expressa a
guantidade de casas decimais de numeros nove existentes no coeficiente de determinacéo

(Equacéo 4%

N9 = -log (1-R) (46)

As curvas analiticas apresentaram modelos copeiitfe 0,9 (N9 maior que 1,26)
e 0,99 (N9 maior a 2,6). Nao € possivel perceber nenhuma correlagdo entre a concentracao
do tampao e o N9 (Figura REntretanto, pode-se observar que 0s maiores valores de N9
ocorrem com algumas condi¢cdes com pH ao redor de 6,5 (Figura 24). Para a condicéo
selecionada nas avaliagdes anteriores (tampao 25 mhashlpH 6,8), o valor de N9 foi
um dos maiores registrados, 2,64R9,9974).
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Figura 23. Influéncia da concentracdo do tampao citrato no N9 do coeficien
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Figura 24. Influéncia do pH inicial do tamp&o no parametro N9 do coeficient

determinacao ajustado

4.6. Determinacgdo da acidez por titulagdo potenciomeétrica

A titulagdo potenciométrica das amostras de sucos de fruta foi realizada com o a
finalidade de comparacdo com o método desenvolvido. Um exemplo pode ser observado
na Figura 25 onde uma amostra de suco foi titulada com a utilizacéo de hidroxido de sodio

padronizado.
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Figura 25. Curva de titulacdo de 1 mL do suco de fruta A em 10 mL de &gue
hidroxido de sédio 0,1893 moliL

Para a estimativa do volume de equivaléncia, foi obtido o grafico de derivada
primeira (utilizando a fungéo derivative do software Origin). Para esses dados foi ajustado
0 modelo de regressdo nao linear de Lorentz (Equagéo 47). O procedimento para o

exemplo descrito é apresentado na Figura 26.

+2A W
T 4(x— %)%+ W ¢

Y=Y

O valor central (¥ ¢ a estimativa do volume de equivaléncia, ‘y’, ‘yo’, A, w sdo 0s

parametros estimados pelo modelo de regresséo.
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Figura 26. Gréfico da primeira derivada dos dados potenciométricos da titu
de 1 mL de néctar de laranja com NaOH 0,1893 rmfoNo inserto a tabela dos valor
fornecidos pelo software Origin 8.0 Pro.

4.7. Validacao

A partir dos experimentos de otimizacédo foi escolhida a condicdo onde é feita
adicdo de 1 mL de amostra sobre 10 mL de tampé&o citrato 25 rmindel pH inicial 6,8.

A Equacdo 48 representa a curva analitica obtida para esta condicéo:

ApH = (-0,000248t 19e5)c? + (0,03258+ 0,001)c+ (0,0759+ 0,0127) (48)

Onde “ApH” ¢ a resposta do método e “c” ¢ a concentracdo, em mmol L. Para a
validacdo os seguintes parametros foram avaliados: sensibilidade minima do método,
faixa analitica, LOD, LOQ, exatidao e precisao.

O LOD é o menor valor de concentracdo do analito que pode ser detectado pelo
método. O desvio-padrdo do branco da curva analitica foi utilizado para o calculo do
LOD, enquanto que a sensibilidade foi considerada como o coeficiente de inclinacao
guando a concentracao tende a zero.
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Embora o LOQ seja a concentragédo que pode ser determinada com um coeficiente
de variagdo menor que um valor limite pré-estabelecido, na falta desse valor, foi utilizado
a expressao descrita ha Equacao 35, recomendada pela ANVISA.

Assim, o limite de quantificacéo foi igual a 3,7 mmdl.INessa concentracdo a
precisdo (N= 3) foi de 3,36%, um valor razoavel para medidas de acidez. O limite de
deteccdo obtido foi igual a 1,20 mmot E a faixa analitica utilizada para o método
proposto foi de 5 a 50 mmoliL

A exatidao foi avaliada pela comparacédo da acidez determinada pelo M2P com
aquelas determinadas por titulagdo potenciométrica para as mesmas amostras comerciais
de néctares de laranja (Tabela 5). O erro do método proposto variou de 0,34 a 15,14%
(Tabela 5), evidenciando que o mesmo apresenta bom desempenho quando comparado a
titulacdo potenciométrica.

A precisdo foi estudada através da repetitividade, esta apresentou desvio padrdo
relativo entre 0,71% e 5,00%. O método proposto apresentou um coeficiente de

determinacao ajustado de 0,995 e desvio padrdo dos residuos de 0,0177 unidades de pH.
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Tabela 5 Comparacgdo dos resultados da determinacdo da concentracdo de acido
citrico por titulagdo potenciométrica e pelo M2P com adicdo de 1 mL de amostra

concentrada sobre 10 mL de tampé&o citrato 25 mnaiHL 6,8.

Amostras Acido Citrico (Y%om/m)
(Néctar)
Titulacdo M2P Exatidao Preciséo
Potenciométrica (%Erro) (CV%)

1 (Laranja) 0,318 + 0,007 0,342 +£ 0,008 +7,67 1,64
2 (Laranja) 0,314 £ 0,010 0,343 £ 0,015 +9,55 3,04
3 (Laranja) 0,343+ 0,001 0,355 + 0,007 + 3,50 1,30
4 (Laranja) 0,352+ 0,015 0,355+ 0,010 +0,69 1,97
5 (Laranja) 0,305+ 0,007 0,371 +£0,012 +15,14 2,25
6 (Laranja) 0,461+ 0,006 0,477 £ 0,017 + 3,46 2,44
7 (Laranja) 0,382+ 0,009 0,413 + 0,026 +8,18 4,58
8 (Laranja) 0,383+ 0,014 0,379 £ 0,019 - 0,96 3,67
9 (Laranja) 0,209+ 0,008 0,183 + 0,013 -12,41 4,99
10 (Laranja) 0,402+ 0,011 0,410 + 0,014 +1,90 2,50
11 (Laranja) 0,285+ 0,019 0,286 + 0,0003 +0,34 2,25
12 (Laranja) 1,083 + 0,001 1,032 + 0,0012 -4,71 0,71
13 (Laranja) 0,996 + 0,0007 0,975 + 0,004 -2,10 0,92
14 (Laranja) 1,211 + 0,005 1,180 + 0,0003 - 2,56 0,71
15 (Padrao) 0,391 + 0,001 0,398 + 0,0015 + 1,86 0,57

4.7.1. Exatidao

A exatiddo expressa a concordancia entre os resultados obtidos pelo método testado
e pelo método de referéncia. Para estima-la foi utilizada a comparacdo de métodos, uma
vez que ndo ha padrdes de referéncia para acidez em néctares de fruta. Os resultados dc
M2P foram entdo comparados com aqueles obtidos em titulagdes potenciomeétricas.

A exatidao pode ser expressa pelo céalculo do erro relativo (ANVISA, 2012), e foi
calculada a partir da Equacao 36. Pode-se observar que os maiores erros na comparacao

dos métodos ocorreram para as concentracdes mais baixas (Fjgura 27
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Figura 27. Porcentagem de erro relativo em relagéo ao teor de acido citric

amostras.

Entretanto, o erro relativo ndo € um parametro muito adequado pois ndo é capaz de
distinguir entre dois tipos de erros sistematicos entre métodos: erros aditivos e erros
sisteméaticos. Os resultados obtidos por dois métodos distinios & devem ser

relacionados através de uma expressao geral (Equagéao 49
Ri=a+bR (49)

Onde o termo ‘a’ representa o erro aditivo e idealmente € igual a zero, enquanto que
termo ‘b’ explica a proporcionalidade entre os resultados de ambos métodos, e, portanto,
deve idealmente ter o valor igual a um. Desvios significativos nesse valor indicam erro
sisteméatico (ou matricial) entre os métodos.

A comparagio entre os resultados dos dois métodos é adequada ipral R
0,9941 e o desvio padrao dos residuos igual a 0,0266 (Figura 28phdQdnstante (‘a’)
nao foi estatisticamente diferente de zero ¢ o termo ‘b’ ndo ¢ estatisticamente diferente
de um (teste t-Student, 95% confianga), de maneira que ndo sao observados, no conjunto,
erros aditivos ou sistematicos entre os métodos.

Apesar da curva de correlagdo (Figura 28), apresentar um bom Rz? (0,9941), a
distribuicdo dos pontos ao longo da curva sugere que o modelo poderia ser tendencioso,

devido a grande concentragdo de pontos em uma determinada regido. A verificagdo de
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que a funcao de regressdo é adequada aos dados pode ser feita através do grafico dos
residuos versus valores ajustados.

A observancia do grafico da Figura 29, demonstra que os residuos estao distribuidos

aleatoriamente, e ndo se encontram concentrados em uma determinada regiéo.
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Figura 28. Correlacdo da concentracdo de acido citrico (% m/m) obtido pelo

e por titulacdo potenciométrica das amostras de néctar de laranja.
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Figura 29. Grafico dos residuos dos resultados obtidos para o M2P e a titt

potenciométrica na analise das amostras de néctar de laranja.

Os valores de erro consideravelmente altos para algumas amostras podem ser

explicados pela complexidade das amostras em razéo dos sucos de fruta apresentarem em

54



sua composi¢cdo uma gama de acidos como o 4cido citrico, tartarico, malico, que afetam

de forma direta as respostas obtidas.
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5. CONCLUSOES DO CAPITULO

O M2P foi otimizado através de Planejamento Multivariado pela Matriz de Doehlert
e validado para a determinacéo da acidez em amostras de néctar de laranja.

A condicdo 6tima para trabalho este foi obtida considerando-se tanto a maior
sensibilidade analitica minima assim como o menor desvio padrdo dos residuos da curva
analitica.

Na condicéo selecionada, 1 mL de amostra sem nenhum pré-tratamento ou diluicao
foi adicionada sobre 10 mL de tamp&o citrato 25 mmicdéin pH 6,8 e a variagédo de pH
foi medida. A acidez foi determinada com auxilio de modelo de regressao quadratica na
faixa analitica de 5 a 50 mmoi'Lcom R ajustado de 0,995 e a estimativa de desvio
padréo dos residuos igual a 0,018 unidades de pH.

O LOD e o LOQ foram de 1,20 mmofiLe 3,7 mmol L, respectivamente. Na
comparacdo com o método titulométrico na determinacdo da acidez em amostras de
néctares de laranja, o0 M2P apresentou erros entre 0,35 e2d5Alprecisdo, avaliada
pelo coeficiente de variacdo (%CV) esteve entre 0,57 e 5,00% e a repetitividade avaliada
para a concentragdo de 20 mmdifbi de 0,35%.

O método proposto apresentou-se simples, de baixo custo e rapido para
determinacdo da acidez em amostras de néctares de laranja, além de proporcionar

resultados similares ao do método titulométrico.
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CAPITULO 1l
AVALIACAO DO ELETRODO DE PBO » COMO SENSOR PARA O
METODO DOS DOIS PONTOS

1. INTRODUCAO

Os sensores potenciométrios tém sido usados em diferentes areas. Como exemplos,
pode-se citar a determinacdo da concentracdo de dioxido de enxofre em vinhos
(CUARTERO et al., 2013), a determinacdo de tracos de ion cianeto no meio ambiente
(CHEN; ZOU; BU, 2012), e até mesmo ha industria farmacéutica para determinacao da
concentracdo de medicamentos, como o ibuprofeno (RIBEIRO, 2006). O sensor mais
utilizado, entretanto, é o eletrodo combinado de membrana de vidro sensiyg} @H
OH), ou seja, o eletrodo de vidro para pH, seguido pelo eletrodo para fluoreto, baseado
no monocristal de fluoreto de lantanio dopado com eurdpio.

A medida do pH de uma solu¢cdo aquosa é capaz de fornecer informacdes
importantes, uma vez que o iofi phrticipa dos equilibrios acido-base de Bronsted, que
€ o tipo de equilibrio em solu¢gao mais comum. Assim, o pH influencia diversos sistemas
quimicos e é, por sua vez, influenciado por eles (OLIVEIRA, 2009).

Aguas de diferentes fontes, tais como lagos, rios e oceanos possuem diferentes
valores de pH pois dependem das espécies de plantas e animais (inclusive microscopicos
tais como fitoplancton ou zooplanctons) que habitam naquele ecossistema, além do solo,
rochas e sedimento com os quais tém contato. Na agricultura o controle do pH do solo é
de suma importancia para o desenvolvimento das plantas e em praticamente todas as
indUstrias que utilizam a agua necessitam que este controle seja realizado (STUMM,;
MORGAN, 1995 YUQING; JIANRONG; KEMING, 2005)

Na inddstria quimica, o controle deste parametro € capaz de otimizar reacbes e
evitar a formacédo de produtos indesejaveis, além disso ele € capaz de controlar a
solubilidade de diversos produtos quimicos ou biomoléculas. Até mesmo no corpo
humano a manutencgéo do pH do sangue € necessaria. A variagdo em menos ou mais que
0,3 unidades de pH prejudica seu funcionamento (YUQING; JIANRONG; KEMING,
2005).

A determinacdo de pH é portanto de grande importancia e diversos sensores tém

sido desenvolvidos, buscando alternativas em relacao ao eletrodo de vidro para pH para
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contornar algumas dificuldades do emprego do mesmo em controles analiticos de rotina
ou condi¢Oes adversas ao eletrodo de vidro.

Abolghasemi; Sobhi; Piryaei (2016) propuseram um novo sensor optico de pH
baseado na imobilizacdo de antocianinas de uvas sobre membrana de agarose, enquanta
Zuliani; Matzeu; Diamond (2014) foram os responsaveis pelo desenvolvimento de um
sensor potenciométrico descartavel para medir pH da saliva.

O eletrodo de diéxido de chumbo (PhPara determinacéo do pH de solucdes foi
inicialmente estudada por Kaehler et al. (1970). A resposta potenciométrica do eletrodo
de PbQ eletrodepositado sobre um fio de platina, no qual o0 monitoramento da atividade
hidrogenidnica foi feito em soluges contendo iori fl avaliada.

Cassiano et al. (2001), utilizando um eletrodo de P&€trodepositado sobre
grafite, demonstraram aplicabilidade deste como sensor potencionadbicoH, PIF*

e SQ% em titulagdes acido-base e de precipitacéo, além disso a aplicabilidadexdo PbO
incorporado em matriz de PVC também foi estudada (CASSIANO et al., 1998).
A resposta potenciométrica do eletrodo de Phé@3eiase em principio, na semi-

reacao (Equacéao b0
PbQys) + 4H' (aq)= PP (ag)+ 2H0q) B’ = 1458 mV (5C

E, portanto, na Equacao de Peters-Nernst (Equagéo 51
E=E°+ glog[PbZ““] — 2SpH (5

Entretanto, as sensibilidades obtidas nos trabalhos citados sempre foram ao redor
de 59,16 mV décadaou seja, metade do valor previsto.

No entanto, Lima et al. (2005), desenvolveram um ISE para pH incorporando o
PbQ em matriz de parafina, obtendo sensibilidades de até 112 mV d¢oadaja, 94%
da resposta prevista pela Equagéo 51.

Algumas vantagens podem ser observadas quando o eletrodo gé RiiiRado
frente ao eletrodo de vidro, dentre elas: a facilidade para constru¢do do mesmo, seu baixo
custo, resisténcia mecanica, longa vida util, estabilidade, reprodutibilidade e
possibilidade de utilizagdo em meios ndao aquosos (LIMA et al.)2005

O eletrodo de PbDapresenta-se como alternativa vidvel para substituicdo do

eletrodo de vidro em algumas situacdes pois, além de apresentar robustez nas medidas,
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tem uma melhor resisténcia mecanica, facilidade de miniaturizacdo e pode ser utilizado
solugdes com pH inferiores a 2,0.
Devido a estas vantagens, a aplicacdo do eletrodo de fBbévaliada, com o

intuito de aumentar a sensibilidade do Método Dois Pontos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Aplicar o eletrodo de PbQde alta sensibilidade para determinacdo da acidez de

amostras de néctares de laranja.

2.2 Objetivos especificos

eConstruir o eletrodo de Ph@e alta sensibilidade.

eAplicar o eletrodo para determinacéo da acidez de amostras de néctares de laranja.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1  Construcao do eletrodo

A construcéo dos eletrodos foi realizada conforme sugerido por Lima et al. (2005),
através da dispersdo de uma quantidade conveniente de pé déViebek) e parafina
para obter o total de 2,00 g de composto em um béquer de 5 mL. Essa mistura ficou sob
aguecimento sobre um agitador magnético com aquecimento (Biomixer Modelo 78HW-
1).

Grafite HB E

@ \Pa rafina
4 | |

‘ D
o+

P

Figura 30. (I) - Diagrama esquematico da obtencédo dos eletrodos de db
acado com a metodologia descrita por Lima et al. (2005). (ll) - Represen
esquematica do eletrodo de Bb@\) suporte de grafite; (B) membrana de parafina;
fita de teflon; (D) regido de contato elétrico.

Adaptado Lima et al. (2005)

O fluido obtido foi espalhado sobre grafite através da imerséo do suporte no fluido.
O grafite utilizado possuia 2 mm de diametro, dureza HB, utilizado para lapiseiras. Fitas
de Teflorf foram usadas para definicdo da area do eletrodo e para o isolamento do grafite
livre em relacéo a solucédo. A representacdo esquematica do eletrodo € mostrada na Figura
30.
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3.2  Preparo das solugoes
Todas as solucdes foram preparadas com agua Milli-Q e com reagentes de grau
analitico (P.A), além de terem sua forca ibnica ajustada com nitrato de sédiozjNaNO
para 0,5 mol IX (Lima, et al. 2005).
3.3  Solucéo tampéo fosfato
Uma solucéo tampéo fosfato 8 mmot pH 7,5 foi preparada pela dissolugédo de

0,5678 g de fosfato de s6édio monobasicoNRDy) e 20,3988 g de nitrato de sédio em

agua, esta solucéo teve seu pH ajustado com uma solucado de &cido cloridrico 0,1 mol L
1

3.3.1 Solucéo acido sulfarico

A solucéo de &cido sulfurico 60 mmot foi preparada pela dissolucéo de 3,0 mL
do &cido concentrado e de 13,5992 g de Na&l® agua.

3.3.2 Efeito da composi¢cdo das membranas do suporte

Para avaliar o efeito da composi¢cdo do suporte de grafite sobre a resposta do

eletrodo, foram estudadas composi¢cdes de @O0 a 80% (m/m) (Figura B1

Figura 31. Eletrodos de Pbfxonstruidos com membrana de parafina sobre suporte
de grafite de 60, 70, 75 e 80% (m/m) de Pt&3querda para direita).
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O eletrodo proposto e o eletrodo de referéncia (Ag/AgCl com ponte salina de
cloreto de potassio 3 moll) foram acoplados a um pHmetro e imersos em 25 mL de
solucéo tampéo fosfato 8 mmotLAliquotas da solugdo deSy com concentracdo de

60 mmol L foram adicionadas e as medidas de potencial anotadas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Efeito da composi¢ao das membranas do suporte

As curvas analiticas realizadas para avaliacdo da resposta do eletrode derfbO
diferentes composi¢cdes de membranas podem ser vistos nas Figar@igi2a 35.
Observou-se 0 aumento na sensibilidade analitica (inclinagdo do modelo), assim como do

coeficiente de determinacdo com o aumento do teor defib@atriz de parafina.

1200
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11001 L S: -78,38 mV década
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Figura 32. Curva analitica do tamp&o fosfato com eletrodo de P&D6).
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Figura 33. Curva analitica do tampé&o fosfato com eletrodo dePH@b).
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Figura 35. Curva de titulacdo do tampao fosfato com eletrodo de F8i90).

No trabalho de Lima et al. (2005) também foi observada a alteracéo da sensibilidade
analitica (inclinagéo) com o teor de RPh@ matriz de parafina. Entretanto neste trabalho
houve um aumento da sensibilidade analitica com o0 aumento do teor gda par@r de
75% (m/m), mas a maior inclinagdo (em mddulo) obtida foi 100 mV décasdor
inferior ao maximo observado na literatura (112 mV dééadaa 85% de Ph(

Portanto o eletrodo escolhido foi aguele com concentracdo de 80% deifAbO
razdo da maior sensibilidade obtida para o mesmo. Este resultado sugere que o tipo de

parafina utilizada, assim como a procedéncia do;RinOnesmo o tempo que o reagente
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permaneceu exposto a atmosfera podem influenciar no comportamento do eletrodo
produzido.
Na Tabela 6 pode-se observar que a qualidade do ajuste também melhorou com o

aumento do teor de Pb@a matriz de parafina.

Tabela 6. Inclinacdo, coeficiente de determinacad)(Rumero de noves (N9) e

potencial elétrico condicional B das curvas analiticas.

Concentracdo Inclinacdo /(mV.ded) Rz (N9) E”/mV
PbQ /(%m/m)
60 -78,38 0,8997 (1,0) 1289,3
70 -81,24 0,9577 (1,3) 1301,9
75 -84,02 0,9949 (2,3) 1279,5
80 -100,88 0,9965 (2,5) 1349,2

4.2  Aplicacéo do eletrodo de Pb@

A avaliacdo da aplicabilidade do eletrodo proposto foi realizada mediante a
comparacao dos valores de pH obtidos experimentalmente na determinacdo da acidez
fornecido pelo M2P através do eletrodo de vidro (EV) e de PBO).

Os valores de pH dos néctares de laranja fornecidos por ambos os eletrodos (Tabela
7) apresentaram erros relativos inferiores a 5%. Observa-se também uma maior precisédo
nas medidas com o eletrodo de Pb@nhde as estimativas do desvio padréo formam
inferiores para varias amostras.

Resultados semelhantes foram encontrados por Lima et al. (2005) quando se
trabalhou com eletrodo de Pbh@ara determinacédo do pH de bebidas industrializadas,

com diferencas maximas de 0,28 unidades de pH.
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Tabela 7.Valores de pH obtidos pelo eletrodo de vidrogp@te pelo eletrodo de

PbQG (pHec) para as amostras comerciais de néctares de laranja.

Amostras de néctare: pHev pHec ER(%)
de laranja
1 3,81 +0,02 3,96 +0,005 3,93
2 4,12 +0,01  4,05+0,01 1,69
3 3,77 £0,02 3,70 +0,01 1,85
4 3,17 £0,02 3,01 +0,005 5,04
5 3,85+0,01 3,92 +0,01 1,81
6 3,83+0,01 3,80+ 0,005 0,78
7 3,74 £0,01 3,71 £0,005 0,80

O teste F foi aplicado para comparar as amostras quanto a sua variancia. A um nivel
de 95% de confianca ndo ha diferenca estatistica entre o pH obtido com o eletrodo de
PbQ e o eletrodo de vidro para as amostras 2,3,5,6 e 7. As variancias das amostras 1 e 4
para o eletrodo de vidro séo estatisticamente maiores que o eletrodo proposto, ou seja, 0
eletrodo de Pbfnestas condi¢bes € mais preciso.

Para avaliar a influéncia do eletrodo propastore a sensibilidade do M2P foram
realizadas determinacdes da acidez pela aplicacdo do método com o eletrodo de vidro e

com o eletrodo de PO

4.3 Curva analitica

A curva analitica do M2P (Figura 36) foi construida pela adi¢cdo de 1 mL de solucdo
padrédo de acido citrico (5 e 50 mmof)lsobre o tampao citrato pH 6,8 de concentracdo
25 mmol L, que foi a condigdo 6tima escolhida no capitulo anterior.

O modelo obtido pode ser observado na Equacdo 52, com desvio padrao dos
residuos de 0,93 mmoliLe coeficiente de determinacéo ajustado de 0,999. O LOD e o
LOQ estimados pela curva analitica foram de 1,59 e 4,83 mMmaokkpectivamente, e

sensibilidade minima de 1,555 mmot.L
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AE = (~0,0141+ 0,003¢” + (25655t 016)c + (11,336 1,73 (52
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Figura 36. Curva analitica do eletrodo de Phébtida através da adicdo de 1 mL
do padrédo sob 10 mL do tamp&o citrato pH 6,8 com concentragdo 25 mimol L

A acidez dos néctares de laranja foi determinada usando a curva analitica construida
para o eletrodo proposto bem como foram realizadas quantificagdes das concentragdes de
acido citrico pelo M2P através dos dois eletrodos. Os resultados sé@o evidenciados na
Tabela 8.

Pode-se observar a concordancia entre os resultados obtidos para a concentracéo de
acido citrico utilizando ambos os eletrodos, com o método exibindo varrigées de erro
entre 4,24 e 16,82%, indicando a possibilidade de utilizacdo do eletrodo como provavel
substituto do eletrodo de vidro.

Um modelo de regresséo entre os resultados obtidos para o método utilizando o
eletrodo de Pb®para pH (R(EC)) e para o eletrodo de vidro (R(EV) é apresentado na
Equacédo 53, com desvio padrao dos residuos igual a 0,02 unidades de pH e coeficiente

de determinacao igual a 0,96.

R(EC) = (1,05+ 012)R(EV) + (~0,03+ 0,04) (53)

Considerando as incertezas dos coeficientes do modelo de regresséo, nao ha erros

aditivos ou sistematicos entre os resultados observados para ambos os métodos.
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Tabela 8.Concentragéo de &cido citrico nas amostras de néctares de laranja pelo
M2P usando eletrodo de vidro (EV) e o eletrodo de-RBQ).

Amostra de néctare:  Ac.Citrico Ac.Citrico (%m/m) Exatiddo

de laranja (%m/m) (EV) (EC) (%Erro)
1 0,377 £ 0,001 0,361 + 0,012 4,24
2 0,208 + 0,002 0,243 £ 0,017 16,82
3 0,222 +0,0003 0,235 + 0,001 5,85
4 0,429 £ 0,001 0,449 + 0,003 4,66
5 0,341 +0,002 0,364 + 0,001 6,74
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5. CONCLUSOES DO CAPITULO

O eletrodo de vidro para pH tem inclinacdo de aproximadamente -59,6 mV-década
1e como ja citado € o eletrodo ion seletivo mais utilizado no mundo. Contudo, este sensor
apresenta algumas caracteristicas que limitam sua utilizacao, principalmente a fragilidade
do proprio sensor. Sua faixa analitica (entre 2,0 e 12 a 14, dependendo da composicao da
membrana) também pode ser uma limitacdo em alguns casos.

O eletrodo de Pbfdesenvolvido apresentou inclinagdo igual a -100,9 mV década
1 que é 70% maior que a sensibilidade do eletrodo de vidro. Contudo, n&o foi observada
diferenca entre os resultados da determinacdo da acidez e medigcéao de pH pela utilizacéo
do sensor de PhDde maneira que o0 mesmo apresentou resultados analogos ao do
eletrodo de pH.

O uso do eletrodo de vidro ou do sensor de Ph&d afetou a qualidade dos
resultados de acidez para néctares de laranja.
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CAPITULO IV
APLICACAO DO M2P NA DETERMINACAO DA ACIDEZ DE VINHOS

1. INTRODUCAO

A acidez em vinhos é considerada uma de suas propriedades mais importantes, pois
participa das caracteristicas sensoriais além de influenciar sua estabilidade e cor
(TORRES et al., 2011). Vérios acidos organicos podem estar presentes em um vinho
formando o seu perfil &cido, dentre eles: o acido tartérico, o &cido mélico, citrico, gélico,
entre outros.

A determinacdo da acidez em vinhos pode ser realizada através de diversos
procedimentos. Na Europa a Office International de la Vigne et du Vin (OIV) normatiza
que acidez deve ser determinada pela titulacdo potenciométrica com solucao de 0,1 mol
L1de NaOH até pH 7,0 ou através da titulagdo com azul de bromotimol como indicador,
especialmente no caso do vinho branco.

Em contrapartidag Association of Official Analytical Chemists nos Estados Unidos
(EUA) determina que a titulagdo deve ser realizada até pH proximo a 8,2 atraves da
titulacdo com indicador fenolftaleina (VAHL et al., 2013).

Contudo, as titulagdes &acido-base com indicadores visuais, além de serem
demoradas e requererem a avaliagdo do analista para determinacdo do ponto final, ainda
nao fornecem o verdadeiro valor de acidez, pois cada vinho terd um ponto final da
titulacdo em razdo da composicao e da concentracdo dos acidos presentes Nn0s mesmos
(VAHL et al., 2013).

O desenvolvimento de novas metodologias visando reduzir as desvantagens das
titulacdes convencionais € objeto de estudo de varios autores. Vahl et al. (2013) usaram
Andlise por Injecdo em Fluxo (FIA) para determinacdo da acidez e do pH de vinhos
brancos e tintos. Torres et al. (2011) utilizaram imagens digitais para determinar a acidez
de vinhos tintos através da titulagdo sem indicador.

Em razdo das limitacbes dos métodos existentes hd demanda por novas
metodologias rapidas e eficientes para determinacdo da acidez em amostras de vinhos.
Portanto um novo método para determinacéo da acidez de bebidas foi proposto neste

trabalho.
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2. OBJETIVOS

2.1.0bjetivo geral

Aplicar um método analitico potenciométrico néo titulométrico (Método dos Dois
Pontos) para a determinacao da acidez em vinhos.

2.2.0bjetivos especificos

eOtimizar o M2P através de planejamento multivariado utilizando a Matriz de
Doehlert.

eAvaliar as figuras de mérito do M2P na condic&o otimizada e aplicar em amostras

de vinhos comerciais para determinacéo da acidez.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Preparo das solucdes

3.1.1. Solucgéo de é&cido tartarico

O &cido tartarico é aquele que se encontra em maior concentragcado nos vinhos, por
esta razao as curvas analiticas foram construidas pela adicdo de determinado volume dos
padrdes deste &cido nas solugcbes tampédo de acido citrico.

A solucéo estoque de 500 mmot te Acido tartarico foi preparada pela dissolucéo
de 37,71 g do respectivo acido (Vetec) em agua, completando-se o volume em um balédo
de 500 mL.

As demais solu¢Bes de 4cido tartarico utilizadas para construcédo da curva analitica
foram obtidas pela diluicdo da solugéo estoque, preparadas no mesmo dia em que foram

usadas.

3.1.2. Solucao de acido citrico

A solucéo estoque de acido citrico (1,0 md) foi preparada a partir da dissolucéo
do respectivo acido (Vetec) em agua e padronizada com a solucdo de NaOH 02 mol L

padronizada e mantidas a temperatura ambiente.

3.2. Determinacgéo das condicdes experimentais

A otimizacdo do M2P para obtencéo da regido de trabalho 6tima foi realizada da
mesma forma que o néctar de laranja, ou seja, pela aplicacdo do Planejamento
Experimental Doehlert. Neste planejamento foram avaliadas as variaveis: pH inicial do
tampdo citrato, concentragcdo do tampdo e o volume de amostra nos mesmos niveis
estudados anteriormente: as concentragdes do tampao variaram entre 25 e 206, mmol L
0s vdores de pH entre 4,3 € 9,3 e o volume de amostra entre 500 e 2000 pL.

O pH foi estudado em sete niveis, a concentragdo em cinco niveis e o volume de

amostra em trés niveis, como pode ser observado na Tabela 2.
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3.3. Preparo das amostras

3.3.1. Vinhos

As amostras de vinhos tinto e branco de sete marcas diferentes foram obtidas nos
mercados da cidade de VicesMG e mantidas a temperatura ambiente durante o tempo

de estudo.

3.4. Procedimento Experimental

No método otimizado, o volume de 1 mL da amostra in natura foi adicionado sobre
10 mL de tampéo citrato (25 mmotIpH 6,8) e o pH medido. A resposta analitica foi a

diferenca nos valores de pH antes e ap0s a adicdo da amostra sobre a solu¢do tampao
(ApH).

3.5. Titulacdo volumétrica com deteccdo potenciométrica

Todas as amostras de vinho utlizadas no trabalho foram tituladas
potenciometricamente com solugdo de NaOH 0,02 mMalddronizado.

Para a titulacdo potenciométrica 1 mL das amostras de vinhos foram adicionadas
sobre 10 mL de agua destilada em um béquer com agitacdo magnética seguida por

sucessivas adi¢des de 1fl0de solucdo de NaOH 0,02 motL

74



4, RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Avaliacédo da otimizacao

As condigbes experimentais reais do trabalho para avaliar o efeito da concentragéo
do tampé&o, pH inicial e volume da amostra podem ser observadas na Tabela 9. As
respostas usadas para a avaliacdo do planejamento experimental foram a sensibilidade
minima e o desvio padréao dos residuos, conforme apresentado no item 4.1 do Capitulo I

do presente trabalho.

Tabela 9. Valores reais das condi¢cdes experimentais dos 13 en

Valores reais

Ensaios Con. Tampéo oH Vol.
(mmol L) Am./(uL)

1 112,5 7,13 1000
2 200,0 6,86 1000
3 156,3 9,24 1000
4 156,3 7,64 2000
5 25,0 6,95 1000
6 68,8 4,30 1000
7 68,8 6,12 500
8 156,3 4,46 1000
9 156,3 6,13 500
10 68,8 9,08 1000
11 112,5 8,52 500
12 68,8 7,65 2000
13 112,5 5,13 2000
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4.2. Otimizag&do multivariada pela Matriz de Doehlert

4.2.1. Otimizacdo utilizando o desvio padrdo dos residuos das curvas

analiticas como resposta

Utilizando o desvio padrao dos residuos como resposta do modelo de regressao
multipla, foram obtidos os coeficientes do modelo de regresséao observados na Figura 37,
dos quais apenas os termos linear e quadratico do pH apresentaram coeficientes que néo
diferem estatisticamente de zero. O coeficiente de determinagé&o foi igual a 0,9837 e o
desvio padrdo dos residuos igual a 0,0074 mmol L
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Figura 37.Coeficientes do modelo de regressao multipla utilizando todos os termos
da Equacao 39 para avaliagdo da influéncia do pH, concentracéo do tampao e volume de
amostra sobre estimativa do desvio padrdo dos residuos das curvas analiticas do acido

tartarico.

Através da aplicagdo do procedimento stepwise, o modelo foi refinado,
confirmando a aplicabilidade da Equacao 54.

y = (0,017+ 0,008 + 0,066+ 0,013 pH + (0,082 0,030 pH?2 54
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A Figura 38 apresenta os coeficientes do modelo otimizado pelo procedimento
stepwise e uma superficie de resposta mostra a relacéo prevista pelo modelo para o pH e
concentracdo do tampao (

Figura39).
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Figura 38. Coeficientes do modelo de regressao mdltipla utilizando o conceito de
stepwise regression para avaliacao da influéncia do pH, concentracédo do tampéo e volume
de amostra sobre estimativa do desvio padrdo dos residuos das curvas analiticas do acido

tartarico.
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Figura 39. Superficie de resposta da influéncia do pH do tampé&o inicial

concentracdo do tampdao sobre o desvio padréo dos residuos.
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E possivel constatar que em valores de pH elevados sdo encontrados altos desvios,
ISso pode estar associado ao fato das regides de valores mais altos de pH estarem fora da
faixa tamponante no citrato, desta forma os desvios observados nas reApbgtesdm
maiores. Esta observagéo conduziu a uma regiao de trabalho na faixa de pH entre 4,3

7,0, onde os desvios eram menores ou aceitaveis, como pode ser observado na Figura 40.
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Desvio padrao dos residuos ( mmol L'1)

Figura 40. Comportamento do desvio padréo dos residuos em relacao ao

tampao inicial do tampé&o citrato.

4.2.2. Otimizacao utilizando a sensibilidade minima das curvas analiticas

Como resposta

Quando a sensibilidade minima foi utilizada como resposta para a obtencao dos
modelos foram obtidos os coeficientes de regresséao observados na

Figura 41. Neste modelo apenas o pH foi significativo, o coeficiente de
determinacao obtido foi de 0,9503 e a estimativa do desvio padréo dos residuos de 0,0038
mmol L1,
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Figura 41. Coeficientes do modelo de regressdo multipla utilizando o conceito de
stepwise regression para avaliacao da influéncia do pH, concentracédo do tampéao e volume

de amostra sobre a sensibilidade minima das curvas analiticas do acido tartarico.

Aplicando-se o procedimento stepwise regression, apés a eliminacao gradual das
variaveis nao significativas, confirmou-se a importancia apenas do termo linear
envolvendo o pH (Figura 42). O modelo (Equacdo 55) apresentou coeficiente de
determinacao igual a 0,9703 e a estimativa de desvio padrédo dos residuos de 0,0033 mmol
Lt

y = 0,013+ 0,001+ (0,0208+ 0,002). pH
(5
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Figura 42. Coeficientes do modelo de regressdo multipla utilizando o conceito

de stepwise regression para avaliacdo da influéncia do pH, concentracdo do tampéo e

volume de amostra sobre a sensibilidade minima das curvas analiticas do acido tartarico.

E possivel constatar pela Figura 42 que o pH é a Gnica variavel que tem influéncia
sobre a sensibilidade minima, de maneira que o seu aumento leva ao aumento da
sensibilidade. A Figura 43 evidencia a similaridade entre o comportamento do desvio
padrdo dos residuos e da sensibilidade minima das curvas analiticas. A elevacao do pH
leva ao aumento da sensibilidade minima (Figura 43) e dos desvios padrdo das curvas

analiticas (Figura 40
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Figura 43. Comportamento da sensibilidade minima das curvas analitic:

acido tartarico em relacéo ao pH inicial do tampéao citrato.
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Na Figura 44 o grafico do comportamento da sensibilidade minima e do desvio
padrdo dos residuos é observado em funcdo do ensaio (cuja condi¢cdo experimental é
descrita na Tabela 9). Nota-se que em regides de maior pH (7,6 e 9,3, ensaios)3, 4 e 10
encontram-se as maiores sensibilidades, porém, os mais altos residuos. As regiées com
pH entre 4,3 e 6,13 (ensaios 6,7 e 8) apresentam 0s menores residuos, contudo a
sensibilidade minima nesta regido apresenta valores baixos.

Desta forma a escolha da condicdo de estudo esteve em uma regido onde menores
desvios pudessem ser observados e a sensibilidade minima alcancasse valores
consideravelmente altos. Esta condicdo pode ser encontrada no ensaio 5, ou seja, em pH
6,8 e concentracdo de tamp&o de 25 mmbldnde a sensibilidade minima era de 0,0182

mmol L e o desvio padrdo dos residuos de 0,0242 mrhol L
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Figura 44. Grafico da sensibilidade minima e do desvio padrdo dos residuos das
curvas do acido tartarico para os treze ensaios realizados no planejamento experimental
pela Matriz de Doehlert.

4.3. Validacgao

Através da otimizagdo, a condigdo 6tima de trabalho foi encontrada para o ensaio
onde houve a adicdo de 1 mL de amostra sobre 10 mL de tampao citrato de concentracao
25 mmol ! e pH inicial 6,8. A Equacio 56 representa a curva analitica obtida.
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ApH = (~0,0001+ 8e°)c? + (0,0240+ 0,0006C + (0,0890+ 0,0108 (56)

Em que “ApH” ¢é a resposta do método e “c” é a concentra¢do, em mmol L1, Na

Figura 45 a curva analitica para esta condi¢cao pode ser observada.
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Figura 45. Curva analitica do acido tartarico obtida pela adicdo de 1 mL do pi

tartarato sobre 10 mL de tamp&o citrato de concentragdo 25 rminegbH inicial 6,8.

A faixa analitica do método esteve entre 5 e 75 mmpblLOD e LOQ foram de
1,44 e 4,35 mmol £, respectivamente, e a sensibilidade minima de 0,016 nfol L

A exatidao, expressa em porcentagem de erro, apresentou variacées entre 0,55 e
9,25%. A precisdo, expressa pelo de coeficiente de variacdo (%CV) esteve entre 0,80 e
2,94%. O método apresentou coeficiente de determinacéo ajustado de 0,997 e desvio

padrédo dos residuos de 0,02 mmal L
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Tabela 10.Comparacéao dos resultados da quantificacdo de acido tartaric

titulagcdo potenciométrica e pelo M2P com adi¢c&o de 1 mL de amostra concentrad
10 mL de tamp&o citrato 25 mmotpH 6,8.

Amostras Acido Tartarico (%m/m)
Titulagéo M2P Exatiddo Precisdo pH inicial
Potenciométrica (%Erro) (CV%) vinhos
1M 0,405 + 0,002 0,432 + 0,017 +6,70 2,94 3,63
2M 0,690 + 0,012 0,696 + 0,008 + 0,80 0,80 3,47
3M 0,384 + 0,008 0,402 + 0,013 + 3,09 2,31 3,62
4M 0,300 + 0,0004 0,469 + 0,008  +59,69* 1,20 3,21
5M 0,384 + 0,014 0,397 + 0,004 + 3,62 0,82 3,73
6™ 0,368 + 0,008 0,402 + 0,041 +9,25 2,46 3,53
7® 0,587 +0,010 0,552 + 0,009 - 5,98 1,17 3,41
8® 0,528 + 0,003 0,525 + 0,009 - 0,55 1,21 3,37
9® 0,511 + 0,008 0,502 + 0,005 -1,75 0,97 3,35

*outlier; (B) — vinho branco; (T} vinho tinto.

Os erros apresentados pelo método (entre 0,55 e 9,25%) podem estar relacionados
a forte influéncia da matriz sobre a resposta, ja que os vinhos podem ser constituidos nao
apenas pelo acido tartarico, mas pela mistura de varios acidos organicos, como: o malico,
citrico, galico, succinico, latico, etc., contudo, apesar de erros relativamente altos como
0s encontrados nesta avaliagdo, o método poderia ser utilizado para determinagcdo da
acidez de amostras de vinhos.

As curvas de titulacdo das amostras 1 e 7 e 1 e 8 podem ser observadas nas Figura
46 eFigura 47. Dois perfis distintos de curvas sao obtidos, indicando que outros sistemas
acido-base de Bronsted podem estar participando do equilibrio, como por exemplo o
acido citrico ou o fosférico. E interessante ressaltar que as amostras 1 e 8 s&o
correspondentes a vinhos tinto e branco da mesma marca e ambos possuem 0 mesmo

perfil de curva de titulagcdo, com pontos de equivaléncias préximos um do outro.
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Figura 46. Curvas de titulacdo das amostras de vinho 1 e 7 utilizando solug
NaOH 0,0183 mol L.
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Figura 47. Curvas de titulacdo das amostras de vinho 1 e 8 utilizando solug
NaOH 0,0183 mol L.

As curvas de titulacdo das amostras 3 e 4 podem ser observadas na Figura 48. A
amostra 4 corresponde a uma classificacdo de bebida chamada sangria, que segundo o
MAPA (2009) deve conter no minimo 50% de vinho de mesa e no minimo 10% de suco

natural de uma ou mais frutas citricas. Portanto, a baixa precisdo do M2P para esta
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amostra (que foi denominada de outlier) pode estar relacionada a presencasle vario
sistemas acido-base participantes, principalmente em razdo da gama de compostos que
podem estar presentes nesta bebida.
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Figura 48. Curvas de titulacdo das amostras de vinho 3 e 4 utilizando solug
NaOH 0,0183 mol L.
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5. CONCLUSOES DO CAPITULO

Um novo meétodo para determinagdo da acidez de amostras de vinhos através da
realizacdo de um planejamento multivariado pela Matriz de Doehlert foi proposto nesta
etapa.

As variaveis pH inicial do tampao, concentracdo do tampéao e volume da amostra
foram estudados em sete, cinco e trés niveis, respectivamente, para determinacdo da
condicao 6tima de trabalho.

A melhor condicdo experimental foi obtida utilizando-se um tampéo citrato de 25
mmol L com pH inicial de 6,8, pela adicdo de 1 mL de amostra. A exatiddo do método
apresentado foi obtida pela comparacdo dos resultados com o método titulométrico e
exibiu erros entre 0,55 e 9,25%. A precisado, expressa pelo coeficiente de variacdo esteve
entre 0,80 e 2,94%, com faixa analitica entre 5 e 75 mrrok Lcoeficiente de
determinacdo ajustado de 0,997. O LOD e LOQ foram de 1,44 e 4,35 mmol L
respectivamente, e a sensibilidade minima foi de 0,016 mthol L

Os altos valores de erro encontrados na determinacdo da acidez em amostras de
vinhos podem estar relacionados com a complexidade da matriz, que além de ser
constituida pela acido tartarico pode também apresentar outros acidos organicos em sua
composicao.

A determinacédo da acidez em vinhos revelou concentra¢cdes de acido tartarico entre
0,402 e 0,696%, ou seja, cerca de 52,92 a 92,77 rhesstas concentragdes encontram-

se dentro da faixa aceitavel que é até 130,0 rreq L
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CAPITULO V
DETERMINACAO DE DIOXIDO DE CARBONO (CO 2 EM
CAMARAS DE CARBONATACAO

1. INTRODUCAO

A carbonatacdo € um fendmeno fisico-quimico que ocorre em razdo da reacao entre
o didxido de carbono (C{presente no ar e 0s compostos basicos presentes no concreto,
como o hidroxido de calcio (Ca(Ohl)formando carbonatos insolUveis e agua (LO et al.,
2016).

A durabilidade das estruturas de concreto € uma das maiores preocupacdes dos
proprietarios de edificios, uma vez que esta relacionada com a seguranca e economia da
edificacdo construida. Em condi¢cBes normais, o refor¢co de aco incorporado dentro do
concreto comum é protegido contra a corrosdo pela elevada alcalinidade do concreto.
Contudo a carbonatacdo interfere diretamente na resisténcia, uma vez que durante esse
processo o pH do concreto que é relativamente alto (cerca de 12) cai para menos que 9,
essa diminuicdo do pH expbe a estrutura de aco presente no interior do concreto a
corroséo (LO et al., 2018IEVES et al., 20L5DUPRAT; VU; SELLIER, 2014).

Uma forma de avaliar como o fendmeno da carbonatacdo afeta o concreto € o uso
de camaras de carbonatacdo, esse processo de aceleracdo da carboredbzadoé r
adicionando concentracfes de £ZDperiores a encontrada na atmosfera em ambientes
controlados. Portanto, a determinacdo da concentrag@a@deresente nas camaras é de
suma importancia para estudo e avaliagado o processo.

A determinagéo da concentracdo de>@0de ser realizada de diversas formas,
através de cromatografia gasosa ou infravermelho. Contudo a presenca destes
equipamentos em laboratérios de rotina é limitada, tornando o desenvolvimento de
meétodos para determinacdo da concentracdo deu@Oobjeto de estudo de grande
interesse na academia.

O M2P desenvolvido ao longo deste trabalho pode ser uma alternativa Gtil para este
fim, uma vez que depende apenas da variacdo de pH de um tampao para fornecer a
concentracdo de uma espécie. Portanto, a aplicabilidade do método desenvolvido foi
novamente avaliada mediante a investigacdo da concentracdodamCeéamaras de

carbonatacgao.
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A versatilidade do M2P também foi investigada nesta etapa pela aplicabilidade do
método para determinacdo do analito em amostras gasosas.
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2. OBJETIVOS

2.1.  Objetivo geral

Determinar a concentracéo de dioxido de carbono em camaras de carbonatacao pela

aplicacdo de um método potenciométrico nao titulométrico.

2.2. Objetivos especificos

eAplicar o M2P para monitoramento da concentracdo de €® camara de

carbonatagao.

e Monitorar o tempo de duragéo de cada ciclo para avaliacdo da estabilizacdo do

sistema.
eAvaliar o consumo de Co longo dos dias na camara estudada.

eAvaliar a homogeneizacdo da camara através do acompanhamento da

concentracédo de G@o longo de dois pontos de coleta: superior e inferior.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Camaras de carbonatacao

A camara de carbonatagdo utilizada para o presente trabalho foi
construida por uma discente do programa de pos-graduagdo em Engenharia
Civil da Universidade Federal de Vigosa, Vicosa — MG, o croqui bem como a

camara construida podem ser visualizados na Figura 49 (A) e (B).

: Cco; y —

1 - Corpos de prova
2 - Bomba de fluxo
3 - Ponto de coleta

Figura 49. (A) Croqui da camara de carbonatagdo para avaliagédo da
influéncia de diéxido de carbono sobre a resisténcia do concreto; (B) camara de
carbonatagédo construida; (C) Detalhe expandido do item (4) na Figura 49 (B);
(D) Detalhe expandido do item (5) da Figura 49 (B).
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Os corpos de prova (blocos de concreto) foram inseridos no interior da camara
(Etapa 1) e o cilindro contendo o gas foi acionado. Através da bomba de fluxo (Etapa 2)
o dioxido de carbono foi bombeado para o interior da camara, e apés alguns minutos o
cilindro era desligado. Essa etapa foi realizada inUmeras vezes, e cada uma delas é
chamada de ciclo. O tempo de duracéo de cada ciclo e a concentracdoddsi@ida
camara foram avaliados mediante a retirada de amostras através da mangueira de saida
inferior (4) ou na mangueira de saida superior (5) na Figura 49 (B).

A camara também continha em seu interior um culler responsavel por acelerar a
circulacdo do ar dentro da mesma. O controle da umidade e temperatura eram

constantemente avaliados através de um termohigrometro.

3.2. Curva analitica

A curva analitica foi obtida através da montagem do sistema da Figura 50. Na
entrada para o frasco 1 uma bomba de aquario foi acoplada para bombear ar para o
respectivo frasco (Etapa “A”) que continha uma soluc¢ao de hidroxido de célcio. O contato
da solucédo com o diéxido de carbono presente no ar levou a formacao de carbonato de
calcio, dessa forma o ar isento de;@&@ conduzido para o frasco 2 (Etapa “B”).

O frasco 2 continha massa de carbonato de sddio para formacédo estequiométrica de
CO. de um ponto da curva analitica, sobre essa massa foi adicionado através da valvula
de entrada certo volume de acido sulfarico, para formacédo do@@r isento de CO
obtido pelo frasco 1 exerceu a funcao de conduzir poBto no frasco 2 para a saida,

a fim de que fosse recebido na solugdo tampao (Etapa “C”’). Mediante o borbulhamento
do diéxido de carbono obtido no frasco 2 o pH inicial da solu¢ao tampao foi alterado para

um novo valor. A variacdo do pH foi utilizada para construcédo da curva analitica.
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Valvula de entrada A

pHmetro

Figura 50. Esquema para obtencdo da curva analitica do diéxido de ca
através do bombeamento de ar por uma bomba de aquario até o recolhimensmec

solucéo tampao.

3.3. Retirada e injecao das amostras

ApOs a realizagdo dos ciclos na cAmara de carbonatacéo foram realizadas retiradas
das amostras contendo £&@ravés de uma seringa de 60 mL. A seringa era posicionada
na saida (4) da Figu#0 (B) e entdo extraido o gas presente nas camaras. Cada ciclo
durou entre 4 a 12 minutos com vazdo de didxido de carbono de 15 apids a
realizagédo de cada ciclo o culler era acionada.

A injecdo das amostras ocorreu com auxilio de uma sonda que foi acoplada a
seringa, e posteriormente foi realizado borbulhamento de certo volume do gas na solugéo
tampdo. A variacdo de pH, ou seja, a diferenca entre o pH antes e o pH depois do

borbulhamento foi utilizada como resposta.
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4.  RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Avaliacdo da curva analitica

A avaliag&o do tampéo utilizado foi realizada mediante o estudo do tampao citrato
e borato 25 mmol £ em pH 6,8 e 10,0, respectivamente. As curvas analiticas obtidas
para ambos os estudos apresentam ajuste quadratico e podem ser observadas na Figur:
51 eFigura 52.

No estudo do tampé&o citrato o coeficiente de determinacdo apresentado foi de
0,9454, a sensibilidade minima de 0,024 mmol e estimativa do desvio padréao dos residuos
de 0,0853 mmol. Durante a avaliacdo deste tampao, os pontos de maior concentracao na
curva apresentaram as maiores dispersdes entre os resultados obtidos, como pode ser vistc

pelas barras de erro.

1,3
1,2 1

|

1,01

0,9- ; N
0,8

0,7 1 /
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0,5 /
0,4 1
0,3

ApH
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Figura 51. Curva analitica para o dioxido de carbono em tampao citrato pl

concentragdo 25 mmoliL

A curva analitica obtida para o tampdo borato apresentou coeficiente de
determinacdo de 0,9948, sensibilidade minima de 1,053 mmol e estimativa do desvio
padrdo dos residuos de 0,0079. A avaliacdo da sensibilidade minima para ambas as curvas

e desvio padrdo dos residuos foram utilizadas para escolha da condigéo de trabalho.
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Figura 52. Curva analitica para o didxido de carbono em tampéao borato pH

concentracido 25 mmotL

A estimativa do desvio padrdo dos residuos para o tampao citrato é cerca de dez
vezes maior que a observada no tampao borato, enquanto a sensibilidade minima do
tampéao borato € superior a do tampao citrato. Além disso o coeficiente de determinacao
que indica quanto o modelo explica os valores observados na reta de regresséo, € superior
para o borato, 0,9948. A observancia destes parametros permitiu a escolha do tampéao
borato 25 mmol t em pH 10,0 como regido de estudo para determinacdo das

concentracdes de GO

4.2. Monitoramento da concentragdo de CQ@ nas camaras de

carbonatacao

Os resultados encontrados para as concentragdes dea€@amaras podem ser
visualizados na Tabeldl. Na

Figura53 € possivel observar o grafico da concentragdo deaG®@ngo dos 6 dias
de estudo.

Foram realizados ciclos de forma diferenciada em cada um dos seis dias de estudo,
com o objetivo de avaliar em qual haveria maior concentracdo den@€terior da
camara. Dois ciclos de oito minutos foram realizados no “Dia 1” € no “Dia 5”, um Gnico

ciclo de dezesseis minutos foi realizado no “Dia 2, “Dia 4” e “Dia 6 e quatro ciclos de
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quatro minutos foram realizados no “Dia 3”, totalizando dezesseis minutos para todos os

ciclos.
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Tabela 11.Concentracao de dioxido de carbono nas camaras de carbonatacdo antes e apds o 1°c2Pp8°aettrminacdo realizac

pelo M2P.

Dia Antes do ciclo 1° Ciclo 2° Ciclo 3° Ciclo 4° Ciclo

[CO;] (mg.L™h) [CO;] (mg.Lh [CO;] (mg.Lh) [CO;] (mg.Lh) [CO;] (mg.Lh

1 ND?2 NDP 346,78 286,49 372,89 402,68 NR? NRP NR?2 NRP

2 294,16 247,12 363,99 203,72 NR2 NRP NR2 NRP NR2 NRP

3 104,09 42,4% 100,58 58,77 179,44 95,94 289,0F 119,76 221,94 161,93

4 205,42 165,13 274,67 182,00 NR2 NRP NR? NRP NR? NRP

5 195,68 89,70 227,3F 178,19 227,3F 189,0% NR2 NRP NR2 NRP

6 128,97 148,70 157,19 160,62 NR2 NRP NR2 NRP NR2 NRP

* NR: ndo realizado; ND: néo detectatidase superiof: fase inferior
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Figura 53. Avaliagcdo da concentracdo @€», durante os ciclos de bombeamento

para camara.

A concentragcdo maxima obtida de didxido de carbono dentro da camara foi a
referente ao conjunto de ciclos realizados no “Dia 17, com concentra¢cdo média de 387,79
mg L' de CQ. Também é possivel observar que a menor concentracio encontrada para
o dioxido de carbono foi a referente ao “Dia 3” de aplicagdo dos ciclos, onde a
concentracao foi de aproximadamente 158,91 rhg L

O grafico da Figura 54 mostra a distribuicdo de di6xido de carbono ao longo dos
dias na camara de carbonatacdo. ApGds o primeiro bombeamento a concentracdo do
respectivo gas alcanca 372,89 mgna fase superior, e 402,68 mg ha fase inferior
do sistema. Ao longo dos ciclos as concentracdes nas fases sédo afetadas pelo consumo de
COz devido a carbonatacao dos corpos de prova.

A fase superior apresenta na maioria das medi¢cOes realizadas maiores
concentracdes de didxido de carbono do que a fase inferior. Uma possivel explicacdo para
esse fendbmeno é que o ponto de coleta na fase superior fica proximo a entrada de gas na
camara.

Apesar do culler ser ligado para dissipacéo do gas em toda a camara, € possivel que
um tempo maior tenha que ser esperado para que a homogeneizagao do gas seja realizadz

em todo o interior.
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Figura 54. Grafico da distribuicdo de dioxido de carbono ao longo dos die

fase superior e inferior da camara de carbonatacédo. AC: antes do ciclo; DC: de|
ciclo.

A Figura 55 retrata a taxa de consumo de &flongo dos dias de estudo. Percebe-
se que o segundo dia € o maior responsavel pelo consumo na fase superior, com cerca de
270 mg ! de diéxido de carbono. Na fase inferior o primeiro e segundo dia apresentam
taxas de consumo de cerca de 160 mg L

Como a concentracdo inicialmente bombeada para o interior da camara foi alta, é
possivel que consumo do respectivo gas tenha ocorrido para a carbonatacdo dos corpos

de prova. A medida que a carbonatacéo d e alcanca o estado de equilibrio ha reducéo na
taxa de consumo de diéxido de carbono.
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Figura 55. Grafico da taxa de consumo de diéxido de carbono na fase supe
inferior da camara ao longo dos dias de estudo.
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5. CONCLUSOES DO CAPITULO

A aplicacdo de um método potenciométrico para monitoramento da concentracao
de di6xido de carbono em camaras de carbonatacao foi avaliada.

As concentragbes encontradas para 0 respectivo gas estiveram entre 100,58 e
372,89 mg ! na saida superior e 42,45 e 402,68 maa saida inferior da cAmara.

A taxa de consumo de dioxido de carbono na camara alcancou os maiores niveis no
segundo dia de acompanhamento, e 0 menor consumo no terceiro dia de estudo.

A homogeneidade do gas carbdnico na camara também p6de ser avaliada através
do monitoramento das concentragdes de IGA3 fases superior e inferior. Na maioria das
avaliacdes realizadas a maior concentracao de dioxido de carbono foi encontrada na fase
superior, isso pode ter ocorrido em razdo da proximidade entre a valvula de bombeamento
do gés para a camara e o orificio de retirada das amostras na fase superior.

O método apresentou LOD e LOQ de 0,0184 e 0,0557 mmoekpectivamente.
A estimativa do desvio padrédo dos residuos foi de 0,0079 mobin coeficiente de
determinacao ajustado de 0,9921. A sensibilidade minima encontrada foi de 1,053 mmol
L2

O método foi capaz de fornecer a concentracdo de €@onitorar outros
parametros de interesse para o estudo de forma rapida, barata e eficiente, fazendo do
método aplicado uma Otima alternativa para aumento da frequéncia analitica de

laboratorios de rotina.
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CONCLUSOES GERAIS

O desenvolvimento e a aplicacdo de um método potenciométrico nao titulomeétrico
para determinacao da acidez em amostras de néctares de laranjas e vinhos foi proposto.

A otimizacdo do método foi realizada por planejamento experimental pela Matriz
de Doehlert onde os parametros pH inicial do tampé&o, concentracdo do tampao e volume
de amostra foram estudados em sete, cinco e trés niveis.

Para ambas as matrizes a melhor condicdo experimental foi em pH inicial do
tampéo 6,8 e a concentracdo do tampdo em 25 mipala adicdo de 1,0 mL de amostra.

Para a matriz néctar de laranja o método apresentou erros entre 0,35 e 15,14%, a
precisdo avaliada pelo coeficiente de variacédo esteve entre 0,57 e 5,00%, o LOD e LOQ
foram de 1,20 e 3,7 mmofY,_respectivamente. Aaixa analitica foi de 5 a 50 mmoiL
com coeficiente de determinacao ajustado de 0,995. A determinagao da acidez pelo M2P
exibiu concentracGes de acido citrico entre 0,183 e 1,180%, a legislacdo para sucos de
laranja ndo determina concentragcdes maximas ou minimas para a acidez, contudo este
parametro é usado para determinacdo do ratio, portanto sua obtencdo é de suma
importancia.

A aplicacdo de um sensor para pH feito a partir de:leb@ o objetivo de aumentar
a sensibilidade do método proposto para determinacédo da acidez em néctares de laranja
também foi avaliada. O eletrodo construido com 80% (m/m) de> Bpf@sentou
inclinacdo nerstiana de -100,83 mV dgee as respostas obtidas quanto a determinagdo
da acidez utilizando-se o eletrodo proposto conduziram a erros entre 4,24 e 16,82%.

Para a matriz vinhos o método exibiu erros entre 0,55 e 9,@%¥ecisdo expressa
pelo coeficiente de variacdo esteve entre 0,80 e 2,94%. A faixa analitica foi de 5 a 75
mmol Lt com coeficiente de determinac&o ajustado de 0,997. O LOD e LOQ foram de
1,44 e 4,35 mmol t, respectivamente, com sensibilidade minima de 0,016 mol L

A determinacdo da acidez nos vinhos revelou concentracdes entre 52,92 a 92,77
meq L1, estando dentro da legislacéo vigente para vinhos.

A versatilidade do método proposto também foi avaliada ao aplica-lo para
determinacdo da concentracdo de dioxido de carbono em camaras de carbofatacéo.
determinacéo foi realizada de forma simples e rapida através do tampao borato, e as
concentragdes encontradas estiveram entre 42,45 e 402,68 mg L

O meétodo apresentado mostrou-se rapido, simples e barato, seus resultados

apresentam-se analogos aos encontrados pela titulacdo potenciométrica, justificando
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portanto 0 uso do mesmo em laboratérios de analise de rotina para determinacdo da
acidez, ou ainda na determinacao da concentracao de dioxido de carbono, aumentando a

frequéncia analitica das analises.
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