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RESUMO

O presente trabalho descreve o desenvolvimento de um método analitico para determinacéo
do indice de acidez em vinagres e 0leos vegetais, utilizando os sistemas de analise em fluxo
(FIA). No desenvolvimento do sistema construiu-se, no laboratério, um colorimetro portatil
utilizando uma placa arduino uno® para leitura e processamento de sinal, diodo emissor de
luz (LED) como fonte de radiacdo, fotodiodo como detector e cubetas de fluxo em acrilico
(passo 6tico de 2 cm). Na determinacédo de acido acético em Vinagre, a avaliacdo do efeito
dos fatores quimicos e de fluxo foi realizada utilizando planejamento fatorial de dois
niveis na otimizacdo multivariada do sistema. A faixa de resposta linear, para a curva
analitica obtida com HCI em meio aquoso, foi de 3,55x10* g L a 1,10 g L™, a
frequéncia analitica foi de aproximadamente 30 leituras por hora. Os limites de
deteccdo e quantificacdo obtidos foram respectivamente 9,28x10° e 3,55x10* g L™. A
precisdo foi avaliada em termos do desvio padrdo relativo (n=10), para concentragdes
de HCI 0,005 mol.L™? e 0,01 mol.L™* como sendo 0,58 e 1,2% respectivamente. A
exatiddo foi atestada empregando comparagdo com a titulacdo convencional, e 0s
resultados foram condizentes (test-t pareado, p=0.05). N&o foi possivel a utilizacdo do
sistema FIA na determinacdo de acidez de dleos vegetais. A imiscibilidade entre
amostra e fluxo carregador, provocou perturbacdes no fluxo, formagéo de emulsées e
ndo repetibilidade dos sinais, inviabilizando a aplicacdo do sistema nessa
determinacdo. O Uso do surfactante dodecil sulfato de sodio (SDS) em substituicdo ao
solvente organico (éter) na titulacdo padrdo, apresentou resultados satisfatorios com a
vantagem de ser biodegradavel e, portanto, menos agressivo ao meio ambiente.
Determinagdes do indice de acidez, em amostras de 6leos vegetais, obtidas no
comercio local, com o método titulométrico proposto (empregando SDS),
apresentaram os mesmos resultados que a titulagéo padrédo, sendo, portanto, mais uma

alternativa plausivel para essa aplicacao.

Palavras-chave: Oleo vegetal. Vinagres. Acidez. Titulagio acido-base. Automagéo. FIA



ABSTRACT

This work describes the development of an analytical method to determine the acidity index
in vinegars and vegetable oils using Flow Injection Analysis systems (FIA). As the sensor, a
portable colorimeter was constructed using an arduino uno® board for sign readings, a light
emitting diode (LED) as a radiation source, photodiode as detector and an acrylic flow cuvette
(optical pass of 2 cm). In the determination of acetic acid in Vinegar, the effects of chemical
and flow factors were performed using the two-level factorial design in a multivariate
optimization of the system. The linear response for the analytical curve, obtained with
aqueous HCI, was 3.55x10” g L™ to 1.10 g L™, and the analytical frequency was
approximately 30 readings per hour. The detection and quantification limits were 9.28x10”
and 3.55x10 g L, respectively. Precision was evaluated in terms of the relative standard
deviation (n = 10) for HCI concentrations of 0.005 mol.L™ and 0.01 mol.L™ as 0.58 and 1.2%
respectively. Accuracy was checked using comparison with conventional titration, and the
results were consistent (paired t-test, p = 0.05). It was not possible to use the FIA system to
determine the acidity of vegetable oils. The sample immiscibility in the carrier solution
caused perturbations in the flow, formation of emulsions and non-repeatability of the signals,
becoming impossible the application of this method. Instead, it was used the sodium dodecyl
sulfate (SDS) surfactant in substitution of the organic solvent (ether) in the standard titration.
The results were satisfactory with the advantage of the SDS to be biodegradable and less
aggressive to the environment. Determinations of the acid value, in samples of vegetable oils
from local market using SDS, showed the same results as the standard titration, being a

plausible alternative for this application.

Keywords: Vegetable oil. Vinegars. Acidity. Acid-base titration. Automation. FIA.



2.1
2.2
2.3
2.4
2.5
2.6

3.1
3.2

5.1
5.2

5.3

5.4

5.5

5.5.1
5.6

5.6.1
5.6.2
5.6.3
5.6.4
5.6.5

SUMARIO

INTRODUGAOQ ..o, 11
REVISAO BIBLIOGRAFICA ..o, 13
ACido acético M VINAGIES..........c.ccvveevceeiieeieceese e, 13
OI80S VEGELAIS........coocvevecvereciceesceeee e ss st nee s 14
Métodos para determinacdo de acidez em Ol€0S ..........ccccovvevverieciennn, 18
Sistemas de analise por injecdo em fluxo (FIA).......cccccevevivevveiieennen, 20
Surfactantes em Sistemas iIMISCIVEIS ........ccceererernineneise s 25
Otimizacdo multivariada de processos em quimica analitica.............. 27
OBUIETIVOS ..ottt 29
(G - 1SR 29
ESPECITICOS .. 29
JUSTIFICATIVA .ot 30
METODOLOGIA ...t 31
EQUIpameNntos € aCESSOMOS. ......cvriririiieierierie et 31
ReageNteS € SOIUGOES. ......ccvveieericieecie et 33

Sistema titulométrico padréo para a determinacéo do indice de acidez

em amostras de vinagre € Ol1€0..........coceverirerenceseree e 33
Sistema FIA proposto para determinacédo do indice de acidez ............ 34
Procedimento de OtimIZaGa0...........cceeveivieieeie e 35
Planejamento fatorial de dois NIVEIS..........ccccceeveiieiecie e 36
FIQUIas de MEIITO......ccuiriiiiiiciri s 38
Faixa de resposta linear e linearidade............ccccccevvveveevenieeneeie s 38
Limites de Deteccéo (LD) e Quantificagdo (LQ).....ccccvevvvrivrrvrivnrnnnnee 38
PIECISAD. .....teiiie ittt et 39
Sensibilidade de calibragao............ccoovririiiniiiiie e, 39

Frequéncia de Leitura (FL)......ccooviiiiinieee e 39



6.1
6.2
6.2.1
6.3
6.4

RESULTADOS E DISCUSSAO .........

Perfil do sinal analitico no sistema .........

Procedimento de otimizacao ...................

Planejamento fatorial de dois NIVEIS ...,

Figuras de Mérito e Validacdo do sistema FIA ..........cccoceoiiiiiiennn

Aplicacdo da metodologia em amostras aquOSas ...........ccceevveeeerveenenne

CONCLUSAO ..o,

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

40
40
41
41
44
45

48



12

1 INTRODUCAO

O vinagre é um fermentado alcodlico proveniente do mosto de frutas, vegetais,
cereais, misturas hidroalcodlica ou mistura de vegetais®.

Produzido através de processos bioquimicos distintos e resultantes da atividade
de microrganismos por meio da fermentacdo alcoolica geralmente pela acdo de espécies
de Saccharomyces sobre as matérias-primas agucaradas e/ou amilaceas, acompanhado
pela fermentacdo acética e pela acdo de bactérias aerdbias do género Acetobacter.

O vinagre poder ser utilizado na forma alimenticia, como condimentos
concedendo sabor é&cido e como conservante evitando o crescimento de
microrganismos, podendo também ser utilizado como amaciante de carnes temperadas e
legumes em conservas®. Além dessas funcionalidades o vinagre pode apresentar efeitos
fisioldgicos positivos em relagdo a regulagdo da glicose sanguinea®, controle da pressdo
arterial, auxilio da digestdo e promogc&o da absorcéo de célcio®.

Ja o Oleo vegetal é extraido quase sempre das sementes de plantas, sendo
encontrado geralmente na forma liquida em temperatura ambiente ele é composto
predominantemente de triglicerideos provenientes da condensacdo do glicerol e acidos
graxos. Considerando o panorama mundial observa-se um crescente aumento no
consumo de 6leos vegetais em comparacdo as gorduras animais, isso em virtude da
disponibilidade de matéria-prima, custos de producdo, saude e desenvolvimento
industrial. Como 12leicol2éncia também eleva-se a producdo de 6leos de diversas
espécies vegetais, sendo as principais fontes de matéria-prima: a soja, amendoim,
palma, mamona, dend@, girassol, milho, coco, linhaca, entre outros®.

O Brasil destaca-se mundialmente como um importante processador e
exportador de 6leos vegetais para diversos paises. Tendo em vista o tipo de produto e
em decorréncia da disponibilidade e custos o 6leo de soja lidera o consumo de 6leos
vegetais no Brasil, garantindo ao pais papel expressivo no mercado mundial também em
termos de producdo. No Brasil a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
RDC N°. 270, DE 22 DE SETEMBRO DE 2005, descreve o regulamento técnico para
Oleos e gorduras vegetais visando caracteristicas minimas de qualidade aos Oleos

vegetais®.
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Dentre os parametros relacionados a qualidade dos 6leos vegetais, tém-se as
medidas de acidez, o indice de perdxidos, teor de iodeto e o indice de saponificacdo. O
indice de acidez em particular € um importante indicador da qualidade em o6leos
vegetais, podendo ser expresso em termos da quantidade em miligramas de KOH
consumidos na neutralizacdo de &cidos graxos, nas formas livres em 1 g de 6leo”?®.

No o6leo de oliva, por exemplo, acidez se refere a proporcao de acidos graxos
livres, em relacdo ao acido 13leico presente no azeite, ndo podendo ser superior a 2% no
6leo destinado ao consumo humano®. J4 o indice de perdxidos, determina a oxidacéo
inicial do azeite e a deterioracdo que podem ter sofrido os antioxidantes, por exemplo,
os polifendis. Entretanto, niveis baixos de peroxidos, pode ndo significar uma boa
estabilidade oxidativa™.

As técnicas mais empregadas para a determinacdo de acidez em vinagre e 6leo
vegetal sdo titulagbes manuais com indicadores convencionais e titulagOes
potenciométricas com eletrodo de vidro. Contudo, esses procedimentos podem
apresentar inconvenientes como erro visual do analista, utilizacdo de equipamentos
especiais que demandam grande tempo de execucio™’. Diante disso, o presente trabalho
traz como foco o desenvolvimento de um sistema que busca minimizar as limitagdes
existentes nos procedimentos convencionais para determinacdo do indice de acidez em

vinagres e 0leos vegetais.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Acido acético em vinagre

Produzidos a partir da fermentacéo alcodlica, os vinagres sdo produtos liquidos
muito utilizados como remédios e relatados, por muitas culturas, como um grande
fornecedor de efeitos benéficos & satide quando consumidos regularmente. Possui varios
tipos de polifendis, micronutrientes e compostos bioativos que contribuem para seus
efeitos farmacoldgicos, dentre eles, antidiabéticos, antimicrobianos, antiobesidade,
antioxidantes e efeitos anti-hipertensivos. Existe uma grande variedade de vinagre no
mercado como, por exemplo, vinagre de arroz, de magd, balsamico, preto e vinho
branco e tinto, sendo todos produzidos com diferentes procedimentos de fermentacédo e
matérias-primas, o que da a cada um deles um sabor Unico. O &cido acético € o principal
composto volatil encontrado no vinagre e o responsavel pelo seu aroma forte e sabor
azedo™.

O 4acido acético é muito utilizado na industria alimentar como aditivo para
controle de niveis de pH e melhoria do sabor, na producdo de plasticos, pesticidas,
corantes, polimeros sintéticos e cola. Devido a sua forte propriedade corrosiva pode
causar doencas estomacais™.

Segundo a legislacdo brasileira, independente da forma em que o vinagre foi
obtido, o0 minimo de acido acético que deve conter em sua constituicdo é de 40 gramas
de 4cido acético por litro de solucdo, correspondendo a 4g/100 mL de solucdo™. Este
teor pode ser determinado por volumetria de neutralizacdo, entre um &cido fraco e uma
base forte, ocorrendo uma reacdo rapida e completa®®.

Apesar de esta técnica ser simples e com resultados confidveis, existem algumas
desvantagens quando utilizadas, incluindo geracéo de residuo excessivo, etapas tediosas
de operacdo, uso de extensos objetos de vidro e necessidade de grandes volumes de

reagentes.
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Embora a literatura reporte diferentes procedimentos para fins de determinacéo
do indice de acidez, algumas limitagdes ainda persistem. Neste contexto, o
desenvolvimento de métodos que busquem contornar ou minimizar tais inconvenientes
possibilitando a medida desse parametro de forma mais simples, rapida e de baixo custo
é de grande significado. Os sistemas de andlise por injecdo em fluxo com deteccdo
espectrofotométrica podem ser uma boa alternativa nesse sentido, uma vez que
propiciam menor manipulacdo, baixo consumo de reagentes e amostras, além de
permitir o0 desenvolvimento de sistemas com tratamento de amostra on-line e

versatilidade na automacao e acoplamento com diversos sistemas de deteccao.

2.2 Oleos vegetais

Os Oleos e gorduras vegetais sdo substancias hidrofobicas, constituidas
principalmente de glicerideos de &cidos graxos, na maioria das vezes extraidos das
sementes de plantas. A designacdo de 6leos ou gorduras baseia-se na sua forma fisica a
temperatura ambiente, os 6leos no caso sdo liquidos e a designacdo de gorduras é
conferida aos produtos que se encontram na forma sélida a essa temperatura®.

Os compostos organicos, constituintes dos 6leos, possuem de uma a quatro
ligagbes duplas entre os &tomos de carbono (insaturagdes), o maior numero de
insaturacdes e consequente menor ponto de fusdo, explica a forma liquida a temperatura
ambiente™. Por outro lado, gorduras como manteiga, banha e sebo comestivel s&o
exemplos de gordura animal, que contém um numero de ligacdes simples entre atomos
de carbono (satura¢fes) maior que o numero de insaturagfes possuindo alto ponto de
fusdo e, portanto sdo sélidos a temperatura ambiente.

Além de triacilglicerois (Figura 1), os 6leos possuem varios componentes em
menor propor¢do como: mono e diglicerideos (importantes como emulsificantes) acidos
graxos livres; tocoferol (importante antioxidante) proteinas, esterois e vitaminas. Os
lipideos, proteinas e carboidratos sdo compostos de grande importancia na industria, por
serem fonte de energia e participarem da producdo de acidos graxos, glicerina,

lubrificantes, carburantes, biodiesel, além de inlimeras outras aplicacdes'®.
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Podendo ser utilizados como produtos alimenticios, matéria-prima para tintas,
cosméticos, lubrificantes, vernizes entre outras aplicacbes o0s Oleos vegetais sdo
conhecidos desde a antiguidade. Atualmente os Oleos vegetais representam um dos
principais produtos extraidos de plantas sendo cerca de dois tercos da producdo
utilizados na dieta humana. O crescimento da demanda desse tipo de produto em
comparagdo as gorduras animais esta associado principalmente a mudancas nos habitos
alimentares, disponibilidade de matéria-prima, custos de producdo e desenvolvimento

industrial®.

Figura 1. Estrutura geral de um triacilglicerol [Ry, R,, R3 = grupo alquil saturado ou insaturado;
podendo ser igual ou diferente].
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Fonte: Reda et al., 2007.

De acordo com a Organizacdo das NacOGes Unidas para Agricultura e
Alimentacdo (FAO), o Brasil tem grande potencial de expansdo da producdo de
oleaginosas, dentre os principais produtores e exportadores desse setor. A producgéo
média brasileira é comparavel a dos Estados Unidos, com taxa média anual da producéo
de Oleo vegetal crescendo 2,5% estimando-se um aumento para 10,2 milhGes de
toneladas até 2024. No entanto, para o consumo humano a demanda interna de 6leo
vegetal aumentara com uma taxa menor, crescendo apenas 2,2% ao ano, cerca de 5,2
milhGes de toneladas (Figura 2). Para alcancar 24,2 kg por pessoa 0 consumo per capita

de 6leo vegetal deve crescer em torno de 1,5% ao ano.
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Parte da producdo de oleaginosas é destinada para a obtencdo de biodiesel. O
consumo desse tipo de 6leo aumentard num total de 1,4% ao ano para 9 milhdes de
toneladas, equivalente a 34%, aumentando assim fortemente a demanda de biodiesel.
No setor de exportaces de Oleo vegetal sdo previstas 1,8 milhdes de toneladas em
2024, praticamente sem alteracdo da 1,6 milhdes de toneladas no periodo base®’.

Figura 2. Consumo, producao e exportacdes de 6leos vegetais no Brasil.

B Consums = Produgio

Exportactes (elxo direilo)
Mt
12

0 F

1] =20
2000 2007 2002 2003 2004 2005 2008 2007 2008 2008 2010 20171 2012 2013 2014 2015 2016 2007 2016 2019 2020 2031 2027 2003 2024

Fonte: Organizacdo das Nagdes Unidas para Agricultura e Alimenta¢do-FAO

Os Gleos vegetais possuem ainda propriedades benéficas para a salde. Estudos
mostram que, uma vez isolados e concentrados, alguns ingredientes ativos nos 0leos
podem ser utilizados no tratamento de uma série de doencas, como sindrome do célon
irritavel e doenca hepéatica cronica. Alguns exemplos sdo: as propriedades
hipocolesterolémicas associadas ao acido 17onsequen (&cido graxo polinsaturado), o
acido ricinoléico que é um poderoso estimulante laxativo, o 6leo de onagra com
beneficios ao tratamento de dores no peito e eczemas atopicos. Na extracdo do 6leo
vegetal, muitos ingredientes benéficos podem ser extraidos e concentrados a partir do
processo de refinacdo do subproduto, como o0s betacarotenos, vitamina K,
fosfatidilcolina que é utilizada no tratamento de doencas hepaticas e a fosfatidilserina,
utilizada na prevencéo do envelhecimento cerebral®.

Segundo Fonseca e Yoshida™® os 6leos vegetais que possuem grande quantidade

de &cidos graxos insaturados podem ser mais passiveis aos ataques de agentes oxidantes

0.5
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como os radicais livres, enzimas e metais, 0 que favorece os processos de degradacéo.
As principais alteragdes que ocorrem nos Oleos estdo associadas a auto-oxidacao,
polimerizacdo térmica ou a oxidacdo térmica, que podem ser acelerados pelo calor, luz
(foto-oxidacéo), ionizagéo, tracos de metais ou catalisadores.

A acidez de 0Oleos e gorduras é proveniente da hidrolise enzimética, que ocorre
na semente ou no fruto em condicdes de alta umidade. Alteracdes na acidez também
podem ser observadas por processos de oxidacdo ndo enzimatica, 0 que acarreta
aumento no valor de acidez. A vitamina E contida nos 6leos vegetais comporta-se como
um poderoso antioxidante. Assim podem-se mencionar trés agentes que contribuem
com a modificacdo estrutural dos dleos e diminuicdo da qualidade: o oxigénio do ar que
causa alteracdo oxidativa, a umidade dos alimentos causando alteracdo hidrolitica e a
elevacdo da temperatura, por volta de 180°C, que provoca alteracéo térmica®.

O indice de acidez baseia-se na determinacdo da quantidade, em miligramas, de
hidroxido necessaria para neutralizar os acidos graxos livres (R-COOH) em 1 grama de
amostra do 6leo em andlise. Devido ao aquecimento e a exposicdo a luz a rancidez dos
6leos e gorduras quase sempre é acompanhada pela formagdo de &cido graxo livre,
podendo ser expressa também, em miligramas de solugdo normal % m/m. A acidez livre
de uma gordura é varidvel, intimamente relacionada com a qualidade e natureza da
matéria-prima, pureza, qualidade e principalmente, com as condi¢bes de conservacao.
Um alto indice de acidez expressa o desenvolvimento de reacfes hidroliticas e esse tipo
de analise revela o estado de conservacdo do 6leo®. A Tabela 1 apresenta o indice de

acidez de alguns 6leos.

Tabela 1- indice de acidez de alguns 6leos vegetais

Tipos Acido oleico % p/p
Oleo de oliva 1,692
Oleo de soja 0,25
Oleo de amendoim 0,423
Oleo de gergelim 0,423
Oleo de girassol 0,423
Banha extra 0,282

Fonte: Morreto et al. 2008.
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A grande utilizacdo dos 6leos comestiveis na preparacdo de produtos fritos com
oxidacdo e producdo de substancias potencialmente toxicas pode trazer efeitos
maléficos que incluem pré-disposicdo a aterosclerose, acdo mutagénica ou
carcinogénica, que sao os principais riscos a satide com o consumo de tais substancias®.
Neste sentido se faz necessario um controle rigoroso dos 6leos de frituras, uma vez que

a utilizacao desse produto depende, na maioria das vezes, da boa qualidade.

2.3 Métodos para determinacao de acidez em 6leos

Tendo em vista a relagdo entre o parametro indice de acidez e a qualidade dos
oOleos, a literatura relata varios métodos para essa determinacdo, sendo grande parte
baseadas nas técnicas de titulagdes acido-base em solventes ndo aquosos. Contudo,
observa-se inconvenientes como: a toxicidade dos solventes organicos; solubilidade
incompleta de alguns 6leos em alcool (mesmo sob agquecimento); condicGes ideais para
a titulagéo’.

A literatura reporta varias metodologias para a determinacdo dos indices de
acidez. A AOAC (Official Methods of Analysis)®, o Instituto Adolfo Lutz** e a
Farmacopéia Brasileira® preconizam a titulometria para a determinacio quantitativa
desse indice.

Visando a protecdo da salde da populacdo, a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria estabeleceu caracteristicas e identidade minimas que a qualidade dos 6leos
vegetais e gorduras devem seguir. Tais normas metodoldgicas descritas devem estar de
acordo com a qualidade minima exigida. Segundo a ANVISA® o indice de acidez para o
0leo vegetal expresso em gramas de acido oleico/100g de amostra é de no maximo 0,3%
para 6leos refinados e para os nao refinados é aceitavel teor de maximo correspondente
a 1%.

Um dos maiores desafios na determinacdo da acidez de 6leos vegetais, segundo
Mahesar et al.?® é determinar o ponto final precisamente durante a titulacdo, quando se
trata de 6leos crus escuros, com o uso de um indicador. Embora dificuldades possam

ocorrer também em titulagcbes potenciometricas, uma vez que o eletrodo de vidro
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originalmente responde a concentragdo hidrogenionica em meio aquoso e tem sua
resposta alterada em meio organico®’, alguns trabalhos reportam a viabilidade da
titulacdo potenciométrica para essas determinacdes, principalmente quando a
quantidade de amostra é um fator limitante™*.

As titulacBes potenciométricas envolvem medidas de potencial utilizando um
eletrodo indicador, que responde a atividade do analito em solucdo, e um eletrodo de
referéncia, com potencial constante e conhecido, e um dispositivo de medida do
potencial. Como resultado pode-se construir curvas de titulacdo relacionando o volume
de titulante, com o potencial da solucdo titulada. Em comparagdo, a titulagéo
convencional a potenciométrica apresenta como principais vantagens: obtencdo de
dados mais confiaveis; uma vez que nao faz uso de indicador aplicam-se em reacdes
onde a titulacdo convencional é inviavel devido a caréncia de indicador adequado,
permite titulagbes em amostras diluidas, néo se restringe pela cor ou turbidez das
solugdes’. No entanto, como principal desvantagem tem-se o maior tempo de anélise e
assim, buscando maior eficiéncia € comum a automacdo dos sistemas envolvendo
titulagbes potenciométricas e o0 uso de tituladores automaticos, disponiveis
comercialmente®®,

Atualmente tém sido utilizados diversos tituladores automéaticos com softwares
com a capacidade de determinar os pontos de inflexdo da curva de titulacdo partindo de
tratamentos matematicos como: o método da tangente, de Tubbs e da derivada das
curvas de titulagdo®. Precisdo, exatiddo e versatilidade sdo as principais vantagens
desde tipo de titulador, enquanto como desvantagens se tém o preco e a relativa
dificuldade nas etapas de preenchimento da bureta.

Além desses, varios outros métodos para a determinacdo de acidez em Oleos
vegetais tém sido estudados nos Gltimos anos, desde a década de 1950, onde as técnicas
espectrofotométricas foram muito abordadas e publicadas utilizando métodos
colorimétricos, podendo citar também técnicas eletroquimicas e uso de métodos
espectroscopicos de infravermelho (IR).

Outras técnicas que ndo utilizam titulacdo, como a cromatografia em fase
gasosa (GC), cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e a eletroforese capilar,
podem também serem utilizadas nesse tipo de determinagdo, porém embora apresente
caracteristicas satisfatorias, podem necessitar de pré-tratamento da amostra como:

extracdo liquido-liquido, extracdo em fase sélida ou derivatizacdo®. A Figura 3
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apresenta o diagrama de blocos que mostra o desenvolvimento dos métodos para a

determinacéo do teor de acidez em Gleos vegetais nas Gltimas décadas.

Figura 3: Adaptado-Diagrama em blocos dos métodos desenvolvidos para a determinag&o do teor de
acidez em 0leo vegetal

[Métodos de analises para]
acidos gordos livres
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1
[ Método instrumental ] [ Mét?do déss“o J
titulacio

T |
[ Métot'los Méto'do ] [ Metodc’)s‘ ] [ Métodos térmicos ]
Colorimétricos eletroquimicos espectroscopicos
Método sabio de T e ‘ Métodos
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automatizado condutividade elétrica infravermelho
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Métodos infravermelho
indireto
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Métodos RAMAN
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Fonte: TROJANOWICZ et al; 2016.

2.4 Sistemas de analise por injecdo em fluxo (FIA)

O primeiro sistema em fluxo foi proposto por Skeggs e consistiu de um sistema
em fluxo continuo segmentado (CFA) com bolhas de ar. Essa segmentacdo era usada
visando melhorias na mistura amostra/reagente e limpeza do sistema entre amostras
sucessivas®®.

Em meados dos anos setenta, outro grupo de pesquisadores desenvolveu um
sistema semelhante, porém sem a introducdo de bolhas de ar, essa nova alternativa foi

proposta por Ruzicka e Hansen, juntamente com pesquisadores brasileiros do Centro de
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Energia Nuclear na Agricultura, e denominada sistema de andlise por injecdo em fluxo
(do inglés, Flow Injection Analysis —FIA), o qual possibilita diferentes configuracdes,
de acordo com a necessidade do sistema, e impulsionou uma série de trabalhos,
aprimorando o nivel de automagcao dos sistemas de anélise quimica®.

De maneira simples pode-se explicar um sistema FIA como sendo a canalizagédo
e bombeamento de reagentes, de maneira estratégica, para provocar rea¢fes de interesse
e introduzir em um detector com capacidade de gerar sinal proporcional a concentragdo
do analito. Onde a tubulacdo geralmente possui didmetro interno da ordem de 0,8 mm.

Nestes sistemas reagentes e amostras sao inseridos no fluxo carregador, podendo
estes ser impulsionados por uma bomba peristaltica ou por meio de gravidade a uma
vazdo previamente definida. A zona de amostra, criada em linha, passa pelo detector e
gera ao sinal analitico que posteriormente é registrado* **,

O sistema mais simples, linha Unica, consiste em um fluxo principal constituido
de uma solucdo denominada carregadora, na qual sdo inseridas aliquotas da amostra a
ser transportada até o detector. No percurso, podem ocorrer interacdes entre amostra e
fluxo carregador provocando reacGes de interesse.

Dentre as vantagens que esses sistemas possuem destacam-se a versatilidade,
rapidez, reprodutibilidade, minima manipulacdo de amostra, simplicidade, menor
consumo de amostra e reagentes e 22onsequente baixa geracdo de residuos®. Desde
1970 observa-se um crescente nimero de trabalhos publicados sobre analise por injecdo
em fluxo®®.

Tituladores automaticos baseados em sistemas de injecdo em fluxo néo
segmentados, sistemas monossegmentados e flow-batch ou tituladores gravimétricos
tem sido propostos. Destacam-se como principais vantagens desse tipo de titulador o
registro do sinal analitico a cada adi¢do do titulante, onde se obtém a curva de titulagcdo
em gue o ponto final é determinado, mesmo onde o salto potenciométrico nao é intenso
ou o sinal analitico no ponto de equivaléncia seja em funcdo da concentracdo do analito.
Em casos assim, pode-se utilizar os métodos graficos ou de linearizacdo para a
identificacdo do ponto final (métodos de Gran Il, Sorensen, da derivada primeira e
segunda etc)®".

De acordo com a base de dados Science Direct®, nos Gltimos dez anos foram
publicados aproximadamente 30 mil artigos, tendo FIA, flow system, continuous flow,

segmented flow, flow injection, como tdpicos pesquisados. Os graficos apresentados
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nas Figuras 4 e 5 abaixo apresentam a soma de publicagdes, por anos, das palavras
citadas nos altimos dez anos em porcentagem e a porcentagem total de publicaces.

Segundo estudos realizados por Bahruddin et al.*®

, em uma determinacdo de
acidez de 6leo vegetal com amostras de altas concentracBes é possivel utilizar um
sistema de andlise em fluxo de linha Unica, com pré-diluicdo off-line de amostras
empregando indicadores fenolftaleina e azul de bromotimol, onde os resultados
demonstram superioridade do método em amostras coloridas, a qual €é inviavel
utilizando método titulométrico convencional. Além dos bons resultados para 6leos
vegetais ela também pode ser facilmente aplicada em biocombustiveis, permitindo ainda
a automatizacdo do sistema, obtendo-se método com minima intervencdo humana e

baixo custo.

Figura 4: PublicacGes nos uiltimos 10 anos com as seguintes palavras chave: FIA, flow system, continuous
flow, segmented flow, flow injection.
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Fonte: Science Direct, acessado 05/06/2018.
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Figura 5: Porcentagem dos trabalhos publicados com a seguinte palavra chave: Flow injection analysis,
Flow system, Continuous flow, Segmented flow e Flow injection

Porcentagem total de trabalhos publicados

Flow injection
4% /‘

Segmented Flow
7%

Continuous flow
13%

Fonte: Science Direct, acessado 05/06/2018,

Conforme citado por Trojanowicz et a

|.30

a lista abaixo contem de 17 livros onde

encontram-se metodologias sobre injecdo em fluxo publicadas.

Ademais tendo em vista a diversidade de fatores que podem estar relacionados a

eficiéncia das metodologias analiticas, a otimizacdo dos parametros que afetam

significativamente o sistema é de grande relevancia, para essa finalidade as ferramentas

quimiométricas sdo bastante Uteis.

a)

b)

J. Ruzicka and E. H. Hansen, Flow Injection analysis, Wiley, New York,
USA, 1% edn, 1981; 2" edn, 1988.

M. Valcarcel and M. D. Luque de Castro, Flow-Injection Analysis,
Principles and Applications, Ellis Horwood, Chichester, UK, 1987.

Flow Injection Atomic Spectroscopy, ed. J. L. Burguera, Marcel Dekker,
New York, USA, 1989. « B. Karlberg and G. E. Pacey, Flow Injection
Analysis. A Practical Guide, Elsevier, Amsterdam, The Netherlands, 1989.

Z.-L. Fang, Flow-Injection Separation and Preconcentration, VCH Verlag,
Weinheim, Germany, 1993.

W. Frenzel, Flow Injection Analysis. Principles, Techniques and
Applications, Technical University Berlin, Germany, 1993.

Z.-L. Fang, Flow Injection Atomic Spectrometry, Wiley, Chichester, UK,
1994.



25

g) J. M. Calatayud, Flow Injection Analysis of Pharmaceuticals: Automation in
the Laboratory, Taylor and Francis, London, UK, 1997.

h) Flow Analysis with Spectrometric Detectors, ed. A. Sanz-Medel, Elsevier,
Amsterdam, The Netherlands, 1999.

1) M. Trojanowicz, Flow Injection Analysis. Instrumentation and Applications,
World Scientific, Singapore, 2000.

J) Advances in Flow Analysis, ed. M. Trojanowicz, Wiley-VCH, Weinheim,
Germany, 2008.

k) Advances in Flow Injection Analysis and Related Techniques, ed. S. D.
Kolev and I. D. McKelvie, Elsevier, Amsterdam, The Netherlands, 2008.

I) M. C. Yebra-Biurrun, Flow Injection Analysis of Marine Samples, Nova
Science Publishers, Haupauge, USA, 2009.

m) E. A. G. Zagatto, C. C. Oliveira, A. Townshend and P. Worsfold, Flow
Analysis with Spectrophotometric and Luminometric Detection, Elsevier,
Amsterdam, The Netherlands, 2011.

n) V. Cerda, L. Ferrer, J. Avivar and A. Cerda, Flow Analysis: A Practical
Guide, Elsevier, Amsterdam, The Netherlands, 2014.

o) Flow Injection Analysis of Food Additives, ed. C. Ruiz-Capillas and L. M.
L. Nollet, CRC Press, Taylor and Francis, New York, USA, 2015.

Também de acordo com a literatura, durante os ultimos trés anos, encontra-se
uma série de relatos de uso de andlise por injecdo em fluxo (FIA) automatizado em
procedimentos de titulagdo®. No sistema de analise por injecdo em fluxo, certa
quantidade de amostra pode ser introduzida na corrente transportadora ou diretamente
no reagente da reacdo onde em um tempo constante ou curto periodo a concentracdo do
analito pode ser controlada. Também chamadas de pseudotitulacdes, as titulacdes em
sistema FIA séo alternativas de fluxo de determinadas titulacdes, em que um gradiente
de concentracdo é produzida no aparelho apo6s a introducdo da amostra no fluido
carregador®®. Como parametro de medicdo uma das alternativas é considerar a largura
do sinal gerado tirando a metade do pico de altura*. No presente trabalho optou-se por

medir a distancia entre os picos gerados pelas partes frontal e final da zona de amostra.
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2.5 Surfactantes em sistemas imisciveis

Os surfactantes, também conhecidos como tensoativos sdo moléculas que
possuem grupos organicos polares (hidrofilicos) e também grupos apolares
(hidrofdbicos). Por apresentarem essas caracteristicas os surfactantes sao utilizados
como mediador de fases imisciveis, gerando suspensfes, emulsdes, espumas,
microemulsdes ou facilitando umectacdo, detergéncia das superficies e geragcdo de
filmes liquidos®.

Utilizados na formulacdo de inumeros produtos comerciais, os surfactantes
possuem uma ampla aplicacdo em produtos industriais, como produtos quimicos
domésticos e cosméticos™. Os tensoativos sdo utilizados em meios reacionais
permitindo a solubilizacdo de espécies de baixa solubilidade em agua, ou possibilitar
métodos novos para modificar a velocidade da reacéo, a direcdo do equilibrio quimico e
em algumas circunstancias a estereoquimica, dependendo da natureza da reacdo, da
micela, dependendo da sua forma ou tipo e do reagente (eletrofilico, nucleofilico, etc)**.
A Tabela 2 indica os principais agentes tensoativos utilizados para melhorar o

desempenho analitico.

Tabela 2- Principais agentes tensoativos®

TIPO AGENTE FORMULA
TENSOATIVO
Brometo de cetiltrimetil CH3(CH,)1sN*(CH3)3Br

amonio (CTAB)

A Brometo de .
CATIONICOS o _ CH3(CH>)11N"(CHs)3Br
dodeciltrimetil aménio

(DTAB) CHs(CHg)w,@CI-

Cloreto de cetilpiridino
(CICP)
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Dodecil sulfato sddico CH3(CH,)1:S04 Na*
(SDS) Nt
[CH3(CH2)3CH(C,;H5)CH,0CO],CHSO3'Na
ANIONICOS Bis(2-etilhexil)
sulfosuccinato sédico )
[CH3(CH2)15°].PO;
(Aerosol OT)
Dihexadecil fosfato
(DHF)
Polioxietileno (9-10) p- I:GH,},C[CHE'IC{CH,}E@
L tercotil fenol (Triton X- (OCH,CH,),, OH
NAO IONICOS
100)
CH3(CH2)11(OCH,CH,),30H
Polioxietileno (23)
dodecanol (brij 35)
3-(dodeci|dimeti| CH3(CH2)11N+(CH3)2(CH2)3OSO3-
i amonio) propano 1-
ANFOTERQOS

sulfato (SB-12)

o CH3(CH2)1:N"(CH3)2(CH,)3CO0
4-(dodecildimetil

amonio) butirato
(DAB)

Fonte: DALTIN; 2012.

Existem vérias caracteristicas que devem ser levadas em conta quando se faz
uma determinada aplicacdo com tensoativos, sendo a polaridade a principal delas.
Podem-se destacar também algumas caracteristicas dos principais tensoativos como:

Tensoativos anidnicos: Podem ser encontrados em detergentes, sabdes, xampus e
sabonetes, sendo considerada a maior e mais utilizada classe de tensoativos dentro da
indUstria. Devido a neutralizacdo de cargas essa classe de tensoativos normalmente ndo

é compativel com tensoativos catidnicos, mas geralmente sdo sensiveis a agua dura que
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devido ao seu alto teor de célcio e magnésio podem neutralizar o tensoativo ocorrendo
entdo a sua precipitacéo.

Tensoativos catibnicos: caracteriza uma pequena parte de uma classe de
tensoativos. Atualmente no mercado brasileiro encontra-se apenas tensoativos
catiénicos baseados no nitrogénio quaternario. N&o sdo compativeis com os aniénicos e
possuem maior taxa de toxicidades aquaticas em comparacdo as demais classes de
tensoativos. Possui alta capacidade de se ligar a superficie solida, podendo ser utilizado
como aditivos de lubrificantes, amaciantes e anti corrosivos.

Tensoativos ndo ibnicos: Considera-se a segunda classe mais utilizada no
mercado, geralmente sendo compativeis com todos demais classes de tensoativos.
Apresentam baixa sensibilidade a dgua dura, porém suas propriedades fisicos-quimicas
dependem da temperatura e sua solubilidade é inversamente proporcional a temperatura.

Tensoativos anféteros: Sdo pouco utilizados no mercado devido ao alto custo,
porém sdo compativeis com todas as classes de tensoativos. Possuem propriedade de
organizacdo com as moléculas em tensoativo aniénico e catidnico por apresentarem
ambas as cargas, positiva e negativa®.

Assim, considerando a possibilidade de se trabalhar com amostras ndo aquosas e
tendo em vista as limitacbes desse tipo de amostra o uso de surfactantes tende a

favorecer o desempenho analitico do método.

2.6 Otimizacdo multivariada de processos em quimica analitica

O processo de otimizacdo consiste em realizar experimentos de maneira
sistematica com o intuito de verificar quais as melhores condi¢des para se realizar uma
determinada tarefa. No presente trabalho a tarefa a ser otimizada é o sistema FIA para
determinacéo de acidez em amostras de Vinagre e de 0leos vegetais.

Convencionalmente pode-se verificar duas maneiras principais de se fazer a
otimizacgdo, que sdo os sistemas monovariado e multivariado. A Quimiometria ¢ uma
area da ciéncia que envolve ferramentas da estatistica para se otimizar sistemas
quimicos de maneira multivariada®®.Os sistemas univariados consistem em fixar todas

as variaveis e alterar apenas uma de cada vez, j& nos sistemas multivariado, como a
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propria denominacgdo indica, faz se experimentos variando-se todas as variaveis
simultaneamente.

Dentre as vantagens dos sistemas multivariados estdo: menor numero de
experimentos, portanto maior rapidez e menor custo, e também a producdo de resultados
mais confidveis uma vez que fornece informacdes sobre possiveis interagdes entre as
variaveis. Por outro lado, os sistemas multivariados exigem um conhecimento de
estatistica maior e calculos matematicos mais complexos, quando comparados ao
sistema monovariado.

Tipicamente, na otimizagdo multivariada, faz-se uma triagem empregando
planejamento fatorial em dois niveis, para se verificar quais as variaveis que Sao
significativas no sistema, e numa segunda etapa pode-se se empregar uma matriz de
Doehlert para produzir modelos quadraticos que permitem a construcao de superficies
de reposta e 29onsequente obtencdo de valores maximos e ou minimos de cada variavel.
Opcionalmente pode se fazer diretamente uma matriz de Doehlert, pulando a etapa de
triagem com planejamento fatorial®’. No presente trabalho com a aplicagdo do
planejamento fatorial foi possivel avaliar os fatores que influenciam no sistema e

encontrar as melhores condigdes em termos de resposta analitica.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

O presente trabalho tem os seguintes objetivos:

a) Propor um método para determinar acido acético em vinagre, utilizando
sistema de andlise por injecdo em fluxo impulsionado por gravidade,
acoplado a um colorimetro desenvolvido em laboratorio para quantificacao;
b) Propor a determinacdo titulométrica de indice de acidez em Oleos
vegetais, empregando surfactantes como solventes, dispensando, portanto, o
uso de solventes organicos;

c) Propor um sistema FIA para a determinacdo de acidez em 06leos vegetais.

3.2 Objetivos Especificos

Os objetivos especificos do trabalho sdo:

a)

b)

Construir e avaliar as potencialidades de um colorimetro portatil, de baixo
custo, para determinacdo do indice de acidez;

Desenvolver uma metodologia com sistema FIA em linha (nica para
determinacéo de acidez de amostras de Vinagre e de Oleos vegetais;
Empregar ferramentas quimiométricas para a otimizacdo da metodogia
proposta;

Determinar as figuras de mérito (limite de deteccdo e quantificacao,
exatidao, precisdo, frequéncia de leitura e faixa linear) para os métodos
propostos;

Estudar a exatiddo através de comparacdo dos resultados obtidos pelo

método proposta com metodologia padrdo descrita na literatura;
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f) Verificar a potencialidade do surfactante Dodecil Sulfato de Sodio na
substituicdo de solventes organicos na determinacdo de acidez em Oleos
vegetais;

g) Avaliar o desempenho do método proposto aplicando em amostras reais
coletadas no comércio da regido de Alfenas-MG.
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4 JUSTIFICATIVA

Dada a forte relagédo entre as medidas de acidez e a qualidade do produto, tanto
em amostras de vinagre quanto em O6leos vegetais, é plausivel propor métodos
alternativos para a determinacdo desse analito, principalmente no que concerne ao uso
de métodos menos agressivos ao meio ambiente, isto €, menor geracdo de residuos e

evitar uso de reagentes toxicos.
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5 METODOLOGIA

Os materiais necessarios para a realizacdo desse projeto encontram-se
disponiveis no Instituto de Quimica da Universidade Federal de Alfenas —
UNIFAL/MG, Laboratorio de Analise Quimica de Farmacos (Q204), e estdo listados

abaixo.

5.1 Equipamentos e acessorios

Para a execucdo dos experimentos realizados neste projeto foram empregados 0s

seguintes equipamentos:

a) Balanca analitica Mettler Toledo (modelo HD, SP, Br); com precisdo
de £ 0,1 mg;

b) Microcomputador;

c) Tubos de polietileno de 0,8 mm de didmetro interno, utilizados na confeccéo
das bobinas helicoidais, algas de amostragem e linhas de conducdo de
solucdes de referéncia, amostras e reagentes;

d) Sistema deionizador Milli-Q® (Millipore®, Bedford, MA, USA);

e) Injetor proporcional construido em acrilico;

f) Vidrarias de grau analitico;

g) Colorimetro portétil (ver abaixo);

h) Cubetas de fluxo em acrilico (ver abaixo);

Na busca de viabilizar analises rapidas in situ foi confeccionado um colorimetro
portatil e de baixo custo, projetado com LED (RGB), uma placa arduino uno®, LED
RGB e acoplado a um microcomputador. A Figura 6 apresenta o sistema desenvolvido,
mostrando a cubeta de fluxo em Z e o colorimetro UV, o qual é controlado pelo circuito

eletrénico com Microcontrolador Arduino, montado no préprio laboratério de pesquisa.
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A aquisicdo de sinais foi feita via interface serial (USB) através de um software em
linguagem Visual Basic®.

Figura 6- Colorimetro portatil como fonte de emissdo LED RGB, Circuito eletrdnico
com microcontrolador Arduino e cela de fluxo em Z.

Fonte: 0 autr

A Figura 7 apresenta a cela de fluxo em “Z” utilizada no sistema proposto, a
qual foi desenvolvida em acrilico com caminho éptico de 2 cm. Como pode-se observar
tal configuracdo viabilizou o acoplamento direto do LED (Light Emitting Diode) RGB,

e também do fotodiodo (sensor) .

Figura 7 — Cubeta de fluxo em Z desenvolvida no laboratério e acoplada ao sistema.

Fonte: Do autor
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5.2 Reagentes e solugdes

Os principais reagentes utilizados na execucao deste trabalho foram:

a) Fenolftaleina P.A.-A.C.S., Synth;

b) Hidroxido de sodio 97%, P.A. (Lentilhas), VETEC;

C) Acido cloridrico 37%, P.A. — A.C.S., Quimica Moderna;
d)  Acido acético 99,7%, A.C.S., Sigma-Aldrich;

e) Dodecilsulfato de sodio — A.C.S., Proquimios.

5.3 Sistema titulométrico padrao para a determinacao do indice de acidez em

amostras de vinagre e 6leo

Por meio da volumetria de neutralizacdo pode-se obter o teor de &cido acético
em vinagre, através da titulacdo de acido fraco com base forte, onde ocorre uma reacao
rapida e completa®. Segundo a AOAC? para determinar a acidez total do vinagre
transfere-se 10 mL do analito para um erlenmeyer ou béquer de 250 mL contendo 100
mL de &gua, com auséncia de dioxido de carbono, previamente neutralizada. Titula-se
com solucdo de hidroxido de sodio 0,1 N até obter uma coloragdo résea, utilizando
indicador &cido-base fenolftaleina de 2-3 gotas ou pHmetro até obter pH 8,2.

A reacdo envolvida na titulacdo encontra-se abaixo:

H3CCOOH(g + OH ap = H3CCOO g + H20()

A acidez total do acido acético é expressa em meq /L pela seguinte formula:



36

At=1000x nx N
V

Em que:

At = Acidez total em meq/L.
n = Volume da solucédo de hidroxido de sodio gasto na titulagdo, em mL.
N = Normalidade da solucéo de hidréxido de sédio.

V = Volume da amostra em mL.

Para os 6leos vegetais segundo a metodologia descrita por Morreto et al. 20087,
para a determinacdo do indice de acidez titula-se, acido oleico empregando uma
solucdo neutra de éter-etilico (2 : 1), com hidréxido de sédio 0,1 ou 0,01 mol.L™,
utilizando como indicador fenolftaleina até obter coloracdo rosea. A reacdo que ocorre

no sistema é apresentada na Equacao 1.

CH3— (CHa)7 — CH = CH — (CH,); — COOH + NaOH
Acido oleico

‘ 1)

CH; - (CH2)7 —CH=CH- (CH2)7 — COONa + H»0

No presente trabalho substituiu-se o uso de solventes organicos (éter-alcool) por
um surfactante, o dodecil sulfato de sodio (SDS). Foram testadas diferentes
concentracdes de SDS (2%, 5%, 7% e 10%) e observado a olho nu que apenas a
concentracdo de 10% solubilizava o 6leo ndo formando micelas. Portanto para os testes
com titulagdo padréo envolvendo 6leo vegetal utilizou como solvente o dodecil sulfato
de sodio 10%.



37

5.4 Sistema FIA proposto para determinacdo do indice de acidez

Considerando o0 exposto anteriormente, o sistema desenvolvido traz uma
proposta diferencial na avaliagdo do indice de acidez. O diagrama esquematico do
sistema FIA proposto para determinacdo do indice de acidez é apresentado na Figura 8 e
consiste em um sistema em linha Unica, que faz uso da gravidade na conducdo dos
reagentes.

A solucdo carregadora consiste de uma solugdo de hidroxido de sédio, as
amostras &cidas (aquosas) sdo diluidas com &gua e adicionam-se 20 gotas de
fenolftaleina; Apo6s a introducdo da amostra, durante o percurso analitico, ocorre
interacdo na parte frontal e final da zona de amostra, gerando sinais com dois picos, a
distancia entre esses picos esta correlacionada com a concentracao acida das amostras.

Cabe lembrar que a proposta do método traz ainda a propulsdo dos fluidos por
gravidade, dispensando, portanto, o uso de bomba peristéltica e diminuindo o custo. Os
frascos de reagente carregador e amostra foram mantidos a uma altura de 185 cm em

relacdo & saida de descarte (chio), propiciando uma vazdo de 1,8 ml min™.

Figura 8. Sistema de analise em fluxo em linha Unica.

Amaostra

Alga de amostragem

Fluxo I"'femr

Bobina reacional
carregador t

i } > m > D w Descarte

Detector

Fonte: do autor
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5.5 Procedimento de otimizacéo

Os principais fatores pertinentes ao sistema proposto sdo: Alca de Amostragem
(L), Reator (R), Vazéo do fluido transportador (V), concentracdo da solucdo carregadora
(NaOH) (CB). Assim, esses fatores foram otimizados de maneira multivariada.

A concentracdo da amostra teste (HCI) foi mantida em 0,007 mol.L O
parametro utilizado como resposta analitica foi a distancia entre os picos duplos de cada
leitura. Os dados experimentais foram processados usando-se o programa STATISTICA
7.0 (StatSoft, Tulsa, USA), estabelecendo significancia estatistica com nivel de

confianca 95%.

5.5.1 Planejamento fatorial de dois niveis

O efeito dos 4 fatores selecionados foram investigados utilizando-se um
planejamento fatorial 2* envolvendo 16 experimentos, cuja combinacdo dos niveis, a
matriz do planejamento encontram-se na Tabela 3. Estes experimentos foram realizados

em duplicata e em ordem aleatoria.



Tabela 3 - Niveis dos fatores no planejamento 2*
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Fator Niveis
Sigla
Minimo (-)  Maximo (+)
AA Alca de amostragem (pL) 200 400
Reator (cm) 50 150
Altura solugdes (cm) 75 145
CB Concentracéo da Base (mol.L™) 0,005 0,2
Ensaios AA R H CB
1 - (200) - (50) - (75) - (0,005)
2 + (400) - (50) - (75) - (0,005)
3 - (200) + (150) - (75) - (0,005)
4 + (400) + (150) - (75) - (0,005)
5 - (200) - (50) + (145) - (0,005)
6 + (400) - (50) + (145) - (0,005)
7 - (200) + (150) + (145) - (0,005)
8 + (400) + (150) + (145) - (0,005)
9 - (200) - (50) - (75) +(0,2)
10 + (400) - (50) - (75) +(0,2)
11 - (200) + (150) - (75) +(0,2)
12 + (400) + (50) - (75) +(0,2)
13 - (200) - (50) + (145) +(0,2)
14 + (400) - (50) + (145) +(0,2)
15 - (200) + (150) + (145) +(0,2)
16 + (400) + (150) + (145) +(0,2)

Os valores entre parénteses expressam 0s niveis reais dos fatores estudados.
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5.6 Figuras de mérito

5.6.1 Faixa de resposta linear e linearidade.

A faixa de resposta linear consiste na faixa de concentracédo em que o coeficiente
angular é constante (linear). Define-se a menor concentracdo, da faixa de resposta
linear, como sendo o limite de quantificagdo. A linearidade foi entdo determinada pelo
coeficiente de correlacdo obtido da curva analitica.

Foram construidas 2 curvas de calibracdo sendo a primeira utilizando &cido
cloridrico e a segunda &cido acético. Ambas as curvas de calibragcdo foram realizadas
mediante a injecdo de padrdes nas concentragdes 0,001, 0,003, 0,005, 0,007, 0,009, 0,01
e 0,03 mol.L™, mantendo-se as seguintes condicdes experimentais: alca de amostragem
300 cm, concentracdo de HCI 0,001; 0,003; 0,005; 0,007; 0,009; 0,01; 0,03 mol.L™;

Reator 100 cm; concentragdo de base 0,001 mol.L™ e vazéo de 1,8 mL.min™.

5.6.2 Limites de Deteccdo (LD) e Quantificacdo (LQ)

Na determinacdo de espécies quimicas em baixas concentra¢fes o calculo dos
limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) é de grande importancia para avaliar o
desempenho do método analitico. Define-se o limite de deteccdo como a menor
quantidade de analito detectavel por um método, no entanto, sem precisao e exatidao
satisfatorias. Podendo ser ainda definido como a menor quantidade que pode ser
detectada estatisticamente diferente do branco.

O limite de quantificacdo indica, com precisédo e exatidao consideraveis, a menor
quantidade do analito que pode ser medida na amostra. Segundo a IUPAC
(International Union Pure and Applied Chemistry), matematicamente os célculos
referentes ao limite de deteccdo e quantificacdo baseiam-se na razdo entre o desvio

padrdo obtido de dez leituras do branco (Spr) e 0 coeficiente angular da curva analitica
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(b) da equacdo da curva analitica. Multiplicando-se o valor obtido por trés obtem-se o
LD (Equacéo 2) e multiplicando-se por dez o LQ (Equacéo 3).

b a 2)

b a (3)

Sendo: Xp= média de dez leituras do sinal do branco
Spr = Desvio padréo dos sinais de branco

b = coeficiente angular da curva analitica

5.6.3 Precisdo

A preciséo expressa, sob condi¢des determinadas, a dispersdo de resultados entre
ensaios independentes, reproduzidos de um mesmo padrdo, mesma amostra ou amostras
semelhantes. Pode-se representar a precisdo pela estimativa do desvio padrdo relativo

(RSD), expresso também como coeficiente de variacdo (CV= 100xRSD).

5.6.4 Sensibilidade de calibracao
A sensibilidade de calibracdo é numericamente igual ao coeficiente angular da

curva analitica, esse parametro indica o quanto o método é capaz de diferenciar

(detectar) amostras com concentra¢fes proximas.

5.6.5 Frequéncia de Leitura (FL)



42

Corresponde ao numero de leituras que podem ser realizadas por intervalo de
tempo. No presente trabalho € considerado o tempo para insercdo total da alca de
amostra no sistema, até o completo aparecimento do sinal analitico e retorno a linha
base.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente foram feitos estudos com solugbes aquosas objetivando a
determinacdo de &cido acético em amostras de vinagre, conforme abaixo. Na segunda

etapa desse trabalho fez se o estudo com amostra de 6leo.

6.1 Perfil do sinal analitico no sistema

A Figura 9 apresenta o perfil do sinal analitico obtido no sistema proposto,
descrito na Figura 8, quando se injetou uma solucdo &cida contendo o indicador
fenolftaleina em um fluxo carregador alcalino.

Uma vez que o sistema de analise possui picos duplos, resultantes da interacéo
entre fluxo carregador e amostra, sendo o primeiro pico referente a interagdo na parte
frontal da zona de amostra e 0 segundo na parte final, notou-se uma correlacdo entre a
distancia entre os dois picos e a concentracdo acida da amostra Assim, adotou-se essa

distancia como sinal analitico.

Figura 9 - Perfil do sinal analitico obtido no sistema proposto. Concentracéo de HCI 0,001 mol.L™, alca
de amostragem 300 cm, reator 100 cm e vazdo de 1,8 mL/min.
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6.2 Procedimento de otimizacéo

6.2.1 Planejamento fatorial de dois niveis

Os resultados experimentais obtidos com o planejamento fatorial 2, descrito na

Tabela 2, estdo apresentados no Diagrama de Pareto mostrado na Figura 10.

Figura 10: Gréfico de Pareto dos efeitos padronizados para as variaveis do sistema de determinagdo on-
line da acidez de 6leos. 95% de confianga.
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Fonte: Do autor

Com base nos resultados, apresentados no Diagrama de Pareto, observam-se que
a alca de amostragem e a concentragdo da base sdo os fatores que exerceram influéncia
significativa no sistema proposto. A alca de amostragem apresentou efeito positivo,
mostrando que o nivel superior do planejamento oferece maior sinal analitico. A
concentracdo da base apresentou efeito negativo, indicando que o nivel inferior deste

fator favorece a resposta analitica.
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Considerando que aumentando a alca de amostragem sempre acarretara no
aumento da distancia entre os dois picos (sinal), optou-se por um estudo monovariado
para a continuidade da otimizacdo. Nesse sentido, estipulou-se como resposta do
sistema a sensibilidade de calibracao e, fez-se curvas analiticas com diferentes algas de
amostragens, as quais sao apresentadas na Figura 11. Como pode ser observado, o
método proposto apresentou regido de resposta linear nas concentracdes de HCI entre
0,001 e 0,03 mol.L™, com valores de coeficientes de correlacio satisfatorios.

Os outros fatores e as interagdes ndo se mostraram significativos no dominio
estudado e, portanto, foram fixados de acordo com o conhecimento do sistema e revisao
bibliografica. Deste modo as melhores condicdes de trabalho foram: Concentracdo da
base 0,001 mol.L™, alca de amostragem 300 cm (1,5 mL), Reator 100 cm; vazdo

1,8 ml/min.

Figura 11- Curva de calibracdo para determinagdo da acidez em oOleos utilizando HCI. (a) Alca de
amostragem = 50 cm; (b) Algca de amostragem = 100 cm; (c) Alga de amostragem = 200 cm (d) Alca de
amostragem = 300 cm; (e) Al¢a de amostragem = 400 cm; (f) Alca de amostragem = 500 cm.
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Equation

y=a+b

Adj. R-Squa 088684
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Com base nas curvas analiticas obtidas observou-se uma relacdo entre a

sensibilidade e o tamanho da al¢a de amostragem utilizada. Deste modo construiram-se

diferentes curvas analiticas para os tamanhos de algas de 50, 100, 200, 300, 400 e

500 cm. A Figura 12 apresenta os resultados expressos em termos de coeficiente

angular para cada uma das curvas analiticas obtidas.

Figura 12- Comparacéo dos coeficientes angulares em relagdo a alca de amostragem.
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Com base nos resultados apresentados na Figura 12, observa-se que as alcas de
300 e 400 cm apresentaram maior sensibilidade, nota-se ainda uma pequena diferenca
nos coeficientes angulares para essas duas alcas, assim visando manter um
compromisso entre sensibilidade e freqiiéncia analitica escolheu-se a algca de 300 cm

para trabalho.

6.3 Figuras de Mérito e Validacao do sistema FIA

Visando a descricdo do desempenho analitico do sistema proposto, as seguintes
figuras de mérito foram investigadas: faixa linear da curva analitica, frequéncia de
leitura, precisao, limites de deteccéo e quantificacao.

A faixa de resposta linear, para a curva analitica obtida com HCI em meio
aquoso, foi de 3,55x10*g L*a1,10g L™

No sistema proposto sabe-se que 0 tempo gasto para uma analise é de
2,02 minutos. Dessa forma, pode-se dizer que, teoricamente, em uma hora sdo efetuadas
cerca de 30 leituras.

A partir da curva analitica com alca de 300 cm (Figura 11) foram obtidos os
limites de deteccdo e quantificagdo respectivamente 9,28x10™ e 3,55x10™ g L™.

A precisdo foi avaliada em termos do desvio padrdo relativo (n=10), para
concentracdes de HCI 0,005 mol.L? e 0,010 mol.L™ como sendo 0,58 e 1,2%
respectivamente.

Em seguida, visando a determinacdo de &cido organico fez-se uma curva
analitica com &cido acético.

A curva analitica construida utilizando &cido acético € mostrada na Figura 13, a
partir da qual foram obtidos os limites de detec¢do e quantificacdo respectivamente
1,02x10° e 3,37x103g L™.
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Figura 13- Curva de calibragfo para determinagio da acidez em 6leos utilizando Acido acético.
Alca de amostragem = 300 cm.
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6.4 Aplicagdo da Metodologia em amostras aquosas

A fim de verificar a exatiddo do método para determinacdo da acidez em
amostras de vinagre, utilizaram-se técnicas de comparacdo do método proposto com o
método de referéncia*’. O Procedimento consistiu apenas em diluir 1 mL de amostra de
vinagre & 100 mL com &gua e inserir no sistema FIA. De acordo com a Tabela 4,
estatisticamente ndo ha diferenca (teste t pareado, 95% de confianca) entre 0 método
proposto e o método de referéncia, o que indica a exatiddo do método para

determinacéo da acidez nessas amostras.

Tabela 4: Determinacdo da acidez em amostras de vinagre usando o método proposto e o método
referéncia padrdo. n = 3; Valor t calculado = 0,36 ; valor t critico = 12,7, com 95% de confianca.

Amostra % Acidez (m/v)

Meétodo referéncia
Método FIA proposto

Vinagre de alho
Vinagre de maga

4.10 +£0,20
6.87+0,11

4,58 + 0,03
6.59 + 0,08

Fonte: Do autor
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6.5 Estudos preliminares para determinagdo em amostras ndo aquosas

A determinacdo de acidez em o6leos vegetais geralmente é feita por titulagdo
empregando solvente organico (éter e alcool), conforme descrito no item 5.3. No
presente trabalho, optou-se por substituir o solvente organico por um meio micelar,
empregando o surfactante Dodecil Sulfato de Sodio (SDS).

Inicialmente, testou-se em 2%, 5%, 7% e 10% as concentragdes das solucbes de
SDS se eram misciveis com as amostras de 0leo, observou-se empiricamente que a
concentracdo de 10% de SDS quando misturados na proporcdo de 15mL de SDS e 25
mL de amostra de 6leo apresentou os melhores resultados.

Foram feitas titulacbes de maneira convencional, de amostras de 6leos vegetais,
obtidas no mercado local, que foram diluidas na proporcdo supracitada (15:25,
SDS:6leo). O titulante empregado foi uma solucdo aquosa de hidroxido de sédio
0,01 mol.L ! e o indicador a fenolftaleina.

Os dados, apresentados na Tabela 5, demonstram a viabilidade do uso do
tensoativo Dodecil sulfato de sodio (SDS) como mediador na titulacdo de amostras de
Oleos vegetais, uma vez que, os resultados obtidos quando comparados ao método de

referencia® sio estatisticamente condizentes (test-t pareado, p=0.05).

Tabela 5: Determinacéo da acidez em amostras ndo aquosas usando o método padrdo convencional e o
método padrédo adaptado com SDS. n = 4; Valor t calculado = 1.39 ; valor t critico = 3.18, com
95% de confianga.

% Acidez (m/v)

Amostra Valor encontrado no Valor encontrado no
Método padréo adaptado Método padréo
SDS convencional
Oleo Comercial 0.184 + 0,001 0.178 £ 0,001
Azeite 1.581 + 0,010 1.451 + 0,002
Oleo Composto 0.225 + 0,002 0.203 £ 0,001
Oleo de Fritura 0.250 + 0,001 0.248 = 0,002

Fonte: Do autor
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Contudo, a determinacdo de acidez em 6leos, empregando sistema FIA, nédo
apresentaram resultados satisfatorios. Os principais problemas encontrados estdo
relacionados a imiscibilidade entre amostra e fluxo carregador, ocasionando a formacao
de emulsdes e, portanto ndo houve repetibilidade dos sinais. Mesmo quando se
empregou o SDS o sistema FIA, ndo reproduziu os sinais.

Deste modo, experimentos adicionais e estudos mais aprofundados serdo
necessarios visando adaptar o sistema FIA proposto, empregando ou ndo SDS, na

determinacdo de acidez de amostas de 6leos vegetais.
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos no sistema FIA proposto foram adequados para a
determinacédo de acidez em amostras aquosas (Vinagre) e as principais vantagens foram
simplicidade, baixo custo do equipamento (~100 reais), rapidez 30 leituras/h, bom
desempenho analitico em termos de precisdo e exatiddo. Adicionalmente o método
agrega vantagens, no que tange ao conceito de Quimica Verde, com peguena geracao de
residuos, sendo ecologicamente viavel.

Para a determinacdo da acidez em 6leos vegetais, foi proposta a titulacdo sem o
uso de solventes organico, empregando o surfactante o dodecil sulfato de sddio, os
resultados foram condizentes com o método padrdo, portanto com exatidao, e
apresentaram um custo menor, e menor geracdo de residuos.

Ambos 0s métodos propostos: FIA para determinacdo de &cido acético em
Vinagre e titulagdo com SDS para a determinacdo de acidez de Oleos, sdo
ecologicamente melhores devido ao fato de ndo empregarem reagentes nocivos e
gerarem menos residuos.

O Sistema FIA, para a determinagdo em meio organico ndo apresentou

resultados satisfatorios.
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