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DETERMII}IACAO DE ACIDEZ EM ETANOL E OLEOS VEGETAIS
ATRAVES DE TITULAQ@O EM ANALISE POR INJE(}AO EM
FLUXO E DETECCAO ESPECTROFOTOMETRICA

RESUMO

Foi desenvolvido um sistema de titulagdo em Analise por Injecdo em
Fluxo (FIA), empregando alaranjado de acridina (AO) como indicador, para a
determinacao de acidez em meios nao-aquosos. Como sistema de deteccgao, foi
construido um fotometro a partir de dois LEDs (bicolor e azul) como fonte
luminosa e sensores fotoelétricos (LDR).

O sistema foi aplicado para a determinag@o de acidez em etanol e dleos
vegetais. O AO se mostrou util para a determinagao quantitativa do conteudo de
acido devido a suas propriedades quimicas e espectroscopicas. As absorcoes
de luz das formas neutra (AO) e monoprotonada (AOH') sdo bastante
acentuadas, sendo suficientemente separadas (AA = 70 nm) para possibilitar
seu uso como indicador.

O sistema proposto € constituido de trés linhas: da amostra, do indicador
(AO em etanol absoluto) e do fluido transportador (etanol absoluto). Diferente do
método classico para FIA, o reagente (solugdo de NaOH alcodlico) € injetado no
fluido transportador e a amostra permanece em linha. Os fluidos sao
bombeados para uma camara de mistura e, em seguida, passam pela detecgao
fotométrica. O decréscimo na absorbancia devido a interconversdo do indicador,
monitorada no comprimento de onda do LED azul (Amax = 480 nm), produz o
sinal analitico, cuja largura a meia altura € proporcional ao logaritmo da
concentracéo de acido.

Os resultados obtidos apresentaram-se satisfatérios na faixa de
concentragdo de 3 a 8 x 10™ mol kg para amostras de etanol comercial e 0,5 a
7 % para amostras de 6leos vegetais. A precisd@o e exatiddao se comparam aos
métodos padrées recomendados, sendo o erro relativo médio de 3,0 % para
amostras de alcoois comerciais € 1,9 % para amostras de 6leos brutos de soja,
girassol e oliva. A velocidade para determinagdo de acidez pelo método
proposto &, em média, de 25 amostras por hora.



DETERMINATION OF THE DEGREE OF ACIDITY OF ETHANOL
AND VEGETABLE OILS BY FLOW INJECTION TITRATION WITH
SPECTROPHOTOMETRIC DETECTION

ABSTRACT

A flow injection titration system was developed, employing Acridine
Orange (AO) as indicator, to determine the acidity in non-aqueous media. The
detection system was constructed based on two LEDs (bicolor and blue) as light
source and a LDR as sensor.

The system was applied to the determination of acidity of commercial
ethanol and vegetable oils. The AO showed useful chemical and spectral
properties to be used for total acidity determination in non-aqueous media.
Intense light absorption for both the neutral (AO) and protonated form (AOH")
and a suitable shift of the wavelength of maximum absorption (AL = 70 nm)
contribute for its use as indicator.

The proposed system employs three lines: the sample, the indicator (AO
in absolute ethanol) and the carrier fluid (absolute ethanol). A distinct point of
the system is that the reagent (NaOH in ethanol) is injected in the carrier while
the sample is continuously pumped. The fluids are pumped to a mixing chamber
and then to the detection point. The decrease of absorbance measured with a
blue LED (Amax = 480 nm), produces a signal whose width at the half height is
proportional to the logarithm of the acid concentration.

The results were satisfactory for the concentration range 3 to 8 x 10™ mol
kg“ for commercial ethanol samples and 0,5 to 7 % for vegetable oils. The
precision and accuracy do compare well with the standard methods with the
relative error lower than 3,0 % for commercial ethanol and lower than 1,9 % for
vegetable oils of soya, sunflower and olive. The sample throughput is, in
average, 25 per hour.
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APRESENTACAO

A industria de dleos vegetais, bem como a sucro-alcooleira,
apresentaram nas ultimas décadas um crescimento vertiginoso, principalmente
quando comparadas a outros segmentos da agroindustria™. Contudo, esta alta
capacidade produtiva esta atualmente inserida em um mercado globalizado, que
necessita de indicadores que assegurem padroes de qualidade. Estes
indicadores devem ser abrangentes, de facil execugéo e de validagdo simples,
uma vez que a garantia da qualidade n&o pode significar acréscimo de custos e
consequente perda de competitividade.

Para o alcool etilico e dleos vegetais, um importante indicador de
qualidade é a determinagdo da acidez. Os métodos padrées nacionais e
internacionais para determinacdo de acidos totais nestas amostras s&o
baseados nas técnicas de titulagdo acido-base. Entretanto, por envolverem
solugdes nao-aquosas, observa-se uma baixa frequéncia de amostragem,
constituindo um sério problema, j& que é grande a quantidade de amostras
provenientes das diferentes fontes. Desta forma, o interesse no
desenvolvimento de métodos analiticos simples e automatizados, que permitem
que um grande numero de amostras seja analisado ao menor custo possivel,
tem aumentado®>%.

Um avango do procedimento quimico de automacgéo, baseado no
principio de analise em fluxo, € a Andlise por Injegdo em Fluxo (ou FIA, do
inglés “Flow Injection Analysis”)®. A titulagdo em FIA representa uma técnica
bastante conhecida e largamente usada. No entanto, sua aplicagdo para
determinagdes na qual a natureza das amostras requerem o uso de solventes
organicos tem sido bastante limitada®, j4 que determinagdes envolvendo
parametros caracteristicos de amostras ndo aquosas usualmente s&o dificeis de
automatizar®. Os trabalhos envolvendo FIA em meios Nao-aquosos Como
benzeno/n-hexano/dicloroetano®, ciclohexano®”, metanol®® e acetona?
praticamente tém sido limitados & determinagdo de tragos de agua. Mais
especificamente no controle de acidez envolvendo automacéo, poucos estudos
tem se referido a meios n&o-aquosos. Além disso, enquanto progresso
consideravel tem sido alcangado no desenvolvimento de método de injecdo em
fluxo para acidos e bases fortes, acidos e bases fracos tém sido praticamente
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ignorados'”. Desta forma, trabalhos que envolvem a determinag@o de acidez em
solventes ndo-aquosos tém sido raramente encontrados na literatura.

1.1 ACIDEZ EM MEIOS NAO-AQUOSOS

A maior parte das reagdes observadas na natureza assim como aquelas
efetuadas pelos quimicos em suas pesquisas e processos industriais ocorrem
em solugdo. Os estudos, no entanto, se referem na grande maioria as solugdes
aquosas, cujas reagbes e propriedades fisico-quimicas tém sido largamente
investigadas. A agua € abundante, barata e € um excelente solvente para um
grande numero de substancias organicas polares, sais inorganicos, acidos e
bases"".

A influéncia do solvente no curso de uma reagdo quimica & grande.
Quando se altera parcial ou inteiramente o solvente, ocorrem modificagdes
importantes nas espécies dissolvidas. O préton em meio aquoso, por exemplo,
se encontra solvatado, isto & na forma de hidronio, H;0*. Em meios ndo-
aquosos, a natureza do préton é bem menos conhecida''?.

Dependendo de suas propriedades, o meio ndo-aquoso pode acentuar ou
reduzir as propriedades acido-base de um analito, aumentar ou anular sua
solubilidade e alterar a formagdo de complexos com ions metalicos””. No
dominio das aplicagbes praticas, estes solventes tém expandido a faixa de
forgas acidas e basicas que podem ser medidas e diferenciadas, uma vez que,
em agua, € possivel titular somente uma faixa limitada de concentracbes de
acidos e bases"”. O meio ndo-aquoso aumenta a extensdo em que as reagoes
quimicas ocorrem como um todo e afeta as titulagdes acido-base em
particular*'®.

O grau com que se completa uma reagdo de titulagdo de neutralizagdo
depende diretamente da constante de ionizagdo do soluto acido ou basico sob
titulacdo. Esta constante de ionizacdo depende das propriedades acidas ou
basicas, da constante dielétrica e da constante de autoprotdlise do solvente!?.

A constante de autoprotdlise ou auto-ionizagdo é um processo que
ocorre em todos os solventes anfipréticos, em que uma molécula atua como
acido e outra como base. O valor da constante de auto-ionizagdo ou de
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protolise, Ks, € dada pela expressao do equilibrio quimico, semelhante a
expressao do produto idnico da agua’’?.

Ks = (asuz*) (as-) (1)

em que SH,* é o préton solvatado (ion lidnio) e S é o respectivo anion (ion
liato) do solvente anfiprético representado por SH. A equacdo quimica seria
entao representada como:

SH+SH=SH," +§ 2)

A constante dielétrica do solvente esta relacionada com o trabalho
requerido para efetuar a separacdo (processo de dissociagdo) de duas
particulas opostamente carregadas de um soluto, no solvente considerado.
Portanto, da uma idéia da facilidade com que, em um solvente particular, ocorre
a ionizacéo de um soluto"?.

A maioria dos solventes organicos tem uma constante dielétrica mais
baixa que a agua e isto resulta em menor ionizagdo e no aumento da
associacdo de ions de cargas opostas, com formacdo de pares ou agregados
mais complexos em muitos casos. Em agua, o sal formado como resultado da
titulagdo de uma base fraca com acido forte ou vice-versa é altamente ionizado
e afeta muito pouco o pH da solugdo no ponto de equivaléncia e em outros
estagios da titulag&o. Por outro lado, em solventes organicos de baixa constante
dielétrica, o ponto de equivaléncia da titulagdo pode ser fortemente afetado®.
Uma vez que os sais sdo dissociados incompletamente, suas constantes de
dissociagdo também sdo alteradas’®. O equilibrio em meio n&o-aquoso,
portanto, ndo é tdo simples como em agua e para o calculo da medida de
constante de dissociacdo, equacgbes simples de valores de pH do tipo de
Henderson-Halsselbalch, por exemplo, frequentemente nédo sdo aplicaveis”.

Embora os conhecimentos atuais sobre o pH em solugdes aquosas
estejam em um nivel bastante elevado, o mesmo n&o se pode afirmar a respeito
das solugbes nao-aquosas. A bibliografia existente é bastante escassa e
principalmente dirigida as areas de pesquisas especificas. A faixa tedrica de pH
para o alcool absoluto, por exemplo, ndo apresenta extremo superior de 14,0
como para meios aquosos, mas 19,1. Para o alcool hidratado, a faixa de pH
difere com o teor de agua existente. A medida de pH em alcool hidratado, se
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feita com eletrodos convencionais, sofre interferéncias tipicas no meio alcoélico,
fornecendo leituras variaveis em fungio da composicdo do alcool hidratado.
Medi¢des de pH que independem do meio s&o conseguidas com eletrodos de
platina-hidrogénio, que formecem o chamado “pH absoluto”. Entretanto, a
determinacao é bastante lenta e trabalhosa, o que impede sua aplicagcdo em
rotina®"®.

Hammett e Deyrup' ™, em 1932, foram os primeiros a determinar o grau
de acidez em uma variedade de meios, incluindo solugbes mais concentradas
de acido em agua (em regides de pH fora da escaia convencional) e solventes
nao-aquosos, através de uma funclo baseada em mudangas espectrais de
indicadores acido-base.

Para o equilibrio acido-base de uma base fraca B, em meio acido,

(19}

BH' =B+H’ (3)
cuja constante de dissociagao da espécie BH' é dada por:
Ken' = an".(as/aen’) = an'.(CalCan’). (Talfant) (4)

sendo: a = atividade, ¢ = concentragdo molar e f = coeficiente de atividade, a
fungao de acidez foi definida por Hammett e Deyrup como:

Ho = - log [aw".(faffen’)] = - log Kaw™ + log (cefcen’)  (5)

que pode ser expressa Como:

Ho=pKen' - log (can'lcs)  (B)

Para determinagdo de Hy em um meio acido, seria utilizado um indicador
com um pK adequado, sendo as concentragbes relativas de BH* e B medidas

por metodos espectroscopicos {absorgdo no ultra-violeta ou visivel, ressonancia
magnética nuclear)®?.
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1.2 INDICADORES E SOLVENTES NAO-AQUOSOS

A titulac@o, realizada com um indicador visual para encontrar-se o ponto
de equivaléncia, € um procedimento analitico que embora tenha sido proposto
ha mais de um século, ainda é largamente usado®”. No entanto, a determinacéo
do ponto final em titulagdes em meios ndo-aquosos através do uso de
indicadores visuais ndo é to simples quanto em meio aquoso®. A medida que
0s acidos e bases sdo mais fracos e que as solugdes dos mesmos se tornam
cada vez mais diluidas, a determinagdo do ponto de equivaléncia vai se
tornando cada vez mais dificil. A raz&o destas dificuldades se deve as pequenas
inflexdes que as mesmas apresentam nas proximidades do ponto de
equivaléncia®.

Quase todos os indicadores conhecidos e empregados em meio aquoso
tém sido usados em titulagbes em solventes n&o-aquosos, como 0s azo
corantes, ftaleinas e sulfoneftaleinas, cuja variagao da cor depende do sclvente
e da propria natureza do indicador’”. Dos corantes, as ftaleinas sdo usadas
muito frequentemente em titulagcdo com hidroxidos metalicos alcalinos e
especialmente alcoxidos em etanol, cetonas, piridina, bem como benzeno e
tolueno. Sua cor depende da razdoc de concentracdc das formas acidas e
basicas, que e determinada pela concentragio do ion hidrogénio da solucao.
Em meio 4cido sdo incolores, enquanto que em solugdes alcalinas se tornam
azul ou rosa, sendo seus intervalos de transigédo na faixa de pH alcalino®'?.

A fenolftaleina € um dos indicadores mais largamente usados para a
determinagéo volumétrica de acidos fracos, sendo também apropriada para
titulagbes de acidos organicos em solugdes alcodiicas ou para determinacgéo de
acidez de &lcoois e ésteres'’.

Outro indicador particularmente adaptado para &cidos fracos em solugdes
alcodlicas, que é empregado pelo procedimento regulamentado para titulagées
em etanol, é o a-naftolftaleina”®. Este indicador, num pH em torno de 8.3, muda
de incolor para azul claro, mas esta mudanga de coloragéo € pouco sensivel ao
olho humano®®. Além de indicador acido-base, o a-naftolftaleina também foi
proposto na determinacgéo catalitica de rodio®, iridio®® ruténio® e 6smio®®
por injegé&o em fluxo com detecgdo espectrofotomeétrica.
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1.2.1 ALARANJADO DE ACRIDINA

Um indicador com alta sensibilidade para determinagdo dos protons
presentes em fungdo da auto-ionizagdo do equilibrio idnico da agua é o
alaranjado de acridina. Este corante, em 1994, foi proposto por Sabadini et al ®®
para a determinagdo do conteldc de agua através de um método
espectrofotométrico em solventes naoc-aquosos, e, devido & sua propriedade
diferenciada, € possivel aproveitar sua potencialidade na determinacdo de
acidos fracos em meios nd0-aquosos.

O alaranjado de acridina (ou AO, do inglés Acridine Orange) ¢ uma
substancia largamente utilizada como corante biologico™, uma vez que a
molécula apresenta espectros eletrdnicos de absorgdo e fluorescéncia bem
conhecidos sem alterar as propriedades biolégicas. O corante intercala
fortemente com acidos nuciéicos®'*?, apresentando o efeito de metacromasia,
isto &, fluoresce na regido do verde, quando intercatado entre pares de base do
DNA, e na regido do vermelho, quando intercalado em RNA®®. Esta propriedade
da fluorescéncia possibilita outras aplicagdes, como a3 caracterizacao
histoquimica de plantas®, o estudo de propriedades micelares®™ e o coramento
citoquimico, podendo diferenciar c&lulas normais de células cancerigenas®.

O AO apresenta um equilibrio acido-base em solugdo aquosa envolvendo
as formas neutra (AO) e monoprotonada (AOH'), gque exibem espectros
eletrbnicos com absorbancia maxima em 425 nm e 495 nm, respectivamente®.
Como as espécies AO e AOH* apresentam bandas de absorgéo no espectro
eletronico suficientemente separadas, € possivel acompanhar o deslocamento
do equilibrio quimico por métodos espectrofotométricos. A Figura 1 mostra o
equilibrio quimico entre essas formas, bem como a forma diprotonada,

P SN ) P ” P U
{Cragr e H/ NCrap (;"") |mnﬂ/l\?\NHMM%n —(')—“ O kT N
2+ .
AOH AOH AO

Figura 1. Formas do corante AO envolvidas no equilibrio: AOH.™ (diprotonada), ACH"
{(monoprotonada) e AO (neutra)
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onde a dissociacdo da espécie AOH",
AOHY*=AO0 +H" (7)
tem pK = 10,45 & 25 °C%.

Solugbes de AQ preparadas com os solventes organicos, devem conter
apenas a especie neutra do corante. Com a adigdo de pequenas quantidades
de acido ao meio neutro, provoca-se a protonagdo e a interconvers&o do
corante para a forma monoprotonada. Por outro lado, a forma AOH' desse
corante & susceptivel 3 reagdo de desprotonagdo em solugBes alcalinas
resultando na forma neutra®. Desta forma, o corante pode ser utilizado como
indicador para quantificar a acidez de diferentes meios, dependendo da
intensidade das bandas de absor¢ao na regi@o do espectro visivel atribuida as
espécies, 0 que possibilitaria seu uso em titulagdes.

Ressalta-se que o uso do AO como indicador acido-base em meios nao
aquosos n&o tem sido discutido na literatura. A faixa de comprimento de onda
em que as transicOes de cor entre as espécies acida e basica ocorrem, nao
pode ser distinguida sem o auxilio de espectrofotometros. Contudo, em titulagéo
onde o ponto fina! & indicado pela mudanca de cor de um indicador acido-base,
o método visual pode ser substituido pela medida fotométrica, cujas construcées
simples e de baixo custo, viabilizam o AQ como indicador.

1.3 AUTOMAGAOQ E ANALISE POR INJECAO EM FLUXO

A necessidade de melhorar ou ampliar os métodos analiticos e adapta-ios
as crescentes demandas da sociedade tem impulsionado o crescimento e
desenvolvimento de muitos aspectos da quimica analitica. O usc de métodos
automaticos vem ocupando um importante papel em laboratérios analiticos®”,

Através da automacédo, a intervenc&o humana na analise € minimizada,
aumentando-se a eficiéncia das operagdes de laboratério e a capacidade de
analise de amostras. Assim, melhora-se a qualidade dos resultados, aumenta-
se o potencial dos métodos analiticos, fornecendo resultados mais reprodutiveis
por tongos periodos de tempo®*®,
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A Anadlise por Inje¢do em Fluxo (FIA) € uma importante procedimento
quimico de automagéo, que vem se estabelecendo em varios campos, como
uma técnica adequada para determinagdo de muitas espécies quimicas em
solugdo. Tem sido bastante aplicada para solucionar problemas analiticos de
rotina, no processo de monitoramento e controle em diversas areas de
interesse: clinica, farmacéutica, ambiental, alimentacdo e agricultura®>*4°4".

A técnica FIA se caracteriza pela simplicidade, estabilidade, preciséo,
baixo custo operacional e extrema versatilidade, o que a distingue da maior
parte das novas técnicas analiticas. Apresenta ainda muitas vantagens, como o
baixo consumo de reagentes e economia de amostra. Devido a resposta rapida,
tem-se alta frequéncia de amostragem e com isso, a velocidade analitica é
aumentada. Além disso, é util para situa¢des onde a determinagido manual é
extremamente dificil e imprecisa. Por ser um sistema fechado, materiais téxicos,
corrosivos, altamente reativos ou instadveis ao ar ou a luz, podem ser
manuseados ou gerados, diminuindo o contato entre o analista e os reagentes,
tornando a técnica mais conveniente em relagic a métodos manuais®.

FIA € um tipo de analise em fluxo, cujo sistema, composto de tubos
transportadores, envolve basicamente trés partes: 1) um dispositivo capaz de
movimentar os fluidos a uma vazéo constante e uniforme (normalmente uma
bomba peristaltica); 2} um dispositivo para introducdo de um volume
reprodutivel da amostra ou reagente no sistema de fluxo; 3) um sistema de
deteccdo capaz de monitorar uma propriedade relacionada, direta ou
indiretamente, com a concentracéo da espécie de interesse®™. A Figura 2 mostra
uma representagio esquematica do sistema de fluxo mais simples.

reagente/
transportador

Figura 2: Diagrama de fluxo em linha Unica. B: bomba peristaltica; I: valvula de introdugao da
amostra (injetor); C: cadmara de dispersao; D: detector {fotdmetro).

A tecnica se baseia na criagdo de um gradiente de concentracéo
adequado de uma amostra ou reagente, cujo voiume discreto é introduzido
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através do sistema em um fluido transportador (ou reagente), sem segmentos de
bolhas de ar. Este volume se dispersa no fluido transportador durante sua
passagem pelos varios componentes do analisador, sendo que as reagdes
quimicas efou processos fisico-quimicos de separacdo da amostra ocorrem nos
proprios tubos de condugéo, embora camaras de reagdo também tenham sido
usadas®.

A titulagdo por FIA ¢ a técnica de gradiente mais antiga. Em uma titulacéo
classica (manual), um volume definido de amostra, contendo, por exemplo, um
acido, € titulado por uma solugdo reagente de concentragdo conhecida
denominada de titulante, por exemplo, uma base. O ponto final, que se espera
detectar o mais proximo possivel do ponto de equivaléncia da titulacdo, é
obtido, por exemplo, através da mudanga de cor de um indicador. Em um
sistema FIA, o gradiente de concentragdo formado contém um numero infinito
de elementos de fluxo com diferentes razdes de concentragdo da amostra ou
reagente injetado e fluido transportador. Dentro destes elementos de fluxo, ha
pontos que sao representativos da mesma condicéo de equivaléncia encontrada
na titulagdo classica. No ponto de equivaléncia da titulagdo, a quantidade de
titulante e analito iniciaimente presente é estequiometricamente igual. Além
deste ponto, o titulante (ou amostra ndo titulada) estd em excesso, enquanto
antes do ponto de equivaléncia, ha uma quantidade de analito no titulado (ou
titulante). O indicador é escolhido para que a mudanga de cor ocorra no ponto
mais préximo possivel do ponto de equivaléncia, sendo essa detec¢do efetuada
pelo monitoramento continuo do fluxo em uma cela a um comprimento de onda
apropriado®4?

Se um volume de uma amostra acida (ou reagente basico) em uma
titulacao FIA, é injetada dentro do fluido transportador de vazéo Q contendo o
reagente basico (ou amostra acida), a amostra (ou o reagente) dispersada sera
gradualmente neutralizada, penetrando através da interface com o fluido
transportador nos limites do gradiente (frontal e caudal). Ac passar pelo
detector, um sinal com duas transi¢cdes é gerado, devido ao perfil formado pela
dispers&o da amostra (ou reagente) no caminho do injetor ao detector. A porgdo
ascendente do sinal é obtida em um intervalo de tempo curto e, portanto, ndo é
possivel se observar a titulagdo neste intervaio. A informagéo analitica presente
nesta porcéo, no entanto, € a mesma encontrada na por¢do caudal, cujo
gradiente é bem reprodutivel, suave e possivel de ser medido®. A Figura 3
mostra esquematicamente a titulacéo por FIA.
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Conc.

L J

Tempo

Figura 3: Titulagde FIA. A zona de amostra dispersada contém dois pontos de equivaléncia (P2 e
P4). A distancia entre eles (At) é o parametro de medida e é proporcional ao log da concentragdo da
amostra. P1 e P5: excesso de reagente; P2 e P4: pontos onde as concentragcdes de reagentes e
amostras estdo na razéo estequiométrica; P3: excesso de amostra.

O termo titulagdo em fluxo continuo é adotado por causa das condigdes
que sdo ajustadas, de forma gque um ponto na ascendéncia e na descendéncia
dos graficos correspondam as concentragbes da amostra e do reagente na
equivaléncia estequiométrica. Estes dois pontos de “equivaléncia” formam um
par (1 e Il) com mesmo valor de dispers@o e sua distancia fisica, expressa em
unidade de tempo At decorrida entre ambas transigbes é linearmente
relacionada com a concentragdo da amostra pela equagéo:

At = (VW/Q) In10 log[C°a/CrN)] + (VWQ) IN10 log (Va/Vy)  (8)

onde C°s e C°g, representam as concentragbes da amostra e do reagente; Q, a
vazao constante, n o fator estequiométrico dos componentes da reacéo; Va, o
volume de amostra injetada e Vy 0 volume da camara de mistura®. Caso o
reagente seja injetado, inverie-se as posigdes, na equacgio, de C°4 e C°R, e Va
se referira ao volume do reagente injetado.
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Como o dltimo termo para um dado sistema FIA sera constante, um
grafico de At em fungéo de log C°, (obtido por uma série de solugbes padrdes)
ira fornecer uma linha reta com uma inclinagao (VWQ) In10. Portanto, At ira
aumentar com o aumento da concentra¢éo da amostra injetada, C°4, e diminuir
com o aumento da concentragdo do reagente titulante, C°, contido no fiuido
transportador. No caso da injegc@o de reagente, o inverso é verdade, ou seja, At
ira diminuir com o aumento da concentracdo da amostra®.

A técnica de titulagdo por FIA apresenta também como vantagem a
possibilidade de efetuar as determinagGes sem gue a reacéo atinja o seu estado
de equilibrio. Desta forma, as respostas serdo reprodutiveis, uma vez que o
grau de mistura para um mesmo volume de amostra (ou reagente), injetado
sucessivamente no sistema, deve ser o mesmo em cada um dos diferentes
pontos do sistema. Além disso, uma vez que a quantificagdo é baseada em
medidas relativas obtidas por padrdes conhecidos, o valor exato da
concentrag@o da solugdo do reagente titulante n&o precisa ser exatamente
conhecido. Uma outra caracteristica que distingue FIA de outros procedimentos
quimicos analiticos automaticos € que o método pode ser processado em
condigdes controladas. As variaveis envolvidas como a vazdo, comprimento do
tubo e volume injetado podem ser alteradas em uma larga faixa de possiveis
combinagdes permitindo a otimizagao do sistema®.

A Analise por Injecdo em Fluxo tem sido utilizada em uma grande
variedade de campos com um grande nimero de detectores. Simplificagées
envolvendo o processo de detecgéo fotométrica podem se basear na utilizagdo
de um LED (Light Emitting Diode) como fonte luminosa apropriada devido & sua
resolucéo espectral e disponibilidade em praticamente toda a faixa da regido do
espectro visivel™. Além de dispenderem menor energia para seu
funcionamento, sua utilizac&o representa uma alternativa barata, confiavel, com
tempo de vida longo, frente aos espectrofotdmetros  disponiveis
comercialmente™***® Esses dispositivos emitem radiagao com alta intensidade
de luz e baixo tempo de resposta. Por permitirem maior estabilidade, as
determinagbes podem ser realizadas sem a necessidade de esperar por longos
periodos de tempo para estabilizagéo do instrumento*®

Os LEDs utilizados como fonte de Iluz sdo componentes
eletroluminescentes que se tornaram comercialmente disponiveis no fim de
1960“Y. Um fotdmetro baseado em LED foi proposto primeiramente por
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Barnes“?

em 1970, mas os primeiros a descreverem o primeiro fotodetector
baseado em LED para FIA foram Betteridge et al.®®.

Sistemas baseados em LEDs verde (565 nm), amarelo (595 nm), laranja
(605-620 nmj), vermelho (630-660 nm) e infravermelho préximo (820 nm) tém
sido largamente estudados. O LED azul (480 nm) foi originalmente introduzido
no final de 1984 pela Panasonic Industriai Co. Porém, ndo €& tao facilmente
disponivel como outras cores, ja que 0s componentes normalmente usados na
sua manufatura (arseneto de galio ou fosfeto) ndo podem ser estendidos na
producio de luz de menores comprimentos de onda™?.

Quando comparado ao espectrofotdmetro convencional, no entanto, o
LED apresenta uma perda de sensibilidade, uma vez que a fonte de luz néao é
estritamente monocromatica e, com isso, a medida do sinal contém
contribuigbes de comprimento de onda com absortividades mais baixas. A perda
de sensibilidade para o LED azul € mais acentuada porque sua banda de
emissdo (65-70 nm) é mais larga em comparagdo as outras. Mesmo assim,

LEDs azuis podem ser usados com sucesso para determinacdes quantitativas
em FIA®.

1.4 OBJETIVOS

Levando-se em conta o meio ndo-aquoso, bem como as limitagdes
inerentes aos métodos regutamentados para a determinacdo de acidez em
Oleos vegetais e etanol, foi desenvolvido um sistema automatizado para
determinagéo de acidez em meios ndo-aquosos usando alaranjado de acridina
como indicador.

O método proposto, Andlise por Injegdo em Fluxo (FiA), se baseia em
uma titulagdo acido-base, com LED azul como fonte luminocsa e detecgdo
fotométrica. O fluido transportador ndo é aquoso e o analito, diferentemente dos

procedimentos classicos para FIA, permanece em linha e a solucdo alcalina é
injetada.
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DETERMINAGCAO DE ACIDEZ EM ETANOL

A tendéncia de automatizagdo de métodos analiticos tem sido crescente.
Um vasto numero de amostras €, a cada dia, analisado por instrumentacio
automatica com o intuito de atingir maior rapidez, reprodutibilidade e exatiddo
nos resuitados. Nas areas de fermentagdo e controle analitico para o
acompanhamento do processo de produgado do alcool, a técnica de Analise por
injecdo em Fluxo (FIA) ja esta sendo utilizada para estudar os parametros
importantes para a fermentacdo®-*>*** A acidez no &lcool produzido & uma
das analises complementares mais importantes no estabelecimento de
qualidade do etanol, cuja determinac@o, normatizada pelo Departamento
Nacional de Combustiveis (DNC) através do Regulamento Técnico DNC-

03/91®, tem empregado a titulagio acido-base classica com a-naftolftaleina
como indicador.

2.1 INTRODUGAO

2.1.1 O ETANOL

As primeiras informagdes sobre o uso do alcoo! sdo de 6000 a.C.*%®
embora a palavra, oriunda do vocabulo arabe (Al = artigo + kohol = pé finissimo
e impalpavel®’), seja completamente dissociada das caracteristicas do etanol,
pois se referia a um derivado de sulfetos e antimoneto de chumbo, que era

usado na antiguidade oriental, em mistura com agua, para tingir sobrancelhas e
cilios®™.
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O etanol ou &lcool etilico, de férmula C,HsOH, é o representante mais
importante da classe dos alcoois alifaticos. Pode ser obtido sinteticamente a
partir do petroleo e do carvdo mineral ou por via bioldgica, através da
fermentag&o de matérias-primas agucaradas, amilaceas ou celulésicas™*%%,

No Brasil, onde a irradiagédo solar € intensa, favorecendo os processos
fotossintéticos que levam & produgdo de biomassa, a fermentacdo é ainda o
processo mais importante. O alcool é produzido na guase totalidade a partir da
cana-de-agucar, que ja era tradicionalmente plantada, principalmente para a
producéo de aclcar®"®.

O pais & o maior produtor mundial de aglcar e alcool, contando hoje com
346 usinas. Dos 13 milhdes de hectares de plantagdes de cana-de-agucar no
mundo, 4,5 milhGes estdo em territorio nacional, representando cerca de 8 % da
area cultivada no pais®".

A produgéo de alcool na safra 95/96 (posigdo acumulada de produgéo em
01.05.1996) foi de 12,67 bilhGes de litros, dos quais 9,63 bilhdes de litros de
alcool hidratado e 3,04 bilhdes de alcool anidro®. O numero, no entanto, nao é
suficiente para atender o mercado interno, j4 que o consumo anual de alcool
hidratado no pais é de 10 bilhGes de litros, enquanto que o consumo de alcool
anidro € de 4,5 bilhdes®”, o que levou, em 1995, & importacdo de mais 1,1
bilhdo de litros de etanol®.

A produgdo brasileira de alcool (Figura 4) comecou a ser intensificada
com as convulsoes politicas no Oriente, levando as crises de petroleo de 1975 e
1979, e o advento do PROALCOOL (Programa Nacional do Aicool), que muito
beneficiou o setor sucro-alcooleiro. O PROALCOOL foi instituido em novembro
de 1975, integrando a politica energética brasileira de incentivo ao
desenvoivimento de fontes alternativas de energia®®’. Sua implantacao
permitiu o desenvolvimento da indUstria alcoolquimica (principalmente com a
substituicdo dos produtos derivados de petrélec), a realizagdo de pesquisas
para o aproveitamento do vinhoto e do bagaco, a abertura de novas frentes de
expansao para a industria de maquinas e equipamentos, a economia de divisas
pela reducéo de petrdleo e pelas expansdes de alcoo! e sua tecnologia e,
principatmente, o uso da mistura alcool anidro/gasolina e a multiplicacdo de
frotas de automéveis a dlcool hidratado®*®®. Atualmente, o ndmero de veiculos
leves a alcool existentes no pais é de 4,3 milhdes, nimero esse que representa
um terco do total do pais®"®”.
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fonte: AIAA, SDR, MICT e DATAGRO'®?

Figura 4: Producéo de dlcool no Brasil - 1970/1971 a 1995/1996.

2.1.2 PROCESSAMENTO

A fermentagdo, conhecida desde os tempos pré-histéricos, é ainda o
processo mais importante para a obtencéo de alcool. E um processo bioquimico
catalisado pela agao enzimatica de microrganismos que ocorre em duas etapas:
a primeira envolvendo a conversdo de polissacarideos em monossacarideos
partindo de quaisquer fontes naturais e a segunda envolvendo a conversdo do
monossacarideo obtido em alcool etilico® .

O processo industrial de fabricagdo de alcool, desde a cana-de-acucar a
obtencdo do produto final, envolve uma série de operacbes divididas
fundamentalmente nas seguintes etapas principais: recebimento da matéria-
prima, lavagem, extragdo e tratamento do caldo, fermentacdo e finalmente
destilagao®%7

2.1.2.1 TRATAMENTO DO CALDO

Apos o corte na lavoura, os fardos de cana-de-aclcar s&o carregados em
caminhGes até a mesa alimentadora da usina, onde passam por uma lavagem
em agua corrente. A cana passa por um processo de picagem e desfibragem e
depois é triturada pelas moendas para produzir o caldo misto.
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O caldo misto, que resulta da moagem, € a matéria-prima para a
fabricagéo do alcool, tanto hidratado quanto anidro. Apresenta uma série de
impurezas, que podem ser soltveis ou insolGveis. As impurezas insoluveis
(como areia, argila e bagacilho), cujos teores variam de 0,1 a 1 % séo
eliminadas ao maximo através do tratamento primario. Os processos
envolvidos neste tratamento utilizam basicamente equipamentos de
peneiramento, sedimentadores e centrifugadores. Com isso, beneficia-se o
processoc e aumenta-se a eficiéncia e vida util dos equipamentos instalados,
contribuindo-se também para a obtengdo de produtos finais de melhor
qualidade™.

Apds o tratamento primdrio, o caldo sofre o processo de pasteurizagéo
(aquecimento e resfriamento imediato), que fundamentaimente visa a
desnaturacéo da proteina (para diminuir a ocorréncia de espumas durante a
fermentacao), assim como a eliminagdo de microrganismos naturais, cuja
presenca pode comprometer os rendimentos da fermentagdo. Livre de
impurezas e devidamente pasteurizado, o caldo estd pronto para ser
encaminhado ao processo fermentativo®79,

2.1.2.2 FERMENTACAO

E nesta fase que os agucares sdo transformados em aicool através dos
agentes fermentativos (leveduras).

O processo de fermentagdo mais comumente utilizado nas destilarias do
Brasil € o de Melle-Boinot, cuja caracteristica principal é a recuperacido de
leveduras com baixa carga bacteriana (conhecida na pratica com o nome de pé-
de-cuba) para utilizagbes posteriores sucessivas. Este processc apresenta
como vantagem a inibicao parcial da multiplicagéo celular dos microrganismos
fermentativos e, como consequéncia, hd uma economia dos acucares que
seriam utilizados para alimentar essa multiplicagcdo, aumentando assim o
rendimento.

Na fermentac&o, as reagBes ocorrem em tanques, denominados dornas
de fermentacdo, onde se misturam o pé-de-cuba e 0 mosto na proporgao de
1:2, respectivamente. O mosto é constituido basicamente da mistura do caldo
tratado e uma quantidade de nutrientes (como sais minerais, vitaminas, méis),
com uma concentragdo de sdlidos de aproximadamente 19° Brix. Nada mais é
que uma solugao de agucar cuja concentragéo foi ajustada para melhorar a acéo
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dos microrganismos fermentativos. Caso haja necessidade, usa-se agua para o
ajuste do Brix.

A transformagéo de agucares (sacarose) em alcool ocorre segundo a
reacdo simplificada:

C12H2041 + H0 = 2 CeHy20s (9)
sacarose hexose (glucose e frutose)
CeH1206 = 2 CH3CH,OH + 2 CO, + 23,5 keal mol™ (10)

hexose alcool etilico diéxido de carbono

O tempo de fermentagéo varia de 4 a 12 horas. Durante a reag&o, ocorre
intensa liberagdo de gas carbbnico e elevagdo da temperatura do meio,
podendo propiciar o desenvolvimento de microrganismos indesejaveis. Neste
caso, alguns produtos secundarios podem ser formados como &lcoois
superiores, esteres, aldeidos, aminas, acidos e bases. Ao término deste periodo
praticamente todo o agucar ja foi consumido, com a conseqiente redugédo de
liberagdo de gases e a mistura final recebe o nome de vinho fermentado.

Atualmente, este processo de fermentacdo & realizado de forma
descontinua ou continua, em dornas abertas ou fechadas. Nestas Ultimas,
procede-se a lavagem dos gases de saida em uma torre de recheio para
recuperagao do alcool evaporado, que retorna ac processo.

Apds a fermentagdo, o vinho é enviado as centrifugas, para a
recuperacdo do fermento. A fase leve de centrifugacdo, ou vinho
delevedurado, é enviado para as colunas de destilagdo e o concentrado do
fermento recuperado, denominado leite de levedura, retorna as cubas para o

tratamento®®8-7072.73)

2.1.2.3 OBTENCAO FINAL DO ETANOL

O vinho que vem da fermentacéo possui, em sua composicdo, 7 a 10° GL
(% em volume) de alcool, além de outros componentes de natureza liquida,
solida e gasosa. Dentro dos liquidos, além do &lcool, encontra-se a 4gua com
teores de 89 a 93 %, glicerina, alcoois homdblogos superiores, furfural, aldeido
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acético, acido succinico, acido acético. Ja os sdlidos s&o representados por
bagacilho, leveduras e bactérias, agucares ndo fermentesciveis, sais minerais,
materias albumindides e outros. Os gasosos, principalmente pelo CO; e SO-

O alcool presente neste vinho é recuperado por destilagéo. A operacdo é
realizada com auxiiio de sete colunas distribuidas em quatro troncos: destilacéo
propriamente dita, retificagdo, desidratacdo e debenzolagem.

Na destilagdo propriamente dita, através de trés colunas superpostas
(coluna de destilacdo de vinho, coluna de epuracdo de vinho e coluna
concentradora de cabega), o etanol é separado do vinho e sai com a flegma
(vapores com 40 a 50° GL).

A flegma é concentrada e purificada em um tronco composto de duas
colunas (colunas de retificagdo), a uma graduagéo de aproximadamente 96° GL.
As impurezas presentes que a acompanham sdo os &lcoois homélogos
superiores, aldeidos, ésteres, aminas, acidos e bases.

O alcool hidratado, produto final dos processos de epuragéo (destilacio)
e retificacéo, é uma mistura binaria alcool-agua que atinge um teor da ordem de
96° GL. Isto ocorre devido a formagéo de uma mistura azeotrdpica. Este alcool
hidratado pode ser comercializado desta forma ou pode sofrer um processo de
desidratag&o. Neste caso € usada ainda uma coluna auxiliar para a recuperacéo
do agente desidratante (coluna de debenzolagem) Para a desidratacao,
benzeno é adicionado no topo da coluna desidratadora. Este produto tem a
capacidade de formar uma mistura azeotrépica ternaria, benzeno-agua-alcool,
com ponto de ebulic&o inferior ac do alcool anidro, portanto o alcool é retirado
no fundo da coluna com aproximadamente 99,7° G 82527074

2.1.3 CONTROLE DE QUALIDADE DA PRODUGAO DO
ETANOL

Com a crescente produgéo de etanol (anidro ou hidratado) e a grande
elevagdo do seu consumo tanto como combustivel como na industria quimica, o
controle quimico desempenha um pape!l fundamental tanto no que diz respeito a
garantia das especificagbes impostas ao produtc quanto ao que se refere 3
quantificac&o das perdas na producéo.
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Os caminhos percorridos pelo alcool, desde a sua producao até a entrega
ac consumidor, s&o longos e esbarram numa série de exames de controle de
qualidade diretamente nas usinas e destilarias e nas empresas distribuidoras.
Esses exames sao realizados com base em legislagdo. Técnicos realizam a
coleta de amostras nos tanques das destilarias e as enviam aos laboratoérios. No
laboratdrio, as amostras passam por minuciosos exames normatizados, que vao
desde a massa especifica e o teor alcodlico a analise espectrofotométrica. Os
resultados dos ensaios quimicos sdo computados e com iss0, pode-se ter um
perfil do desenvolvimento do processo e da qualidade do alcool fabricado
diariamente nos parametros minimos exigidos™.

Os eventuais contaminantes no produto final podem trazer sérios
prejuizos, especialmente nos processos de transformagéo quimica. Dentre as
implicagbes do uso do alcool fora das especificagbes reguladoras podem-se
destacar a queda da eficiéncia das reagdes onde 0 alcoo!l consta como reagente
e a corrosdo por acidez elevada. Como os solventes organicos sdo compostos
com ligagbes covalentes e portanto nao sdo considerados eletrdlitos, os casos
de corrosdo originados por eles ficam mesmo relacionados com a presencga de
impurezas que podem existir nos mesmos. Além dos substratos de concreto,
tais como pisos e canaletas de efluentes, que sofrem corrosdo, normalmente o
material utilizado nas usinas de producéao de etanol é o ago carbono, altamente
sensivel. Este material também ¢é normalmente utilizado nos tangues de
estocagem da produ¢do da destilaria, cujas capacidades deverdo corresponder
ao esquema de opera¢do da usina e permitir o escoamento regular desta
produgéo ao longo de 12 meses do ano®’*™® (Na refinaria da Petrobras, por
exemplo, é de aproximadamente 15 mithSes de litros™").

No caso do emprego carburante do alcool, a elevada acidez iivre tem
ac8o corrosiva sobre os componentes metélicos do motor. Além do ago carbono
utilizado nos motores € componentes de automdéveis, alguns carburadores de
carros sao fabricados com liga zamak e componentes em cobre e zinco que
corroem com acido. O controle de qualidade do etanol se torna um fator de
fundamental importancia uma vez que o combustivel deve ser pouco agressivo
aos componentes de qualquer material do motor® ™,

O ponto critico na formacédo de impurezas no aicool se da na fase da
fermentacdo, em cuja etapa normalmente tém iugar fermentagdes secundarias.
Tais fermentacbes séo oriundas das atividades de outros microrganismos que
frequentemente aparecem no processo acompanhando a matéria-prima vinda
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do campo. Devido a sua composicdo, o caldo de cana geralmente € um meio
bastante favoravel ao desenvolvimento de microrganismos. Portanto, cuidados
de assepsia sd0 necessarios desde a moagem, para ndo haver contaminagao
de microrganismos indesejaveis a fermentagao® %7379

Algumas vezes, dependendo das condicbes do meio de fermentacgao,
higiene e controle (inclusive da temperatura, que se eleva em consequéncia das
reacdes exotérmicas), ha o surgimento de infecgcdes que atuam sobre 0s
agucares ou socbre os proprios produtos da fermentacdo, prejudicando a
qualidade do produto final. Dentre estas infecgdes, destaca-se a fermentagao
acética causada por bactérias do género Acefobacter, que afetam o processo
fermentativo por transformar o alcool em acido acético. A ocorréncia de infecgdo
acética, que normalmente é a primeira das infecgdes que surge, é indicada pelo
cheiro de vinagre e também pela presenca de mosca drosofila® "7

A acidez é um dos parametros necessarios para a comercializagao do
alcool e representa uma andlise tradicional indispensavel no controle de
qualidade, desde que por lei € exigido um teor maximo de acido acético,
principal subproduto da fermentagdo e maior responsavel pela acidez na
mistura. Seu controle na fermentagao se torna importante na medida em que
pode-se avaliar o indice de infec¢do durante o processo, ja que quanto maior o
indice de acidez fixa nas dornas, maior o nimero de bactérias presentes, que
leva a produgéo de maior porcentagem de subprodutos acidos em detrimento do
alcool e portanto, menor o rendimento alcodlico®78798081.82)

A composicdo e as caracteristicas fisico-quimicas do alcool etilico
combustivel anidro e hidratado, proveniente de unidades produtoras de alcool
ou entregues por companhias distribuidoras de derivados de petrdleo, Petrdleo
Brasileiro S.A. - Petrobras e postos revendedores, esta regulamentada pelo
Departamento Nacional de Combustiveis (DNC) e deve obrigatoriamente
atender as especificagbes do Regulamento Técnico DNC n.° 03/91, que
acompanha a Portaria n.® 23, de 29 de outubro de 1991%°.

Para a acidez total do alcool etilico combustivel anidro efou hidratado,
expressa em acido acético, proveniente de destilarias anexas ou autdbnomas, ou
entregues por companhias distribuidoras de derivados de petréleo, a
especificagdo maxima é de 30 mg L™ (5 x 10” mol L™). A concentragdo de acido
total é expressa como o grau de acidez (porcentagem por peso de acidos totais
contidos na amostra) ou o indice de acidez (mg de NaOH requerido para
neutralizar o acido contido em 1 g de amostra). Para o aicool etilico destinado &
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industria alcoolquimica, segundo a ABNT, através da NBR 10896, jan. 1990, o
acido acético presente deve ser no maximo 20 mg kg™ (3,3 x 107 mol L™)®,

Segundo a orientagdo do DNC® que emprega a determinacdo do
método da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT)® através da
NBR 9866, a verificagao da acidez totai do alcool deve ser feita adotando-se a
titulagdo com NaOH 0,02 mol L' da amostra diluida a 50 % v/v, usando como
indicador a-naftolftaleina a 0,1 % em etanol a 70 % v/v. A American Chemical
Society (ACS)® também propde, através da especificacgo CAS n.° 64-17-5, a
titulagdo &cido-base classica com hidroxido alcodlico (NaOH 0,01 mol L) da
amostra diluida, mas utiliza fenolftaleina como indicador. O mesmo método de
analise é ainda proposto pela Merck Standards® para a amostra também
previamente diluida, com NaOH 0,02 mol L” como solucdo alcalina e azul de
bromotimol como indicador. Com algumas modificagdes, no procedimento da
ASTM 1980 (American Standards Tests Methods) utilizado por algumas
distribuidoras®, a amostra ¢ diluida em uma solucéo de etanol-toluol 1:1 viv e &
titulada com KOH 0,1 mol L™ alcodlico e fenolftaleina (1 % em etanol) como
indicador. Em todos esses procedimentos, a solugdo utilizada para a diluicao
das amostras com o indicador foi previamente neutralizada com a solugédo
alcalina.

Outros métodos para determinagdo de acidez em etano! ndo tém sido
discutidos, uma vez que a quantificacao é dificultada por se tratar de um meio
néo-aquoso. Em um trabalho de andlise de contaminantes organicos e
inorganicos presentes no alcool desenvolvido por Brining e Malm®, usando
cromatografia em fase gasosa, foi observado que o acido acético € eluido antes
do pico de acetato de etila. O pico cromatografico apresentou-se deformado,
imprépric para quantificagdo, apesar das precaugbes tomadas para a
desativagio das paredes metdlicas da aparelhagem. Karim®”, em um outro
trabalho, propds a determinagéo por potenciometria de tragos de acido acético
em etanol, mas para ser aplicado na determinagao de acido acético em vinagre.

Peris et al.*® aplicaram o sistema FIA para o monitoramento do processo
de fermentacdo que inclui, entre outros parametros, a determinagio de acidez
totat em alcool. Este parametro, determinado com o auxilio de um
espectrofotdmetro UV-visivel diodo array, monitorado a 553 nm usando NaOH 5
x 10 mol L™ como solugéo alcalina e fenolftaleina, foi considerado o mais
dificit, principalmente devido as limitacbes na analise em batelada (método
manual). Segundo os resultados obtidos por Peris et al., os dados FIA em
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comparacéc com os resultados obtidos pelo método manual apresentaram entre
si um coeficiente de correlagao igual a 0,989.

O presente trabalho propde a titulagdo scido-base efetuada através de
FIA com detecgdo fotométrica, como uma metodologia automatizada, alternativa
a titulacéo classica realizada pelas usinas produtoras de etanol.
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2.2 EXPERIMENTAL

2.2.1 METODO CONVENCIONAL

Utilizando o método padréo recomendado para determinacédo de acidez
em etanol, que emprega a titulagdo classica com o uso do indicador a-
naftolftaleina, verificou-se que o ponto final & de dificil visualizagdo. Portanto,
para se obter resultados mais confiaveis, ja que a titulagio classica resulta numa
viragem gradual do ponto final, foram realizadas titulagbes espectrofotométricas.
Tem-se assim, uma maior preciséo e exatiddo para a localizagio do ponto de
equivaléncia na curva da titulagdo, obtida dos diversos pontos relacionados a
cada adigdo da solugdo alcalina, em comparagdo com o obtido de um danico
ponto na titulagdo classica.

2.2.1.1 REAGENTES E SOLUCOES

Solugdo aquosa de hidréxido de sddio 0,02 mol L™ preparada a partir da
diluigio de uma solugdo 0,1 mo! L, previamente padronizada com biftaiato de
potassio e fenolftaleina. Solugdio de o-naftolftaleina (CzeH1s04) 0,1 % (2,4x107
mol L) em meio alcodlico a 70 % (v/v).

2.2.1.2 INSTRUMENTACAO

Espectrofotdmetro UV-visivel SPEKOL, Carl Zeiss, com detector de
fototubo, equipado com cubeta de caminho 6ptico de 2 cm, agitagdo magnética e
microbureta Gilmont, 2000 ulL.
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2.2.1.3 PROCEDIMENTO

8,00 g da amostra de etanol foram diluidos em 10,00 g de agua e
titulados com solug&o de hidroxido de sodio com auxilio de uma microbureta
(adicOes sucessivas de 10 uL}, usando a-naftolftaleina como indicador. O ponto
final foi avaliado pela interseccdo de duas retas em um gréafico dos dados das
absorbancias obtidas & 655 nm em fungdo do volume de titulante (solucdo
alcalina) adicionado.

2.2.2 METODO FIA

2.2.2.1 REAGENTES E SOLUCOES

Para a determinac&o de acidez em etanol pelo método FIA, etanot 92,8%
(m/m), medido por picnometria, foi utilizado como fluido transportador € como
solvente para a preparagdo de todas solugbes (padrées, solucac indicadora e
alcalina). Uma vez que o etanol utilizado para titulagio de neutralizacdo como
solvente deveria estar o maximo possivel isento de acido, foi utilizada como
matriz, etanol absoluto 99% comercial, purificado segundo Perrin e Armarego®
com oxido de calcio. Foi constatado, em experimentos prévios, que mesmo com
a purificag@o, ocorre a presenca de acidez residual na faixade 8 x 10°a 1 x 10™
mol L', a mesma observada no etanol grau PA (Synth e Quimex) sem
tratamento prévio, sendo portanto indiferente o uso de qualquer desses
solventes. Essa concentracéo de acido presente no solvente, para evitar erros
sistematicos, foi considerada na preparacdc dos padroes para a curva de
calibragdo em FIA, uma vez que a acidez residual € mantida constante.

Como reagente basico, foi utilizada solucdo etandlica de hidroxido de
sddio na concentragdo aproximada de 5 x 10° mol kg'. Esta solucdo foi
preparada imediatamente antes de se efetuar os experimentos, levando-se em
consideracdo a gradual carbonatagdo peio CO, atmosférico, que constitui um
sério problema na analise. Como solugdo indicadora, foi empregado alaranjado
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de acridina’ 3,7 x 10° mol kg' em etanol. As solucdes padrées, para a
construcdo da curva de calibragéo, foram preparadas na faixa de 3 a 8 x 10
mol kg™, obtidas por diluicdo de uma solucao estoque etandlica de acido acético
3,7 x 10° mol kg™, que, por sua vez, foi preparada a partir de uma solugdo 1,4 x
10" mol kg" também em etanol. Essa faixa foi determinada levando-se em
consideragao a acidez esperada dos alcoois comerciais e combustiveis, mas é
flexivel, podendo ser estendida para outras concentracdes. A determinacgao da
acidez das amostras através da curva de calibragdo resulta numa reducao
substancial dos erros sistematicos, que tem o mesmo efeito em todas as
solugbes. A concentra¢3o real dos padrdes foi determinada segundo o método
espectrofotométrico anteriormente descrito com a-naftolftaleina como indicador.

Para a obtengdo de resultados mais confiaveis, diferentemente do
procedimento recomendado, as solugdes ndo foram medidas por volume, mas
por massa. Alem de reduzir perdas por volatilidade da amostra, considerou-se o
alto coeficiente de dilatagdo volumétrica em funcdo da temperatura observado
para o etanol.

2.2.2.2 INSTRUMENTACAO

Para a construcdo do sistema de fluxo, foram utilizados tubos de
polietileno de 0,8 mm de diametro interno e para as amostras foi utilizado tubo
de PTFE (politetrafluoretileno - Teflion), Cole Parmer. A propulsdo dos fluidos, a
uma vazéo constante (1,2 mL min™' para a amostra e transportador, 0,74 mL min’
para o indicador}, foi realizada por uma bomba peristaltica, modelo MP13GJ-4
de fabricagdo Ismatec, equipada com 13 canais de bombeamento. A bomba
peristaltica, por seu baixo custo relativo e seguranca, tem sido escolhida em
muitos sistemas para o deslocamento de fluidos numa vazdo controlada e
reprodutivel. Para a amostra, fiuido transportador e solugao aicalina, foram
utilizados tubos de Viton (Cole Parmer) de diametro interno 0,045 mm e para o
indicador, tubo de diametro interno de 0,035 mm. O dispositivo de injecao,
construido de PTFE grafitado, com uma aica de volume de 190 pul. para a

'Alaranjado de acridina (3,6 - bis (dimetil amino) acridina)

O corante utilizado, da marca British Drug House, foi o purificado por Sabadini®, Recebido na
forma de hidroclorete (alaranjado de acridina +HCI +1/2 ZnCl,), a purificagdo do corante (em
sua forma livre) foi feita a partir da dissolugdo em uma mistura de agua e etanot (1:1 viv) e
precipitado pela adicio de uma solugdo aquosa de hidréxida de sédio 0.01 mol L. O sélido
formado foi favado com agua destilada, seco a 70 °C e armazenado sob vacuo protegido da luz.
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solugdo alcalina, & o injetor proporcional descrito por Tubino e Barros®. similar
aquele previamente descrito por Bergamin Filho et al.®®. Para mistura dos
fluidos foi utilizado um conector 4 vias de PTFE. O sistema FIA incluiu também
uma camara de dispersdo do mesmo material, com volume interno de 2 mL,
provida de uma barra de agitagao magnética, revestida também de PTFE. Como
detector, foi construido um fotdmetro para esse sistema (Segdo 2.2.2.3)
equipado com LEDs (Ligth Emmitting Diodes) bicolor e azul, LDRs (Ligth
Dependent Resistors) e cela de fluxo constituida de tubo de vidro de caminho
optico de 2 mm. A saida do circuito de deteccdo foi apresentada a um
registrador potenciométrico de fundo de escala 200 a 500 mV, modelo RB201
de fabricagdo ECB (Equipamentos Cientificos do Brasil).

Foi utilizado também, para o tratamento das solugdes, um banho de ultra-
som de alta poténcia Thornton, modelo T-14.

2.2.2.3 FOTOMETRO

O detector espectrofotométrico construido para o sistema FIA foi baseado
no apresentado por Pasquini e Raimundo Jr'?. O fotdmetro foi desenvolvido a
partir de dois LEDs e detectores fotorresistores LDR (ordem n.° 338-54C679,
fornecido pela Mouser Eletronics - USA) dispostos perpendicularmente sobre a
cela de fluxo. Além do LED bicolor (verde-vermelho) proposto naquele, o
fotdbmetro apresenta um LED azul, de hns = 480 nm (catalogo n.° 101 CR-ND,
fornecido peia Digi-Key - USA). O diagrama do fotdbmetro & apresentado na
Figura 5.

Cada LDR é conectado a uma das duas Pontes de Wheatstone, que sao
acionadas conforme a selegdo da radiagdo emitida pelos LEDs. Aiém do LDR
(fotorresistor) de sulfosseleneto de cédmio, cada Ponte de Wheatstone é
formada de duas resisténcias fixas e de dois potencidmetros. Os potencidmetros
permitem anular a saida da Ponte colocando-a na condicdo dita balanceada,
antes das medidas. Quando a absorbancia ¢ alterada em fungéo da reacéo da
solugao alcalina com o soluto e o indicador, provoca um desbalanceamento da
Ponte de Wheatstone, gerando uma tensao que é ampilificada pelo operacional
741 e gue é registrada.

O circuito é alimentado por duas baterias de 9 V, responsaveis também
pela alimentacdo dos LEDs empregados como fonte de luz. A selecdo da
radiagc@o emitida pelos LEDs é feita por uma chave que aciona cada um dos
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LEDs (azul, Amsx. = 480 nm ou bicolor) e por uma segunda chave que seleciona
os comprimentos de onda do LED bicolor, na regido do verde (Amsx. = 560 nm)
ou vermelho (Amax = 660 nm).

00K

T(1000K)
.

o

100K

Figura 5 : Esquema do circuito eletronico do fotémetro: LEDbic = LED bicolor (Ama. = 520 e 660
nm), LEDaz = LED azul (Amsx = 480 nm); P = potencidmetro; T = trimpot; LDR = detector LDR;
741 = amplificador 741; C1, C2, C3 = chaves liga-desliga.

A cela de fluxo para a detecg@o fotométrica se constitui em um tubo de
vidro de diametro interno de 2 mm e volume total de 94,3 uL. O suporte, fixado
em uma placa de acrilico, foi construido a partir de um bloco (também de
acrilico) e pintado de preto fosco para protecéo contra luz externa. O esquema
da cela de fluxo esta representado na Figura 6.
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Figura 6: Cela de fiuxo para a detecgio fotométrica
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O conjunto foi colocado em uma caixa metélica (para assegurar a
protecéo da luz externa), com dois orificios laterais para a passagem dos tubos
de condugéo dos fluidos. Na parte posterior, foram montados os circuitos de
deteccdo da fonte, dispostos em uma caixa também metélica. O fotdmetro
construido é ilustrado na Figura 7.

Figura 7: Fotdmetro construido para o sistema

2.2.2.4 SISTEMAFIA

A Figura 8 mostra esquematicamente o sistema de fluxo empregado. A
amostra de etanol, continuamente bombeada, é confluida com a linha do
indicador e a do transportador contendo a solugéo de hidréxido de sédio injetada.
Em seguida, s&o bombeadas para uma camara de dispersdo onde s&o
submetidas a agitagéo magnética, passando entéo pela detecgéo fotométrica. O
decréscimo na absorbancia resultado da interconversdo do alaranjado de
acridina (de AOH" para 0 AO) & monitorada no comprimento de onda do LED
azul (Amax. = 480 nm).
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amostra
indicador
transportador

NaOH

Figura 8 : Representacdo esquematica do sistema de injeg&o em fluxo proposto para determinagéo
de acidez em etanol. B: bomba peristéltica; I: valvula de introdug&o da amostra (injetor); C: camara
de dispersdo; D: detector (fotdmetro).

Neste sistema, quando o volume fixado da solugdo de NaOH
injetada entra em contato com o fluido da amostra acida, uma mistura é formada,
convertendo parcialmente o alaranjado de acridina, presente inicialmente na
forma monoprotonada (AOH") laranja, para a forma neutra (AQO) amarelo
esverdeado. Pelo bombeamento continuo do fluido da amostra, a solugéo
alcalina sera continuamente neutralizada. Quando sua concentragdo diminuir ao
nivel do fluido transportador, a cor ird mudar para laranja de novo. A mudanga de
cor, detectada pelo continuo monitoramento do fluido que passa pela cela de
vidro, ird indicar o ponto de equivaléncia. O tempo decorrido entre as duas
transigbes de cor, At, ira fornecer uma medida de concentragdo do Acido. O
sistema por inje¢do em fluxo proposto para a determinagéo de acidez em etanol
pode ser visualizado na Figura 9.

Figura 9: Sistema de injec&o em fluxo proposto para a determinagéo de acidez em etanol
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2.2.3 AMOSTRAS

Foram utilizadas 10 amostras de marcas e procedéncias diferentes de
alcool etilico comercial hidratado 96 % e 3 amostras de alcool combustivel,
estocadas a temperatura ambiente, sem tratamento prévio.
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 ESTUDO COMPARATIVO DE INDICADORES EM
ETANOL

Apesar do a-naftolftaleina ser adequado para a determinagéo de acidez
em etanol, por se tratar de um indicador particularmente adaptado para acidos
fracos em solugdes alcodlicas®”, foi observado que o alaranjado de acridina
(AO) apresenta um desempenho superior para este tipo de determinagao.

Como ja citado na Segdo 2.1.3, o procedimento padréo para a
determinacdo de acidez em etanol, regulamentado pelo DNC e baseado nas
normas da ABNT, propde a titulacdo acido-base com a-naftolftaleina como
indicador para amostras previamente submetidas & diluicdo a 50% v/v com
agua. Em contrapartida, para solugdes etandlicas puras, verificou-se que o AO
apresenta melhores resultados quando comparado ao indicador regulamentado.

Em uma titulagdo empregando uma amostra de solucdo etandlica com
concentragdo de acido acético de 1,4 x 10 mol kg”, sem a prévia diluicio, e
NaOH de 5 x 10 mol kg™ como titulante, observou-se que, usando-se o AO
como indicador, o ponto de equivaléncia esperado ocorre no intermédio das
transicbes das formas acida e basica do AQ. Para o a-naftolftaleina, nestas
condigbes, o ponto final obtido ocorre numa regido acima do ponto de
equivaléncia esperado, necessitando para isso, maior consumo de reagente

titulante. A Figura 10 mostra as curvas de titulagdo obtidas para ambos os
indicadores.
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Figura 10: Comparacdo das curvas de titulagdo obtidas para o alaranjado de acridina e «-
naftolftaleina sem diluicio prévia da amostra de etanol. Condicées da titulagdo: HAc 1,4 x 107
mol kg em etanol, NaOH 4,95 x 10° mol kg, medidas no espectrofotémetro UV-visivel Spekol.
P.E.: ponto de equivaléncia

Esse resultado pode ser explicado pelo fato da relagéo de equilibrio entre
as formas acidas e bdsicas dos indicadores (HInd e Ind) serem diferentes
quando se altera o meio. Em virtude da baixa constante dielétrica do etanol, os
indicadores sdo menos ionizados e apresentam extensbes de dissociacdo
diferentes. Consequentemente seus pKas sdo alterados, levando a mudanca de
coloragdo em etanol puro em faixas de atividades de ion hidrogénio muito
diferentes das correspondentes em etanol com diluigéo prévia"’®.

Com isso, verificou-se que quando a diluicdo prévia da amostra nédo &
efetuada, usando-se o a-naftolftaleina, ha um erro de 40 % entre o ponto final
obtido e o ponto de equivaléncia esperado. Nas mesmas condi¢des, no entanto,
a curva obtida pelo AO apresentou um comportamento bastante diferente, com
o ponto final de titulagdo préximo ao ponto de inflexdo da curva (ponto de
viragem = 3,47 x10°® mol em relagéo a 3,50 x 10 mol esperado).

Usando-se o AO, tem-se a vantagem das amostras serem analisadas
sem nenhum tratamento prévio, evitando erros inerentes a essa etapa. Alem de
possibilitar a redugdo do tempo de analise, pode-se obter resultados mais
confidveis, uma vez que a alcalinidade ou a acidez da agua de diluigdo
(normalmente com pH variando entre 5,0 e 8,5) pode somar-se & acidez original
da amostra. Além disso, em se tratando de FIA, considerando a baixa
solubilidade do etanol para gases quando misturado em agua, pode ocorrer a
formacéo de bolhas no sistema prejudicando a detecgdo. Mesmo a propria agua
usada para a diluicdo pode conter quantidade de ar ou gases dissolvidos que



Determinacg&o de acidez em etanol - Resultados e Discuss&o 35

podem liberar microbolhas no sistema durante a determinacéo. Embora uma
bolha de ar resulte num sinal prontamente detectavel, a sua presenca retarda a
analise e influencia a dispersdo da amostra ou do reagente injetado no fluxo.

Como indicador acido-base, o AO foi testado no sistema FIA para a
determinag&o de acidez em etanol. Foram utilizados padres na faixa de acidez
esperada para as amostras de alcool (5 x 10° a 5 x 10 mol kg™), monitorando-
se no comprimento de onda da forma acida do indicador (495 nm). As mudancas
de cor indicadas durante o ciclo de titulagdo das cores acida-basica-acida,
apresentaram sinais com transicbes bem definidas, faceis de quantificar,
levando & maior exatidéo.

No mesmo sistema, outros indicadores além do a-naftolftaleina, que em
agua apresentam pKa préximos ao AQ, como fenolftaleina, timolftaieina e
amarelo de alizarina foram testados. As propriedades destes indicadores estio
mostradas no Quadro 1.

Quadro 1 : Indicadores testados para a determinacéio de acidez em etano](1s,33,92,93,94)

Amzc. {1}
INDICADOR mm (U} | monitorado pKa (H.0) INTERVALO DE TRANSICAQ
b ]
I S
(S J.\\i\ e
)\ \7 418,4 648 (370) n&o disponivel pH 7,3 (esverdeado) para pH 8,7 (azul)
L
a-Naftolftaleina
r—a\ Py ks
1
s ‘_‘_T
‘,..L r.f— 3183 522(374) 94 pH 8,0 (incolor) para 10,0 {rosa)
Fenolftaleina
4305 502 (306) 100 pH 8.8 (incolor) para pH 10,5 (azul)
e (K
= m v 2872 385 1.1 pH 10,1 {amarelo) para pH 12,0 (vermetho)
N
2653 495(425) 1045 pH 8,4 (laranja) para pH 10,4 (amarelo esverdeado)
Alaranjado de acridina
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Como detector, foi utilizado um espectrofotdmetro UV-visive! (Micronal),
cujas absorbancias foram menitoradas nos comprimentos de onda da forma
basica dos indicadores a-naftolftaleina, fenolftaleina e timolftaleina, e forma
acida dos indicadores AQ e amarelo de alizarina. A concentracdo empregada
dos indicadores foi a mesma para as devidas comparacdes, 3,7x10° mol kg™,
levando em consideragdo que, a partir de uma certa concentragdo, o AO em
solugdo pode formar oligdbmeros (dimeros, trimeros etc.).

Em etanol, foi verificado experimentalmente que na concentragéo de 10™
mol kg™ ndo ha presenca de dimeros. Através do espectro de absorcdo (Figura
11) obtido do AO (10 mol kg™') em solugéo de &cido acético (4 x 10™ mol kg™
em etanol apds adigdes sucessivas, entre 7 a 347 ul, de NaOH (5x 10° mol kg"),
foi observada a presenga de um ponto isosbéstico. O ponto isosbéstico (ponto
de igual absorbéancia) observada em 445 nm indica a presenga de um unico
equilibrio de ionizag&o entre as duas formas do AQ. Além disso, a presenca de
dimeros do AO seria detectada pela forte absorgdo na regido de 465 nm do
espectro, que se sobrepde as bandas vibronicas presentes no espectro da
forma monoprotonada®.
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Figura 11: Espectro eietrénico de absorgao do alaranjado de acridina (10 mol kg™) em solugao de

acido acético em etanol (4 x 10™ mof kg'T), apos adigbes sucessivas, entre 7 a 347 ul, de NaOH
de concentracdo igual a 5 x 107 mol kg™
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As curvas de calibragdo obtidas em funcéo da largura a meia altura dos
sinais para todos os indicadores s&o mostradas na Figura 12.

Pbde-se observar, que, nas mesmas condigbes, a curva de calibracdo
obtida das larguras a meia altura dos sinais analiticos em fung¢éo das diversas
concentragdes dos padrées com o uso do AO é linear, o que ndo acontece com
os outros indicadores. Esse comportamento pode ser explicado pelo fato deste
corante somente sofrer a interconversdo no ponto de equivaléncia, conforme
discutido anteriormente. Desta forma, a proporcionalidade é mantida constante,
0 que n&o é observado para os outros indicadores.

Apresentando curvas analiticas com inclinagbes menos acentuadas, os
outros indicadores s&o menos sensiveis e necessitam maior quantidade de
solucdo alcalina para a interconversdo. Desta forma, para padrdes de
concentragdes mais altas, torna-se mais dificil diferenciar os sinais em relagbes
aqueles de concentragdes subsequentes devido as alteragbes pouco
significativas.
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Figura 12 : Comparaqéo dos indicadores para o sistema FIA proposto. Concentracdo dos
|nd|cadores 3,7x10° mol kg'; vazéo: 1,2 mL min”' para os padraes @ fluxo transportador, 0,74 mL
min” para o indicador; injeciio de solugdo de NaOH 5x10° mol kg (alca de 180 pl); detector;
espectrofotémetro Micronal, cela de caminho ético de 1 cm.
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Uma vez apresentando resultados satisfatorios, o AO pode ser utilizado
como um substituto ao indicador recomendado, quer pela sua natureza e pelas
suas propriedades, possibilitando seu uso em meios ndoc-aquosos sem diluigdo,
quer pelo seu custo em comparagdo ao indicador a-naftolftaleina.

Em comparagdo ao indicador recomendado a-naftolftaleina, o AO
utilizado (sal duplo de ZnCl;) é relativamente barato, na faixa de US$ 2,94/g,
enquanto o custo do outro € bem mais alto, US$ 30,25Ig(92). Ressalta-se, ainds,
que ¢ uso do AQ como indicador acido-base é inédito na literatura.

2.3.2 DESEMPENHO DO FOTOMETRO CONSTRUIDO

Levando em consideragdo o custo de um espectrofotdmetro, bem como
sua disponibilidade, foi construido um fotbmetro para o sistema FIA. O
acompanhamento da mudanca de coloragdo das amostras pelo fotdometro
apresentou grandes vantagens ja que este € portatil, de boa sensibilidade,
construgdo simples, com componentes eletronicos de facil aquisicdo no
mercado nacional, sem partes oticas sofisticadas (como lentes e espelhos e
monocromadores), com fonte de energia de baixa poténcia e, portanto, de baixo
custo (menor que US$ 100,00). Além disso, permite trabalhar em trés regides de
comprimento de onda sem modificagbes no instrumento.

Devido a geometria tubular da cela de fluxo, a dispersdo & minimizada,
produzindo o menor disturbio possivel no fluido transportador do sistema. A
possibilidade de retengdo de bolhas de ar no caminho do feixe éptico, que afeta
drasticamente nas medidas analiticas, também é eliminada uma vez que o
préprio fluxo se encarrega de arrasta-las. Além disso, ndo ha problemas com
relagéo a volume morto, que prejudicam a velocidade de determinagéo, como
em celas apresentadas na literatura®. Uma vez que a cela na qua! se efetua a
detecgio se encontra fixa, pode-se assegurar, sobre este aspecto, a precisao
das medidas no fotdbmetro utilizado.

O detector fotométrico construido é constituido de um fotorresistor LDR
(Light Dependent Resistor), que é um sensor fotoelétrico. Instrumentos
normalmente utilizam fototransistores como detector. O fototransistor exige
tratamento eletrdnico mais complexo do sinal, obtido originalmente na forma de
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uma corrente proporcional a intensidade de luz nele incidente, necessitando
posteriormente ser convertido em variagbes de potencial que seré apresentado
a um registrador potenciométrico. A sensibilidade do fotorresistor (definida como
a variagdo da sua resisténcia com a intensidade luminosa que atinge sua
superficie) & fungéo do comprimento de onda da luz que incide sobre ele®.

O circuito do fotdmetro utilizado foi ajustado usando-se solugdes dos
indicadores fenolftaleina para o LED verde, AO para o LED azul e o-
naftolftaleina para o LED vermelho. Mais especificamente para o LED azul,
verificou-se que o perfil de emisséo deste LED se sobrepde aos maximos de
absorbéncia das formas acida e basica do AO, como pode ser observado na
Figura 13. Com isso, o LED azul pode ser empregado no sistema FIA de
titulagao, pois a absortividade molar da forma bésica é menor que a forma acida
e, mesmo com a sobreposi¢do da luz emitida pelo LED na regido de absorgéo
das duas formas, a variagéo observada da absorbancia é significativa.

1.100 2.000

led - 1.800
ao-forma dcida
ao-forma bésica -~ 1,600

1.000 -

0,900 -

g.800 -
3 = 1,400
0.700 -

~1.200
0600 L

|
0,500 |- ™~ [

absorbancia

oassnl |/ .'\‘I - 0.800

0300 -/ / \ - 0.600
t’

BAlJB|31 SpERISUBIU)

LE-2 T S "\_ o400

o100 [ i
0,200

o.000 |- S e e s

e ——— 0,000

0,100 IR ST N I LI W e Sy ST [ po
420 4850 48D 510 G40 670 600 &30 660

A(nm)

Figura 13: Comparac&o entre os maximos de absorbancia entre as formas &cida e basica do AO
em relacao ao espectro de emisséo do LED azul.

Utilizando-se o fotbmetro no sistema FIA proposto, foram feitas curvas
analiticas na faixa de acidez esperada para amostra de &lcoois comerciais, 3 x
10" 28,8 x 10™ mol kg”. A inclinag&o mais pronunciada observada na Figura 14
para a curva analitica obtida com o AO comprovou a maior eficiéncia deste
indicador. O fotdmetro empregado no monitoramento destes sinais mostrou
também bom desempenho.
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Figura 14 : Curvas anallticas obtidas pelo fotdmetro com o uso de diferentes indicadores.

2.3.3 CONDIGOES EXPERIMENTAIS

Para a implementagdo do sistema FIA de titulacdo, foram feitos
previamente estudos de otimizagéo de forma a se obter um perfil de sinal
adequado para as medidas de largura (tomadas com régua). Sabe-se que o
perfil do sinal & controlado pelos parametros do sistema como vazdo,
dimensdes dos tubos de bombeamento, volume de amostra ou reagente
injetado, concentragéo do reagente titulante, arraste do papel. O sinal ndo
deveria ser muito estreito para permitir a observagéo de variagdes significativas
nas diversas concentragdes, nem excessivamente largo que levasse a uma
determinacdo mais lenta. Portanto, a variagdo do sinal ird ndo sé mudar a
preciséo absoluta do procedimento de titulagéo, mas também servir como meio
conveniente de ajuste do tempo de titulagdo para uma série de amostras que
iréo cair dentro de uma faixa de concentracgdo escolhida.

Para a determinac&o das concentragdes iniciais do indicador e reagente
titulante, foi preciso levar em consideragéo que FIA é uma técnica de diluiggo.
Os reagentes sofrem diluicbes de outras linhas com as quais confluem, até
passar pelo detector de fluxo. A concentragéo na faixa de 5x10° mol kg”' da
solugdo de NaOH empregada foi adequada de forma que seu excesso pudesse
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ser monitorado. Considerando que esta solugédo sofre diluicdo desde o momento
de sua injegdo, a concentragdo € maior que a da amostra para permitir a
obtengao de sinais significativos resultantes da alteragdo da forma do indicador.
Quanto ao indicador, a concentracado (3,7 x 10° mol kg™ foi adequada para que
fosse bem menor que a da amostra acida para manter sua forma
monoprotonada em linha.

O volume da alga de amostragem (190 L) foi ajustado levando em
consideracao que aumentos demasiados de volume injetado podem levar a um
efeito de saturagdo, isto € a disperséo tornar-se invariave! por limitagdo do
comprimento do percurso analitico. A razdo entre os comprimentos da alga de
amostragem e do percurso analitico € o parametro que apresenta efeito mais
acentuado sobre a magnitude do sinal. Se a concentragio da solugio alcalina é
muito baixa, o comprimento da alca de amostragem deve ser maior. No outro
extremo, quando a solugdo alcalina € muito concentrada, a razdo do tamanho
da algca de amostragem e o percurso analitico pode ser diminuido, impondo &
solugcdo uma grande dispersdo. Pequenos volumes (menor que 10 pl)
geraimente n&o podem ser injetados por limitagdo de concentracdo dos
dispositivos de injec&o e também pela falta de repetibilidade dos sinais FIA
obtidos para estes volumes®"®.

As conexdes entre a valvula de injegcao, a camara de mistura e ¢ detector,
foram mantidas as mais curtas possiveis para que a reagao fosse comandada
pela dispers&o da camara. Além de aumentar a dispers3o e promover a mistura
do reagente e da amostra, levando a resultados mais reprodutiveis, a fungdo da
camara de mistura &€ aumentar a intensidade de mistura radial. Com isto reduz-
se 0 perfil de velocidade parabédlica na diregdo axial, que € formada quando a
zona de amostra ¢ injetada dentro de um fluxo laminar®®”,

A vazdo foi estabelecida pela alteracdo dos diametros dos tubos e a
velocidade de rotacdo da bomba peristaltica levando em conta o consumo de
amostra e titulante e o limite de detecgdo. Quando a razdo entre os volumes da
aliquota de amostra e do percurso analitico é inadequada, o reagente pode ndo
alcangar o centro da amostra em quantidade suficiente para satisfazer as
condigbes para o desenvolvimento das reagdes quimicas envolvidas. A vazao
n&o tem efeito na altura do sinal, mas seu aumento influencia no decréscimo de
At, no consumo dos reagentes e amostras e piora a detecgdo. Este limite ira
piorar na medida em que a homogeneizacgao da amostra nao for suficiente. Para
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vazbes menores, 0s sinais podem se apresentar distorcidos indicando
condicdes de mistura insuficientes®?".

Uma vez que as amostras a serem analisadas eram de alcool hidratado,
as solugdes padrao etandlicas foram diluidas para conter o teor tipico de etanol
nesta matriz (92,8 % m/m). Testes foram feitos para avaliar a influéncia da agua
na determinagdo de acidez em etanol, levando em consideracdo a faixa de
hidratacdo dos alcoois comerciais. Verificou-se que variando-se as
porcentagens de 85 a 99 %, na mesma concentragdo de acido, o desvio padréo
obtido para as larguras a 1/2 altura é de + 0,3 cm. A Tabela 1 apresenta os
dados obtidos de largura a ' altura para cada porcentagem de agua testada.

Tabela 1: Influéncia da porcentagem de agua na determinagdo de acidez
do etanol no sistera proposto. Concentragéo de acido acético: 1,6 x i0”
mol kg”'; NaOH = 5 x 10° mol kg ™.

AGUA (%)  LARGURA A ¥z ALTURA (MM) MEDIA
99 73,0
96 70,0
a3 67,0 68,0+3,0
90 67,0
85 65,0

Pode-se observar um pequeno decréscimo na largura & meia altura com
0 aumento da porcentagem de agua, mas para o propoésito do trabalho, esta
variagdo ndo é significativa, uma vez que é corrigido na preparacdo dos
padrbes usando o teor de dgua esperado para o alcool hidratado.

2.3.3.1 ETANOL

Diferente dos procedimentos classicos em FIA, o fluido transportador
(solvente) utilizado para esse propésito ndo é aquoso. Foi utilizado o proprio
etanol, livre de acido. Desta forma, evita-se distorcbes do sinal quantoc as
diferengas de viscosidade e indice de refragao, bem como a formacéo de bolhas
no sistema. Quando se alteram as caracteristicas fisicas das amostras e fluido
transportador, principalmente a viscosidade, a dispersdo da amostra no fiuido
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transportador € influenciada e portanto pode afetar a magnitude do sinal
analitico®".

Ressalta-se aqui que o uso da Anadlise por Injegdo em Fluxo (FIA) para
titulagbes acido-base em meio ndo-aquoso pelo método fotométrico em FIA,
bem como a analise dos parametros caracteristicos do etanol ndo tém sido
discutidos na literatura.

Por se necessitar bombear o etanol no sistema, alguns parametros do
sistema foram modificados em relagdo aos procedimentos classicos envolvendo
FIA, que empregam solucbes aquosas. Para procedimentos FIA, executados
exclusivamente em meios ndo-aquosos, materiais compativeis tém que ser
escolhidos cuidadosamente.

A camara de dispers@o e a valvula de introducdo da amostra usadas
foram construidas de PTFE (Teflon), que além de ser isolante, € um material
inerte quimicamente, resistente ao ataque de reagentes. Valvulas introdutoras
de amostras, normalmente construidas de acrilico (polimetil metacrilato®) e
com borrachas de vedagdo, sdo problematicas para uso de solventes organicos,
ja que o material polimérico é atacado por varios produtos, entre eles o
etanol®.

Uma vez que os fluidos sdo movimentados através da bomba peristaltica
pela acéo de compressdo de um carrossel de rolos sobre o tubo, a escolha do
material do tubo é de grande importancia. A fadiga do material pode causar uma
deformagao permanente no tubo, resultando numa diminuicao da vazao®. Em
substituicho aos tubos de Tygon normalmente utilizados nas bombas
peristalticas, foram utilizados tubos de Viton (poli (vinilideno fluoreto-co-
hexafluoro propileno®™). O tubo de Tygon, cujo material & do tipo de PVC
transparente, n&o é apropriado, pois ndo é resistente a solventes organicos, que
causam sua rapida deterioragdo®. Os tubos de Viton, por outro lado, sdo
elastdomeros fluorocarbonados frequentemente usados nas aplicagbes que
requerem largas faixas de temperatura e contatos com substancias quimicas,
corrosivas, solventes, dleos e combustiveis®®. Em se tratando de etanol, o
tubo de Viton, segundo classificacio da Cole Parmer’®, é de categoria A, néo
apresentando alterag&o na presenca de solugdo etandlica. Para as amostras, os
tubos de bombeamento de Teflon foram selecionados pela sua natureza rigida e
maior compatibilidade com solucGes n&o-aguosas.
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2.3.3.2 CONFIGURACAOQ DO SISTEMA

A configuragao do sistema proposto em linha tripla foi escolhida a partir
de experimentos prévios que foram realizados de forma a encontrar a mais
favoravel. Os resultados foram avaliados considerando-se como os parametros
estudados influenciaram a sensibilidade, comportamento e defini¢do do sinal.

A configurag&o de linha Unica que é a verséo mais simples do sistema de
injecao em fluxo foi testada. Nesse sistemna, o fluido transportador era o proprio
reagente, onde a amostra acida foi injetada com volume definido e reprodutivel,
sendo depois misturados na camara de disperséo e enfim levados ao detector.
Devido ao bombeamento constante da solucdo alcalina e indicadora, a amostra
é continuamente titulada até a concentracdo de acido diminuir ao nivel do fluido
transportador. No entanto, uma vez que a amostra apresenta concentracao
baixa de &acido, além de sofrer diluigbes no sistema, para que se pudesse
detectar algum sinal representativo, a solugdo alcalina deveria ser preparada
em concentragcdo extremamente baixa. Alternativamente, a alca do volume a ser
injetado poderia ser aumentada, mas levaria a uma maior lentiddo da andlise.
Nestas condigbes, os resultados obtidos para este tipo de configuragéao
demonstraram menor sensibilidade principalmente a concentragdes mais baixas,
que permanecem fora da faixa de linearidade na curva de calibraggo. Mesmo
para um corante mais acido que o AO como a fenolftaleina em etanol. néo foi
possivel observar variagbes significativas em concentragcdes mais baixas nos
resultados de titulacéo.

Na invers&o de adigdo dos reagentes, ou seja, na injegdo do reagente
basico em substituicdo da amostra no fluido transportador, ¢ problema com a
preparagdo de solugdo aicalina mais diluida foi minimizado. No entanto,
verificou-se que os resultados obtidos ndo foram satisfatdrios e gue a
concentracéo da solugédo alcalina ainda ndo foi suficiente para obter sinais com
diferencas significativas em relacéo as variagdes de concentracdo da amostra
acida.

Foi testada ent&o a configuragio de linha dupla. A solugéo alcalina foi
injetada no fluido transportador, que por sua vez confiui com o fluido contendo a
amostra e indicador, passando depois pela camara de dispersdo e em seguida
pelo detector. Uma vez que a solugdo de hidréxido sofre uma diluigdo pelo
fluido do transportador antes da confiuéncia com a linha do indicador e reagente
basico, obtém-se maior sensibilidade. Entretanto, os sistemas de linha Unica e
dupla, ndo s&o muito vantajosos, pois necessitam da preparagdo constante de
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amostras (adi¢do do indicador) induzindo a erros e demandando maior tempo
para determinacéo.

Levando-se em considerag&o a diluigdo sofrida pela solugéo alcalina e a
ndo preparagdo da amostra, foi adotada uma configuragdo na qual o reagente
basico é injetado no fluido transportador (ocorrendo a reducdo do consumo de
reagente). A amostra e o indicador, continuamente bombeados, permanecem
em linha separadamente. As amostras, assim, podem ser analisadas
diretamente sem nenhuma preparagéo. Além disso, uma vez que o indicador é
adicionado por confluéncia, cada fragdo da amostra recebe a mesma
quantidade de AC e, portanto, ndo se formam gradientes de concentracéo de
indicador dentro do percursc analitico. O sinal obtido representa o excesso de
reagente basico em relagdo ao &cido, resultando num patamar. Com isso, esse
sistema se destaca quanto a sensibilidade permitindo determinagdes de acido a
concentragdes mais baixas. As configuragdes testadas estdo apresentadas na
Figura 15.
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NaOH,
Hh indicador, > @
transportador * |

amostra

=] |

amostra, indicador
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transportador
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Figura 15 : Configuragbes testadas para a determinacdc de acidez em etanol. (I) configuragio

linha dnica; (Il) configurac&o linha dupla; {Ill) configuragao linha tripla. B: bomba peristaltica; |:
valvula de introduc&o da amostra (injetor); C: cAmara de dispersdo; D' detector (fotbmetro).
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2.3.4 DETERMINAGAO DE ACIDEZ EM AMOSTRAS DE
ETANOL

2.3.4.1 ACIDEZ EM ALCOOIS COMERCIAIS

O metode foi aplicado para 13 amostras de &lcool comercial e
combustivel de diferentes marcas e procedéncias e comparado com o método
recomendado que utiliza e¢-naftolftaleina como indicador.

Os resultados obtidos para amostras de &icool comercial estao
apresentados na Tabela 2. Observou-se que o erro relativo médio obtido das
determinagdes foi de 3,0 %.

Tabela 2: Concentragbes de &cido das amostras de alcool comercial obtidas pelo sistema FIA proposto
em comparagio com o método padrio. M. DIFERENGAS = média das diferengas absolutas entre duplicatas

AMOSTRA DE ESPECTROFOTOMETRICO FIA ERRO RELATIVO
ALcooL ( x 10° mol kg™) ( x 10° mol kg™) (%)
R 2,25 2,25 0,0
Ca 2,42 2,39 -1,2
Ak 2,86 3,05 +66
P 2,88 2,86 -07
I 3,08 3,16 +23
Z 4,06 4,40 +84
Ad 5,66 5,89 + 4,1
Co 4,97 5,00 +0,6
D 6,38 6,03 -55
T 8,01 7,98 -0,4
M. DIFERENGCAS 0,10 0,15
ERRO RELATIVO MEDIO 30

Um grafico dos resultados obtidos por FIA para titulacio de dez amostras
de alcool hidratado, em fungdo daqueles obtidos por titulagdo
espectrofotométrica convencional, estd apresentado na Figura 16. Os
resultados s&o melhores quanto mais proxime de 1 for o coeficiente angular da
reta obtida. A reta obtida, de coeficiente angular de 0,975 e coeficiente de
correlag@o = 0,995, indicou que os resultados apresentaram uma concordancia
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entre os dois meétodos, principalmente se levarmos em consideracdo que a
determinacdo envolve concentragdes baixas na ordem de 107 mol kg™
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800
700 ]
6,00 - L]
500 :
4,00
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FIA ( x 104 mol kg 1)
(d

2,00 -

1,00+
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espectrofotométrico ( x 10-4 mol kg-1)

Figura 16: Comparacdo do método proposto fia com o métedo recomendado para determinagéo
de acidez em etanol.

2.3.4.2 ACIDEZ EM ALCOOL COMBUSTIVEL

As amostras de alcool combustivel, no entanto, ac serem diluidas a 50%
viv, conforme requerido pelo método reguiamentado, apresentaram forte
turbidez (provavelmente causada pelos aditivos, que sdo utilizados para
melhorar o poder de auto-ignicio do etanol, bem como durabilidade de
motores™'%"1%) " dificultando a detecgdo pelo espectrofotometro. Com isso,
estas amostras néo puderam ser comparadas com o0 método convencicnal. Por
outro lado, no sistema FIA usando AO, que ndo necessita diluir a amostra, a
acidez pdde ser determinada sem maiores problemas. Os valores obtidos de
acidez sac mostrados na Tabela 3.
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Tabela 3. Concentragbes de acido das amostras de alcool combustivel obtidas pelo
sistema FIA proposto. M. DIFERENGAS = média das diferengas absolutas entre dupiicatas

AMOSTRA COMBUSTIVEL CONCENTRACGAO ( x 10* mol kg™)
Tx 1,68
At 1,77
Sh 1,84
M. DIFERENGAS 0,10

Em estudos realizados por Mancilha e Silva®, foi observado que para a
técnica analitica oficial, para amostras com acidez esperada na ordem de 30,0
mg L™ (aproximadamente 6 x 10 mol kg™') foram obtidos resultados variando de
16,0 - 30,4 (aproximadamente 3 x 10 a 6 x 10 mol kg") para alcool
combustivel (ndo aditivado) e 6,0 - 30,2 (aproximadamente 1 x 10 a 5 x 10™
mol kg') para alcool nao carburante. Com isso, foi obtido um valor de
repetividade (precis&o do método intralaboratorial) de 10 mg L (2 x 10™ mol kg™
e de reprodutibilidade (precisdo do método interlaboratorial) de 40 mg L™ (8 x
10™ mol kg") indicando que, apesar de se usar a mesma técnica de analise,
ocorrem erros de operagdo tanto intra como interlaboratorial. Com base nestes
resultados previamente obtidos, pode-se inferir que provaveimente os
resultados obtidos por FIA para as amostras de &lcool combustivel sao
coerentes.

O sistema desenvolvido apresenta algumas vantagens, como a dispensa
do uso de vidrarias e outros materiais para a analise. Ja que 6 procedimento
nac envolve leituras em buretas para avaliar o ponto final, ndo hé erros
pessoais. Além disso, por ser um sistema fechado e uma vez introduzida a
aliquota da solugdo alcalina no percurso analitico, as reagdes quimicas ocorrem
sem nenhum contato externo. Os riscos de contaminag&o s@o menores, ja que a
manipulagéo das solugbes & diminuida e o teor final de acidez do &lcool é
menos influenciado por fatores como luz, aeragdo e agitagdo. Com isso, a
variagdo sobre a acidez também é diminuida, uma vez que n&o ocorre
interferéncia do CO. do ambiente®®. Considerando que a determinacdo envolve
baixas concentragdes de acido (da ordem de 10™ mol L") os resultados serdo
mais confiaveis se obtidos na auséncia de contato da amostra com a atmosfera.

Com relagéo & solucéo alcalina empregada, nos procedimentos manuais,
0 NaOH necessita ser previamente padronizado, e, devido as baixas
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concentragbes de acido, se o procedimento recomendado for seguido (Secdo
2.1.3}, volumes bastantes reduzidos s&o gastos para a titulagao (ndo mais que 1
mL de hidrdxido). No sistema FIA, o valor absoluto da solugédo alcalina nao
precisa ser exatamente conhecido uma vez que a quantificagio da acidez é
baseada em medida relativa de padroes &cidos conhecidos (curva de
calibragdo). Isso de fato se torna uma grande vantagem, ja que a concentragao
de hidrdxido € bastante afetada pela absorgao do CO,">*¥, limitando sua vida
util e levando a valores nao confiaveis. Além disso, ¢ volume empregado nao
precisa ser quantificado, ja que, dependendo da configuracéo do sistema, este é
reproduzido em cada determinacéo, através da alga no sistema de injeg¢do, ou é
bombeado continuamente.

Como principal desvantagem desta técnica, deve-se apontar a
necessidade de preparacéoc de padrées de solugbes alcodlicas contendo teores
conhecidos de acido. Neste caso, a dificuldade se encontra na obtengdo de
etanol livre de acidez residual.

O método automatico proposto para a determinagdo de acidez total em
etanol, com o intuito de efetuar seu controle de qualidade, tanto na producéo
como na comercializagdo do alcool combustivel permitiu uma rapida
caracterizagdo deste parametro em comparagdc com o método convencional
(30 amostras por hora versus 8 amostras por hora no método manual).

Os resultados obtidos para amostras de alcool comercial hidratado, cujo
teor de acidez esta na faixa de 2 a 8 x 10 mol kg™, indicaram erro relativo de 3
% entre a metodologia FIA proposta e 0 método convencional que utiliza o-
naftolftaleina como indicador e coeficiente angular de 0,975 num gréfico que
relaciona os métodos.

Verificou-se que o a-naftolftaleina, no entanto, por necessitar de diluicio
prévia da amostra a 50 % v/v com agua, torna impossivel a determinacéo de
acidez em dlcool combustivel. Uma vez que no método proposto o AQ
apresentou resultados mais exatos para a determinag¢@o de acidez da amostra

sem tratamento, foi possivel determinar a acidez de amostras de alcool
combustivel.
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DETERMINAGAO DE ACIDEZ EM OLEOS
VEGETAIS

Oleos e gorduras de uma vasta variedade de fontes sdo importantes para
a industria alimenticia e outros setores industriais. Em quase todas as
situagOes, a caracterizacdo geral dos 6leos e o monitoramento das modificagdes
que eles podem sofrer durante o processamento sdo de grande importancia
para sua qualidade e valor econdmico!®?,

Neste trabalho foi desenvolvida uma metodologia analitica para
determinagéc de acidez para ser utilizada como indicador de qualidade, tanto
na producéo como na comercializagdo de Gleos vegetais. O método se baseia
na titulagdo acido-base efetuada através da Anaiise por Injec@o em Fluxo (FIA)
com deteccao fotométrica.

A acidez € um parametro largamente utilizado na industria quimica de
Oleos, que proporciona evidéncias para pureza de 6leos comerciais. Desde que
a qualidade aromatica e o valor econdmico dos produtos dependem fortemente

da concentragdo de acidos graxos livres, & desejavel medir com exatiddo sua
concentragdo!®.

3.1 INTRODUGAO

3.1.1 OLEOS VEGETAIS

Extraidos de uma vasta variedade de fontes de sementes e frutos
oleaginosos, os 6leos vegetais tém sido utilizados convenientemente como meio
de aquecimento e frequentemente na preservacéo (atuando como antioxidantes)
e preparacao de alimentos {realgcando o sabor). Sua propriedade reversivel de
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transicéo de fase sélido-liquido permite sua grande aplicabilidade na fabricagao
de gorduras pastosas (margarinas)!'®"'®.

Em matéria de substancias graxas, ha uns dois seculos atras, o homem
dispunha, para preparagdo de alimentos, somente do azeite de oliva e das
gorduras animais. Hoje ha uma enorme variedade de Oleos comestiveis, gue
suprem todas as necessidades da cozinha e da mesa. Com a produgéo de oleos
comestiveis vegetais cresceu em semelhante propor¢éo a dos 6leos industriais,
cujas aplicagbes também se diversificaram”®”.

No Brasil, a industria de dleos vegetais data do século XIX. A principio,
esses Oleos eram empregados na iluminagdo, na medicina e um pouco na
alimentagéo. No século XX, com o desenvolvimento das pesquisas e da técnica
de fabricacdo, suas finalidades foram diversificadas. Em vista da sua larga
utilizagcdo na industria, como sabdes, iubrificantes, combustivel, na siderurgia e
na composi¢ao de tintas e vernizes, muitos 6leos vegetais tiveram seu consumo
rapidamente expandido. Em se tratando de alimentagao, por seu poder calérico,
sua estabilidade e por outras propriedades naturais, os 6leos de soja, de
girassol, de milho, de algodao e de amendoim em curto periodo de tempo
dominaram os mercados da maioria dos paises, conquistando a preferéncia dos
consumidores como substitutos das gorduras animais"'®”.

3.1.2 PRODUCAO

A industria brasileira de 6leos vegetais & considerada uma das mais
modernas do mundo, com equipamentos e tecnologia de primeiro mundo™”.

A produc¢do mundial de matérias-primas oleaginosas aproxima-se de 260
milhdes de toneladas e de dleos vegetais 65 milhdes de toneladas”®™®. Mais
especificamente no setor de Oleos vegetais comestiveis, em 1995, a produgdo
mundial foi de 19 milhdes de toneladas, enquanto no Brasil foi de 3,4 milhdes
de toneladas™. O mercado de 6leos comestiveis brasileiro movimenta cerca
de US$ 2,3 bilhdes por ano, sendo 85 % do consumo total detido pelo 6leo de
soja"®. As famosas e exclusivas empresas de 6leos da "Era do élec de
algodao" da primeira metade do seculo XX e da "Era do olec de amendoim"
iniciada no comego dos anos 50, ficaram quase sem expressao, quando
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comparadas com as novas industrias que surgiram nas ultimas décadas com a

"Era do 6leo de soja"".

3.1.3 COMPOSICAO DOS OLEOS VEGETAIS

3.1.3.1 COMPONENTES GLICERIDICOS

Com propriedades unicas como a hidrofobicidade e imiscibilidade com
agua, os oleos vegetais consistem predominantemente de ésteres formados a
partir de acidos graxos superiores e glicerol, frequentemente chamados
triglicerideos ou triacilglicerdis®'®

Os acidos graxos, que em geral possuem uma longa cadeia
hidrocarbdnica e um grupo carboxila terminal, contribuem com 94 a 96 % da
massa total da molécula. A massa molecular da porgdo gliceridica (Cs;Hs) de
uma molécula de triacilglicerol € 41, mas a massa molecular combinada dos
radicais de acidos graxos (RCOO-) que compde o resto da molécula deve variar
entre valores 650 a 970. Por causa da sua preponderancia em peso numa
molécula de triacilglicerol e também por serem a parte reativa destas moléculas,
0s acidos graxos tém uma grande influéncia no carater dos triacilglicerois.
Consequentemente, a quimica dos éleos vegetais € em grande parte a quimica
dos seus acidos graxos constituintes. De fato, propriedades fisicas e quimicas e
nutricionais de um éleo, como ponto de fusio, lipofilicidade e potencial de
oxidag&o, s&o principalmente governados pela natureza e o comprimento da
cadeia, grau de insaturagdo destes acidos graxos e posi¢des dos grupos acila
presentes nas moléculas de triacilglicersis/® %1%

As cadeias de &acidos graxos mais comumente encontradas em o6leos
variam de 4 a 22 atomos de carbono. Tanto a composigao quimica como o grau
de insaturagdo desses compostos variam conforme a espécie oleaginosa. Os
mais importantes, obtidos por hidrolise de gorduras e dleos, sdo os acido
laurico, palmitico e estedrico e 0s acidos insaturados sdo os acidos em C18 de
0 a 3 ligagbes duplas: oléico, linoléico e finolénico® 1%
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3.1.3.2 COMPONENTES NAO GLICERIDICOS

Todas as gorduras contém pequenas quantidades de componentes ndo
gliceridicos. Nos dleos vegetais brutos, esses componentes ndo gliceridicos
representam menos que 5 % da sua composigao e nos 6leos vegetais refinados,
menos que 2 %%,

Nos Oleos vegetais brutos alguns componentes s&o indesejaveis do ponto
de vista de gosto, aparéncia etc. Sua composig¢éo vai variar de acordo com uma
serie de condigbes: origem do dleo, clima, soio, manuseio e classificacdo da
semente, temperatura, filtragem, estocagem. Por isso, o 6leo é processado, com
o0 objetivo nao s6 da remogéo desses componentes, mas também da mudanga
de suas propriedades fisicas convertendo-o a um éleo com largas faixas de
fusé@o e melhorando sua resisténcia a oxidagao'® 111112,

Além de particulas maiores como as de sementes, os principais
componentes extraidos na fase do refino séo:

- &cidos graxos livres, resultantes da decomposigéo dos glicerideos

- fosfatideos hidratados e nao hidratrados

- pigmentos, como carotendides, clorofilas, terpenos e lecitinas

- materiais insaponificaveis: esterdis, hidrocarbonetos, tocoferbis

- aciiglicerdis parciais

- agUcares livres e glicolipideos

- lipideos oxidados e peroxidos

- residuos de pesticidas e de solventes (normalmente hexano)

- compostos contendo tragos de elementos, por exemplo: ferro, cobre, calcio,
magnésio, enxofre"".

Particularmente, metais como cobre e ferro, quando presentes, atuam
como catalisadores do processo de oxidagdo, diminuindo a estabilidade do éleo.
Ja os compostos organicos sulfurosos e também os que contém fésforo e
nitrogénio, podem reduzir a atividade catalitica do niquel usado nas etapas
posteriores de hidrogenagdo. A presenga de pigmentos no 6ieo produzem
coloragbes ndo desejaveis e portanto devem ser eliminados para permitir a
obteng&o de um 6leo de cor clara e melhor aceitagao!''?.

Entretanto, nem todas as impurezas sdo indesejaveis. Os esterdis sao
incolores, relativamente termoestaveis e, para todos os efeitos, inertes.
Portanto, passam desapercebidos por todas as etapas de refino, a menos que
estejam presentes em grandes quantidades. Os tocoferdis sdo antioxidantes de
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ocorréncia natural e portanto sua presenca e altamente desejavel em todos os
bleos e gorduras''®.

3.1.4 PROCESSAMENTO DE OLEOS VEGETAIS

As fases de processamento do o6leo consistem em operagbes
independentes e basicamente sdo definidas como:

* recebimento

e limpeza / secagem

e armazenamento de sementes
e extracdo

¢ refinagdo!'™®

Apbs a pesagem e amostragem, na qual a amostra homogeneizada €
avaliada, classificada e separada, os graos sdo descarregados nas unidades de
recebimento e entdo enviados as unidades de limpeza para a estocagem.

A operacdo de limpeza é de grande importancia uma vez que sao
removidas impurezas como pedras, vagens, detritos, grdos chochos e
enrugados e cascas de sementes. A presencga de particulas estranhas em
sementes inconvenientemente limpas causam aumento no conteludo de acidos
graxos livres, na coloragéo verde e no indice de peroxido no 6leo bruto. Quando
a umidade e alta (maior que 12 %), as sementes sdo levadas a secadores,
onde passam por um contra fluxo de ar quente e logo s&o resfriadas. Se houver
descontrole na umidade do grdo {acima de 16 %) pode ocorrer o aparecimento
de gréos ardidos. Estes grdos contém um Gleo escuro no seu interior, com
elevado indice de oxidagao e acidez. Além disso, o teor de umidade acima do
limite recomendado, combinado com alta temperatura e presenga de oxigénio
causam degradacdo microbioldgica que afeta seriamente a qualidade do dleo,
que se tornara improprio para o consumo humano.

Para a extracdo, processo no qual os 6leos das sementes ou frutos dos
vegetais sao obtidos, a semente deve previamente sofrer alguns tratamentos
para que possa gerar produtos de boa qualidade. A matéria-prima oleaginosa
devera passar pela etapa da laminagao (moagem), que consiste no rompimento
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das células para permitir que a porgdo lipidica no interior das sementes
oleaginosas, coloidalmente dispersa e circundada por paredes e membranas
celulares, migre para a parte externa da semente. O material moido &€ em
seguida submetido a um cozimento, para ievar ao maximo de rendimento em
oleo. O cozimento é a etapa mais importante de preparagdo da semente para a
extracdo e consiste no aquecimento das laminas e sementes quebradas,
inativando a ac&o de enzimas que agem e deterioram a qualidade do dleo
obtido. Para a extragdo propriamente dita, existem basicamente trés alternativas
comerciais: prensagem total, pré-prensagem (expelter) seguida de extragdo com
solvente e extragdo direta com solvente. A escolha do método ideal de extragio
depende de varios fatores, entre eles, o conteudo de 6leo e caracteristicas
estruturais (como tamanho e dureza da semente). Em geral, a extracido direta
com solvente & utilizada com sementes contendo até 20 % de odleo. Acima
desse nivel, como & o caso da colzal/canola, é usual realizar uma pré-
prensagem, seguida da extracdo com solvente.

Apods a extragdo, o 6leo passa pelas etapas de refinagio. A refinagao € o
termo genérico para as etapas de purificagdo dos 6leos vegetais brutos, que
tém por objetivo melhorar a qualidade dos 6leos vegetais. Normalmente reduz-
se ou elimina-se alguns componentes indesejaveis que afetam o aroma, o
gosto, a cor ou outros caracteres especiais, sem afetar a concentracaoc dos
constituintes desejaveis como vitaminas e acidos graxos poliinsaturados e sem
perda significante dos maiores componentes gliceridicos. Os maiores
componentes removidos durante o refino, além de todo o material estranho, sao
0os acidos graxos livres e fosfatideos. A conveniéncia ou necessidade da
refinacdo depende tanto do estudo do material como dos fins a que se
destina'""?,

O procedimento classico de refino, o refino quimico, envolve operagdes
que podem ser agrupadas em: degomagem, neutralizagdo, branqueamento e
desodorizagdo. A etapa da degomagem & um processo de tratamento cujo
objetivo principal & a remogdo de fosfatideos, utilizando-se agente de floculacao
(agualacido). Assim, cria-se condi¢des para que haja a precipitagdo das gomas,
arrastando consigo compostos metalicos e coloridos, por intermédio de
centrifuga separadora.

A neutralizagdo € uma das etapas de maior importancia no processo,
eliminando principalmente os acidos graxos livres a niveis aceitaveis (que € o
fator mais depreciativo para a qualidade de um 6leo) e os fosfatideos, com o
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menor prejuizo possivel dos tocoferdis (antioxidantes naturais) e do élec neutro.
A neutralizagdo se fundamenta principalmente no acondicionamento do éleo
para abastecimento da centrifuga separadora. O oleo passa por um pré-
tratamento com acido (para remog¢ao dos fosfatideos e metais pro-oxidantes) e
em seguida, € colocado em contato com uma solugdo de NaOH para a
neutralizacao dos acidos graxos livres. Apos a etapa de centrifugacgdo, na quai a
borra (sab&o produzido no processc de neutralizacio) € separada, o 6lec passa
pela etapa da lavagem. Esta etapa objetiva ¢ afastamento de residuos de alcali
e sab&o, que podem provocar alteragao no produto final.

A etapa seguinte, o branqueamento de dleos, consiste em modificar a
coloragéo original dos oleos brutos, de maneira a torna-los aptos para certos
fins industriais (como vernizes incolores e tintas claras) ou mais apeteciveis ao
consumo na alimentagdo. O branqueamento pode ser obtido por diversos meios
fisicos e gquimicos, mas emprega-se exclusivamente o processo de adsorgao,
cujos materiais polares que estdo dissolvidos ou em suspensdo no 6leo em
baixas concentracdes, sdo adsorvidos na superficie de particulas sélidas de um
material adsorvente (carvdo animal, terras descorantes). As principais
substancias observadas neste processo e que merecem atencio especial sdo:
carotenos, clorofila, compostos/oxidagao, sabdes, acidos, fosforo.

A desodorizagcdo constitui a Uitima etapa no processamento de o6leos
comestiveis, sendo responsave! pela remogio de compostos indesejaveis ainda
presentes ou que foram introduzidos durante as outras etapas do
processamento, que comunicam a matéria graxa algum gosto e odor
indesejaveis como acidos graxos livres (se o refino for incompleto), pigmentos
termo-sensiveis, compostos sulfurosos de baixa volatilidade, varios aldeidos e
cetonas, alcoois, hidrocarbonetos e uma miscelanea de compostos derivados da
decomposicéo de perdxidos. E uma etapa indispensavel na produgdo da maior
parte de dleos comestiveis, assim como para 6leos destinados as industrias de
cosméticos e produtos farmacéuticos entre outros. Oleos nao desodorizados
deverdo ter menos que 1 % de acidos graxos livres. Ao final da desodorizagio
néo deverdo ter mais que 0,05 %%

O refino quimicc no entanto, para dleos com acidez elevada, nio é
econdmico, devido as perdas causadas pela saponificacdo do éieo neutro e ao
arraste mecanico do dleo neutro nas emuisdes'. Um processo que tem
ganhado grande importancia como alternativa ao procedimento classico de
refino & o refino fisico"'. O refino fisico deve remover os acidos graxos livres,
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assim como os insaponificaveis e outras impurezas, através de destilagdo por
arraste a vapor, etiminando a producéo de borra e diminuindo em muito a perda
de Oleo neutro. Além da destilag@o, € necessaria geralmente uma etapa de
degomagem e outra de pré-tratamento, para se eliminar impurezas que causam
escurecimento ou depreciem a qualidade do dleo quando aquecido a
temperatura da unidade de desodorizagdo. Entretanto, este processo envolve
alto custo energético operacional e elevado investimento em equipamento, além
de ser inviavel para determinados o6leos.

A extrac@o liguido-liquido € outra alternativa para a desacidificagido de
6leos brutos que apresentam alto conteudo de acidos graxos livres, que causam
perda significativa de 6leo neutro no refino quimico. Além disso, tem se
mostrado bastante utit para casos em que teores de fosforo s&o inadequados
para o refino fisico ou quando temperaturas requeridas para a evaporacgéo dos
acidos graxos (220-270 °C) geram produtos de decomposicéo indesejaveis. No
entanto, estudos ainda estdo sendo feitos para o uso de modelos
termodinamicos para a predi¢do do equilibrio de fases para os sistemas de
interesse para a escolha do solvente mais apropriado’'®.

3.1.5 CONTROLE DE QUALIDADE: ACIDEZ

Para obter Oleos comestiveis de boa qualidade € preciso, durante seu
processamento, tomar todos os cuidados para menor exposigdo do produto a
condigbes que possam alterar sua composicdo. O controle quimico na industria
se faz importante sob o aspecto basico de qualidade do produto final,
enquadrado nas exigéncias de comercializacio.

Especificagbes para os 0leos e gorduras refinados e 6leos brutos semi
refinados normalmente englobam as seguintes analises: valor de iodo (grau de
insaturagcdo), n.° de saponificagdo (massa molecular meédia), conteido de
umidade, raz&o cis-trans, valor de perdxido, n.° de 4cido tiobarbitdrico, valor de
anisidina e acidos graxos livres™'®

A propor¢éo dos &cidos graxos livres € um dos melhores indices de
qualidade para as gorduras naturais e, conforme a sua magnitude, tem um
efeito bastante negativo®'®®1®110118  gendo um fator de degradacdo, se
relaciona, portanto, aos produtos secundarios produzidos pela industria,
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refletindo a extensé@o da hidrélise, que ¢ relacionada com a quebra da molécula
de triglicerideo!"® ",

Como ¢ o fator que tem maior efeito no rendimento final do éleo refinado,
sua determinag&o € de importancia primordial. Para o controle do processo de
refino, a porcentagem de acidos graxos livres da uma indicagéo instantanea da
perda esperada sobre o refino do 6leo e é um parametro faciimente entendido
pelos operadores de processo para monitorar o progresso e eficiencia da
operaggo!'®".

Os acidos graxos livres tém propriedades corantes ou apresentam aroma
e sabor, entre outros fatores, que em concentraces adequadas, contribuem
significantemente para a qualidade organoléptica dos dleos®™. Mas as altas
concentragdes prejudicam a obtengdo de um produto de boa qualidade
tornando-o impréprio para a alimentacdo humana ou mesmo para fins
carburantes™'”. Além disso, a pronunciada acidez dos dleos pode afetar etapas
posteriores de processamento, catalisar reagdes intermoleculares dos
glicerideos e ocasionar desde formacdo de espuma e fumaga durante o
processamento de Oleo, até a precipitagdo de materiais sdlidos durante
operacgdes de aquecimento'®'*®

Os acidos graxos livres refletem o grau de atividade das lipases que saoc
responsaveis pelas mudangas que ocorrem na composigdo dos lipidecs. As
atividades destas enzimas sdo altamente estimuladas quando sementes sio
estocadas sob condigdes desfavoraveis (alta temperatura e umidade) e,
portanto, sao indicadores de frescura, tempo de estocagem e estabilidade de
muitos alimentos ricos em gordura. A presenca de acidos graxos livres tem um
efeito consideravel na estabilidade destes produtos, reduzindo o ponto de
fumac;a“o“'ws'"g'”m.

A acidez depende da qualidade das matérias-primas, das operacdes de
extragio e refinagéo, inclusive no branqueamento com a decomposicdo dos
sabdes, assim como da conservagdo do produto final. Sua composic&o varia
com o menor grau dependendo de como a hidrolise do gliceridec ocorre. A
deterioragéo de grdos e produtos moidos é acompanhada do aumento da
acidez. Os acidos formados incluem &cidos graxos livres, acidos fosfatados e
aminoacidos!'® 1212

A acidez orgéanica dos 6leos e gorduras pode ser expressa de varias
formas. O valor da acidez ou acidez titulave! corresponde 2 concentragao total
de acidos titulaveis em uma amostra. O conteido de acido graxo livre e
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expresso como a porcentagem de massa de um acido graxo especificado (acido
oléico, para a maioria dos 6lecs e gorduras), ou massa molecular média de um
acido graxo especificado apropriado para a natureza do Oleo ou gordura
analisada(1°3‘1°5'1"‘122).

Os numeros da composi¢éo basica para os éleos bruto e desodorizado,
podem variar de acordo com uma série de condi¢hes ao longo do
processamento. A Legislagdo Brasileira através do decreto-lei n.° 986 de
21/10/1969 regulamenta que os dleos vegetais comestiveis refinados a serem
colocados no mercado, devem apresentar um teor de acidos graxos livres
inferior a 0,3 % (m/m), expresso como acido oléico™'®. Para o 6leo de oliva, um
conteudo de acidos graxos livres de até 3 % ¢ ainda aceitavel para o consumo
direto”"”. Este 6leo apresenta alto contetido de acido oléico (65-85 %), sendo
uma das melhores fontes desse composto. Sua acidez também sera refletida de
acordo com o seu processe de extragdo. Normaimente, a pasta triturada é
primeiro submetida & pressac leve por prensas mecanicas e hidraulicas,
fornecendo um azeite de qualidade especial (azeite extra virgem), contendo no
maximo 1 % de acidez. A seguir, é remoida e prensada fortemente, repetidas
vezes, fornecendo o azeite virgem, cuja acidez varia de 1,5 a 4 %. O azeite
refinado, resultante do tratamento feito & base de solventes nos residuos das
varias prensagens & denominado puro. O azeite de menor qualidade é o fino,
cujo Gleo é extraido de todo residuo de poipa com auxilio de agua quente. O
Oleo e separado das aguas de vegetacdo por decantacdo ou por meio de
centrifugas, filtracdo e, caso necessario, cuidadosamente refinado™®.

Muitos métodos tém sido descritos para a determinagio de acidos graxos
livres em Oleos vegetais. Segundo métodos oficiais da American Qil Chemists'
Society (AOCS)"*¥, British Standard Methods"®® e The American Society for
Testing and Materials (ASTM)"?®, através dos AOCS Ca5a-40 (reaprovado em
1993), BS 684, Secdo 2.10, Método 1 e ASTM D1980 respectivamente, a
amostra € dissolvida em um solvente previamente neutralizado e titulada a
quente, sob agitagdo vigorosa, com solugdo alcalina padronizada (KOH
alcodlico ou aquoso ou NaOH aquoso) na presenca de fenolftaleina.

Originalmente etanol 95 % v/v era usadc como solvente, embora a AOCS
também se refira ao alcool isopropilico. A titulagdo com esses solventes no
entanto, necessita ser realizada a temperatura de 60-65 °C ou até préximo ao
ponto de ebuligdo do solvente, devido a pouca solubilidade de muitos dleos e
gorduras em &lcoois puros. No entanto, nessas condicbes, alguns



Determinag&o de acidez em Gleos vegetais - Introdu¢&o 61

inconvenientes podem ocorrer, como a saponificagdo de mono e di-glicérides e
a volatilizagdo de alguns acidos graxos'®'?.

Em func&o disso, algumas metodologias padronizadas, como ¢ método
1S0729-1988 (659-1979)"®” Dutch and German Standards Authorities™'" ou
mesmo a International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC)"*®,
através da IUPAC 2.201, propéem o uso de uma mistura neutralizada de
solventes (etanol 95 % viv e éter dietilico, 1:1), que torna possivel a realizagéo
da titulacdo a temperatura ambiente. O padrao ISQ sugere ainda, para a
temperatura ambiente, um numere de composigbes alternativas como
tolueno/etanol 95 % viv (1:1), éter dietilico/2-propanol (1:1), tolueno/2-propanol
(1:1). Entretanto, embora o didxido de carbono seja menos solavel no
tolueno”®, o uso deste solvente apresenta a desvantagem com reiacdo ao
descarte”. O método da Canadian Grain Comission'” também propde a
titulacdo do oOleo pela diluiggdo com wuma mistura de solventes
(etanol:cioroférmio: 2-propanol, razéo 1:2:2), usando NaOH aquoso e alcali blue
6B, indicador este também citado pelo método ISO para dieos de coloragbes
mais acentuadas.

QOutros indicadores também foram propostos por alguns autores como
Daood e Al-Ani"'*® que determinaram acidez em amostras de dleo extraidos de
sementes germinadas por titulacdo com solucdo alcalina usando a-naftolftaleina
como indicador.

Embora simples, os procedimentos de referéncia s&o trabalhosos,
requerem tempo substancial, vidraria precisa para preparacdo dos reagentes e
a detecgdo & muito subjetiva”® " Muitos pesquisadores tém investigado a
possibilidade de determinagao do valor de acido por métodos que n&o envolvam
titulacao.

Métodos cromatogréficos incluindo cromatografia gasosa, liquida, gas-
liquida, de alta eficiéncia e outros para a determinagéo de acidos graxos sdo
descritos por Berezin et al.?, Puchades et al'® Daood & AL-Ani®,
Ackman? Bailesteros et al."*®. A IUPAC desenvolveu um método e estudos
de colaboragdo para determinagdo de triglicerideos em oieos vegetais por
cromatografia liquida. Trés estudos de colaboradores foram feitos de 85 para
87. Refinamentos foram feitos no método e os resultados se apresentaram
aceitaveis. O método foi aplicado para todos os oOleos vegetais contendo
somente triglicerideos de cadeia longa de acidos graxos, contendo acido oléico
como &cido graxo predominante.
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Muitos metodos espectroscopicos também foram desenvolvidos para o
contetdo de &cido em oleos e gorduras. Levina e Litvinova™ usaram
espectroscopia infra vermelho. Como uma técnica rapida direta e indireta que foi
aplicada com sucesso, o infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR,
Fourier Transform Infrared Spectroscopy) foi empregado para a determinagao
de acidos graxos livres em dleos e gorduras por Ismail et al."*" na faixa de 0,2-8
%. Esses métodos instrumentais tém a vantagem de minimizar os desvios
ambientais associados ao uso de solventes organicos e reagentes perigosos.
Um método similar, embora menos simples, foi estudado por Lanser et al."*
que descrevem a determinacgdo por FTIR do conteudo de &cido graxo em dleo
de soja.

Sadeghi-Jorabch et al.™ wusaram espectroscopia Raman com
Transformada de Fourier para determinagdo de &cidos graxos em oleos,
margarinas e manteigas. Recomendaram este método para a industria
alimenticia como sendo mais rapido para determinacéo de acidos graxos em
comparagac com metodos convencionais.

Um método para a determinagdo de Acidos graxos em gorduras e bleos
especificado como direto, rapido e nao destrutivo, que ndo usa reagentes
quimicos é a espectroscopia do infravermelho proximo (NIRS, Near Infrared
Reflectance Spectroscopy) e foi descrito por Boot & Speek™, Sato et al. ™ ¢
Frankel et al."® A principal desvantagem deste método é que uma pequena
variagao de matriz pode causar erros consideraveis.

Liu et al."* sugeriram o uso de espectrometria de absorcio atémica para
determinagcdo de acidos graxos livres em amostras bioldgicas. O método é
baseado na extragdo de acido com ajuda de uma mistura de solventes na
presenca de ion cobre.

Esses metodos instrumentais, no entanto, tem alto custo, 0 que € uma
grande desvantagem. Blumenthal et al."*? sugeriram a determinacao de &cidos
graxos em Oleos baseada na mudanga de cor de um indicador em um gel
liquido. Walde!"*" trabalhou com método colorimétrico utilizando vermelho de
fenol em isooctano para determinagdo de acidos graxos livres em 6leos.

Uma vez que determina¢des gquantitativas de acidos graxos livres sdo
realizadas comumente na quimica dos lipideos, é de interesse automatiza-
las®. A necessidade de maior velocidade analitica e maior precisdo e
sensibilidade nas determinagdes tem levado ao desenvolvimento de
procedimentos automaticos baseados em técnicas de injecdo em fluxo. As
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principais vantagens que podem ser citadas além da alta capacidade analitica,
€ a relativa simplicidade no manuseio que pode ser facilmente implantado como
método de rotina. Comparando com métodos manuais, proporciona medidas
com muito mais frequéncia e que necessitam de menor investimento de tempo
do operador, enquanto methora a reprodutibilidade.

Schooner et al'* estudaram métodos isotdpicos, enzimaticos,
imunoldgicos’ que utilizam injegdo em fluxo. Qutro método, baseado no uso de
microrganismos imobilizados, que tambem envolve FIA foi descrito por Ukeda et
al. 44

Métodos automatizados colorimétricos baseados na formacdo de
complexos de cobre e acidos graxos livres e extracdo organica, foram
investigados por muitos autores. Puchades™, Zhi et al""” e Ekstrom™?
propuseram um método colorimétrico envolvendo injecdo em fluxo para
determinagdo de acidos graxos livres em 6leos vegetais, cujas metodologias
basearam nas de Lowry & Tinsley"'*? Bains et al."*® e Baker""*”.

Outros métodos colorimétricos automaticos que implementam o método
padréao AOCS s&o descritos por Linares et al.” e Cheney"'®, sendo gue este
ultimo propde um método baseado na analise por injecdo em fluxo usando os
mesmos reagentes e diluentes do método padrao da ISO e IUPAC.
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3.2 EXPERIMENTAL

3.2.1 METODO CONVENCIONAL

A quantidade de acidos graxos foi determinada segundo procedimento
adotado por Monnerat"'” que se baseia no método oficial da AOCS Ca. 5a-
40"%*" no qual o ponto final foi determinado por titulacdo potenciométrica. O
método potenciométrico € baseado em medidas do potencial de um sistema
eletrédico sensivel a concentragéo do préton solvatado no soivente envolvido.

3.2.1.1 REAGENTES E SOLUCOES

Foram empregados etanol 95 % grau PA (Merck) para a diluigdo das
amostras, solug&o de hidroxido de sédio 0,02 mol L™ diluida a partir de uma

solugdo padronizada 0,01 mol L' com biftalato de potassio e fenolftaleina
aquosa 0,1 %.

3.2.1.2 INSTRUMENTACAQO

Potencidometro Cole Parmer, modelo 5968-50 equipado com eletrodo de
vidro e um termémetro (-30/+50 °C) Inconterm, precisao 0,1 °C. Como a grande
aplicag&o da titulagcdo em meio ndo-aquoso esta na volumetria de neutralizacao,
0 eletrodo indicador utilizado foi o eletrodo de vidro, que responde de forma
satisfatoria em praticamente todos os solventes organicos. Para a adicdo da
solucdo alcalina, foi usada microbureta automatica Metrohm, modelo Dosimat
715 (£ 0,001 mL). O agquecimento e a agitag@o foram mantidos com auxilio de
uma agitador magnético com aquecimento, marca Fisatom, modelo 152 A,
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3.2.1.3 PROCEDIMENTO

1,0000 g de amostra € dissolvida em 100 mbL de alcool etilico 95 %
previamente neutralizado e titulado a quente com agitacdo vigorosa, com
solugdo padronizada de hidréxido de sodio e fenolftaleina como indicador. O
valor do potencial foi anotado a cada adigéo de solugdo alcalina, até a viragem
do indicador. A determinacdo do ponto de equivaléncia das titulagoes
potenciométricas foi obtida por métodos gréficos através de curvas de 1° e 2°
derivada a partir da curva da forga eletromotriz (em mV) em fungéo do volume
de solugdo titulante. Essas curvas apresentam um ponto de inflexdo que
corresponde ao ponto de viragem da titulagdo ou ponto final. Com isso, o ponto
final pode ser determinado com grande precisdo, ja que corresponde ao zero
entre o ponto maximo (positivo) e o0 minimo (negativo) da curva que representa
a segunda derivada da forga eletromotriz, em relagdo ao volume do reagente
titulante''. A partir do volume de titulante basico obtido no ponto final da
titulagdo, a porcentagem de acidos graxos livres foi calculada. Os resultados
sdo dados em termos de acido oléico, ja que este se destaca como um dos
acidos mais amplamente distribuidos na natureza‘'?.

3.2.2 FIA

3.2.21 REAGENTES E SOLUCOES

Como fonte de triacilglicerdis, foi utilizado primeiramente éleo de canola
comercial refinado, e, numa segunda etapa, tricaprilina (C,7Hs006) de pureza 97-
98 % da Sigma Chemical. Para a preparagdo dos padrées para a determinacéo
da curva de calibragdo, foram utilizados acidos oléicos (CgH402) da Sigma
Chemical (99 %) e da Riedel-deHaén. Como fluido transportador e como
solvente para a preparagéo de todas as solugbes, etanol PA absoluto (Synth) de
mesmo lote. Para a preparagdo das amostras, foi utilizado juntamente com o
etanol absoluto, éter etilico PA anidro (Nuclear) na proporgao 50 % v/v. Assim
como no meétodo proposto para determinag&o de acidez em etanol, a solucéo de
hidroxido de sodio, utilizada como reagente titulante na concentracéo
aproximada de 0,02 mol kg, foi preparada na hora para evitar interferéncia do
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CO. atmosferico. Isso porque mudangas na concentragéo da solugdo alcalina da
mistura resuita em diferentes larguras de sinal. A utilizagdo de hidroxido de
sédio, em substituicdo ao hidréxido de potassio, como a AQCS e Biritish
Standards especifica, foi devido ao menor custo. Como solugédo indicadora, foi
empregado alaranjado de acridina em etanol absoluto 3,7 x 10° mol kg”. As
solucdes padrao para a constru¢io da curva de calibragao foram preparadas na
faixa de 0 a 7,0 % para os déleos brutos e 0 a 0,25 % para as amostras de Oleos
refinados.

Para a determinacio de acidez, 3,5000 g de amostra foram dissolvidas
em 20,0000 g de solvente etanol/éter, submetidas ao rapide ultra-som e
medidas na hora.

3.2.2.2 SISTEMA FIA

A partir do mesmo sistema utilizado para a determinagdo de acidez em
etanol (Segao 2.2.2), a amostra de 6leo, previamente diluida em etanoi/éter 1:1,
é continuamente bombeada (vazao 1,55 mL min™', medida na saida da bomba) e
confluida com a linha do indicador (AQ em etano! absoluto, vazio 0,9 mL min™)
e com o fluido transportador (etanol absoluto, vazdo 1,55 mL min'1), onde a
solucao alcalina (NaOH 0,02 mol L em etanol) é injetada. Em seguida, s&o
bombeadas para uma camara de mistura, passando entdo pela detecgio
fotomeétrica. O decréscimo na absorbancia, devido as interconversdes do
indicador, monitorado no comprimento de onda do LED azul (Amax= 480 nm),
produz o sinal analitico. A sensibilidade do registrador (ECB, modelo RB 201)
foi de 500 mV e a velocidade do papel 5 ¢cm h™'. Como o fluido transportador era
colorido, a linha da base para os sinais fotométricos foi estabelecida
previamente com solugao de etanol/éter etilico.

3.2.3 AMOSTRAS

Foram analisadas trés amostras de 6leos brutos de soja, milho e girassol,
bem como dez amostras de marcas e procedéncias diferentes de oleos

refinados de canola, milho, soja, girassol, oliva e uma amostra composta de
milho e oliva.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 CONDIGOES EXPERIMENTAIS

O sistema de Analise por Inje¢do em Fiuxo, com deteccao fotométrica e
AQO como indicador, foi avaliado para amostras de oleos vegetais. Com algumas
modificagdes, o sistema, para estas amostras, se baseou no procedimento
automatizado de Linares et al.”), que foi proposto a partir dos métodos de
referéncia da ISO"** e da IUPAC"?®,

Uma vez que o etanol, quando solvente unico, nao é miscivel em d6leos
vegetais a temperatura ambiente, as amostras foram previamente dissolvidas
em uma mistura neutralizada de éter etilico e etanol. Devido a solubilidade
muatua do sistema ser diretamente proporcional a temperatura, a titulagio
convencional necessita ser efetuada a quente, préximo do ponto de ebulicdo do
solvente, com agitagdo vigorosa. Nesta circunstancia, o ponto final pode ser
influenciado pela absorcdo de CO, atmosférico, além da possibilidade de
saponificagéo, particularmente de mono e digliceridecs, e a volatilizagdo de
acidos graxos. O sistema pode requerer um reaquecimento da solugéo, levando
a um primeiro ponto final aparente® '

Em geral, a solubilidade de gorduras e derivados graxos em solventes
organicos é proporcional ao numerc de ligagdes duplas e inversamente
proporcional ao tamanho da cadeia’®. Apesar de varias composices de
solventes para a solubilidade mutua em oleo vegetal terem sido propostas
(Secdo 3.1.5), a utilizagdo da mistura éter/etano! no sistema torna-se mais
vantajosa devido a disponibilidade e custo. Além da analise poder ser realizada
a4 temperatura ambiente, a mistura proporciona alta solubilidade, evitando
assim, distor¢des no sinal devido & alta viscosidade do dleo.

Outros solventes de cadeia curta, propanol, isopropanol e 1-butanol,
também foram testados, usando a mesma concentragéo de acido oléico. Os
sinais obtidos se apresentaram satisfatorios, mas a utilizacdo destes nio e
vantajosa devido ao custo.
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Uma vez que a fonte de triacilglicerdis para a determinagdo da curva de
calibrac&o deveria estar isenta o maximo possivel de acidos, inicialmente foi
utilizado 6leo de canola refinado comestivel comercial. De acordo com os dados
coletados e analises feitas, 0 6leo de canola, devidoc ao alto teor de trioleina,
linodioleina, oleildilinoleina, tem um comportamento bastante semelhante a
esses reagentes puros, contendo baixo teor de gorduras saturadas e apresenta
baixo custo'''?. Foi constatado, no entanto, que a acidez do éleo de canola puro
encontrada é mais alta em relagdo aos oleos refinados analisados (acidez
residual de 0,06 % em termos de acido oléico"™). Utilizou-se entdo, numa
segunda etapa, tricaprilina com pureza minima de 97-98 %, da marca Sigma
Chemical como fonte de triacilglicerdis e os resultados apresentaram-se
satisfatorios. Os acidos graxos utilizados foram o &acido oléico comercial da
marca Riedel-deHaén, que na verdade € uma mistura de acidos graxos rica em
acido oleico, e o 4cido oléico da marca Sigma, com pureza minima de 99 %. O
acido oleico com 99 % de pureza (Sigma) tem um custo de importacdo igual a
U$ 3,77/g e o trioleina da mesma marca e grau de pureza, igual a U$ 6,16/g""".

Uma série de experimentos foi feita com amostras de 6ieo de acidez
conhecida para estabelecer as condigbes 6timas usando meétodo univariado
{concentracdo de NaOH e de AQ, reiagdo amostra:solvente, vazdo, teste de
limpeza e outros).

A partir do sistema proposto anteriormente para a determinacdo de
acidez em etanol e do procedimento de Linares et al., as concentracdes de
solucdo alcalina e indicador foram adequadas. As vazdes (1,6 mL min' para a
amostra e fluido transportador e 0,9 mL min™ para o indicador) também foram
escolhidas como um compromisso entre sensibilidade, frequéncia da
amostragem e limpeza do sistema. A frequéncia de amostragem obtida foi de 20
amostras h”'. Nestas condigdes, testes quanto a limpeza do sistema foram feitos
para padrGes de alta e baixa concentragéo, que foram injetados alternadamente.
Nenhum efeito significativo foi observado.

Para a relagdo amostra:solvente (etanol/éter) foram realizados testes em
diferentes proporgdes a fim de se obter a maior proporgdo possivel de amostra

sem interferéncia no sinal. A raz&o de diluicdo minima da amostra no diluente
obtida foi de 1:5,4.
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3.3.2 DETERMINAGAO DE ACIDEZ EM AMOSTRAS DE
OLEOS

3.3.2.1 ACIDEZ EM OLEOS VEGETAIS BRUTOS E DE OLIVA

O método FIA desenvolvido foi aplicado para determinagdo de acidos
graxos livres em varias amostras de 6leos vegetais: amostras de éleo bruto de
soja, girassol e azeite, bem como para os testes de recuperacdo. Para esta
determinagdo, uma curva analitica linear (largura & %2 altura em funcéo da
concentragdo de acidos graxos livres), com coeficiente de correlagdo de 0,999,
foi obtida para concentragbes de acido oléico na faixa entre 0,5 e 7,0 %, como
pode ser observada na Figura 17.

110.0

1500 ] Regressao Linear;
0.0 4 Y=A+B*X
E we Param WVafue sd
@ A 234548 008991
2 80 B 619676 014849
€ 50,0+ -
T w0 R = 0,99043
2 w0 . sd=1,2054,N =4
~ end . P = 0,0005737
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- log conc H+

Figura 17: Curva de calibracgo obtida para determinagdo de acidez em dleos vegetais.
Concentracbes dos padrdes: 0,5; 2,5; 4,5 e 7,0 % de acidez.

Os resultados de acidez, obtidos pela técnica de inje¢do em fluxo para as
amostras citadas, foram comparados aos obtidos pelo método oficial da AOCS
Ca 5a-40 modificado, no qual o ponto final da titulagdo foi determinado por
titulacéo potenciométrica e estdo indicados na Tabela 4. O erro relativo médio
obtido foi de 1,9 %.
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Tabela 4: Resultados de acidez obtidos para amostras de oleos refinados de oliva, soja e girassot bruto e
testes de recuperagcdo. Comparagdo dos métodos potenciométrico e FIA. M. DIFERENCAS = média das
diferencas absolutas entre duplicatas. Desvio para FIA de injegdes em triplicata.

AMOSTRA POTENCIOMETRICO (%) FIA (%) ERRO RELATIVO (%)
OLIVA (B} 0,83 0,82 + 0,01 -1,2
SOJA BRUTO 0,61 0,60+0,02 -1,6
GIRASSOL BRUTO 1,35 1,34+ 0,04 -0,7
OLIVA (B) 2% 2,77 2,65+0,06 -40
GIRASSOL BRUTO 3% 4,16 4,24 +0,08 +19
OLIVA (B) 4% 4,59 469 +0,09 +22
M. DIFERENGAS 0,04
ERRO RELATIVO MEDIO 1,9

A determinag&o de acidez pelo método convencional foi realizada com
detecgdo potenciométrica, pelo fato da avaliagdo do ponto final pela titulagio
classica com uso de indicadores ser muita subjetiva e se agravar a medida que
as amostras se tornam coloridas. Apesar das gorduras puras e acidos graxos
serem incolores e essencialmente transparentes a Iluz visivel, Oleos
frequentemente contém pigmentos que absorvem luz. A maioria dos dleos tém
cor especifica devido ao tipo e quantidade de pigmentos naturais presentes
como clorofila. Os dleos brutos s&o mais escuros em relagéo aos refinados uma
vez que a maioria destes pigmentos sdo removidos por refino e processo de
branqueamento!™.

A comparagdoc entre os valores obtidos por FIA e o método
potenciométrico, através do grafico representado na Figura 18, mostrou que os
resultados apresentam alto coeficiente de correlagdo. O coeficiente angular foi

1,03 e o coeficiente de correlagdo 0,999, significando uma boa concordancia
entre os métodos.
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Figura 18: Comparagdo da acidez de amostras de éleos brutos de soja e girassol e de oliva
obtidas por FIA e 0 método oficial da AOCS modificado, no gual o ponto final foi obtido por
detecgdo potenciométrica

Pequenas diferencas obtidas para os 6leos brutos podem ser atribuidas a
impurezas particuladas e fosfatideos que tendem a ficar no fundo dos
recipientes, levando a formagdo de sedimentos com altos niveis de acidos
graxos livres. Particulas de sementes e fragmentos celuiares contém enzimas
que quebram as moléculas de gordura, que na presenc¢a de tragos de umidade
podem levar a hidrolise gradual de glicerideos e corresponder a um aumento em
acidos graxos livrest''".

O teste de recuperagéo & uma técnica bastante usada para verificar o
efeito de matriz da amostra sobre resultados analiticos. As amostras de 6leos,
apesar de serem estaveis, dispensando até o envernizamento interno da
embalagem, apresentam aditivos: aromatizantes, corantes e conservantes, cujas
quantidades sdo autorizadas segundo os decretos do Ministério da Satde, n.°
55871, de 26/03/65 e n.° 63526, de 04/04/68, que podem influenciar na
andlise’"™. Com isso, através deste teste, cada amostra & analisada antes e
apos as adi¢gbes de solucdo padrdo, o que corresponde a fazer uma calibragdo
sobre a matriz. Com isso, pode-se minimizar interferéncias gque vém dos
proprios analitos, cuja natureza normalmente € complexa e heterogénea,
obtendo-se resultados mais precisos e exatos do que aqueles obtidos por
procedimentos manuais. Os resultados obtidos pelo teste de recuperagdo sdoc
apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5 Teste de recuperacao para amostras de 6lecs de oliva e girassol bruto. Desvio de injegdes em
triplicata

AMOSTRA CONCENTRACAO (%) ERRO
INICIAL (FIA) ADICIONADA ESPERADA OBTIDA (F1A) RELATIVO (%)
OLIVA (B) 0,82 + 0,01 1,94 2,76 2,65 + 0,06 4.0
GIRASSOL BRUTO 1,34 + 0,04 2,81 415 4,24 + 0,08 2.2
OLIVA (B) 0,82 + 0,01 3,76 4,58 4,69 + 0,09 24

ERRO RELATIVO MEDIO 29

Os resultados obtidos pelo teste de recuperago, indicando erro médio

de 2,9 %, comprovaram a viabilidade do metodo para determinagao de acidez
em bleocs vegetais.

3.3.2.2 ACIDEZ EM OLEOS VEGETAIS REFINADOS

O método proposto também foi aplicado para amostras de 6leos vegetais
refinados, cuja concentracao € praticamente dez vezes menor. A concentracio
dos padrdes para a determinagao da curva de calibrag@o variou de 0 a 1,5 %.
Diferentemente do procedimento de Linares et al.”’, no qual os dados foram
obtidos a partir da altura do pico para a faixa entre 0,15 e 0,81 %, os dados para
o sistema proposto foram obtidos a partir da largura do sinal.

Na Tabela 6, sdo apresentados os resultados obtidos de acidez para as
amostras de 6leos vegetais refinados e para uma amostra de ¢leo de oliva, cuja
acidez € mais alta, como parametro de comparacao.

Tabela 6: Resultados de acidez obtidos para amostras de dleos refinados. Comparacdo dos métodos
potenciometrico e FIA. M. DIFERENGAS = média das diferengas absolutas entre duplicatas.

AMOSTRA POTENCIOMETRICO (%) FIA (%) ERRO RELATIVO(%)
CANOLA 0,11 0,09 - 18,1
MILHO (M) 0,15 0,10 -33,3
SOJA (L) 0,19 0,11 - 42,1
SOJA (S) 0,16 0,11 -31,3
MILHO/OLIVA 0,16 C,17 + 6,25
MILHO (C) 0,14 0,10 -286
GIRASSOL (C) 0,14 0,18 + 14,28
GIRASSOL (V) 0,13 0,13 0,0
OLIVA (B) 0,93 0,93 0,0
M. DIFERENCAS 0,01 0,01

ERRO RELATIVO MEDIO 19,3
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Os resultados graficos obtidos por ambos os métodos para a
determinagao de acidez € mostrado na Figura 19:
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Figura 18: Comparagdo da acidez de amostras de 6leos refinados e de oliva obtidos por fia e
método convencional.

Fazendo-se uma comparagédo entre o método proposto e o método de
titulag&o manual para a acidez obtida de amostras de dlecs refinados de canola,
milho, soja, girassol e oliva, pdde-se observar que os resultados obtidos
apresentaram um erro relativo médio de 19,3 %. Verificou-se, através do grafico,
a validade do meétodo, uma vez que o erro relativo encontrado para a
concentragdo de Oleo de oliva foi insignificante. Para os valores de dleos
refinados, no entanto, cujas concentragdes sdo muito baixas, os desvios
encontrados s&o muito altos. Levando em conta que a curva de calibragdo
deveria ser melhor adequada para a faixa de menor concentracgao, foi realizado
outro teste com padrdes na faixa de 0 a 0,25 %. Resultados obtidos para a
acidez das amostras de oleos refinados de canola, milho, girassol e soja com a
curva de calibragéo mais adequada, apresentaram erro relativo médio 20,4 %,
como pode ser observado na Tabela 7 e na Figura 20.
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Tabela 7: Resultados de acidez obtidos para amostras de 6leos refinados de milho, soja e girassol
refinado e testes de recuperagdo. Comparagio dos métodos potenciométrico e FIA. M. DIFERENGAS =
média das diferencas absolutas entre duplicatas

AMOSTRA POTENCIOMETRICO (%) FIA (%) ERRO RELATIVO (%)
MILHO (M) 0,10 0,08 -20,0
MILHO (C) 0,16 0,10 -37.5
MILHO/SOJA 0,16 0,16 0,0
S0JA (L) 0,16 0,11 -313
SOJA (S) 0,16 0,11 -313
GIRASSOL (C) 0,16 0,14 -12,5
GIRASSOL (V) 0,13 0,11 -154
SOJA (S) H+ 0,27 0,21 -21,0
GIRASSOL (C) H+ 0,27 0,23 -14,8
M. DIFERENGCAS 0,003 0,03
ERRO RELATIVO MEDIO 204

1

método convencional.

potenciométrico (%)
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Figura 20 : Comparagéo de acidez de amostras de Oleos vegetais refinados obtidos por fia e
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Os valores de exatiddo podem ser encarados como uma somatéria das
imprecisbes dos procedimentos, reagentes etc. Mesmo em laboratérios que
utilizem rigorosamente a mesma técnica de andlise, existem erros de operagao,
gue s@o provenientes em parte da técnica analitica adotada e, em parte,
decorrente da propria metodologia atualmente normatizada.

Kershaw'™, em estudos para determinacdo do conteudo de acidos
graxos em O6leos, verificou que anomalias extremas dos resultados de analises
ocorrem muito frequentemente. Para amostras de 6leoc de canola, por exempio,
foram analisadas 16 amostras pelos métodos BS 684 e ISO 660, e foram
encontrados resultados na faixa entre 0,063-0,086, indicando erro relativo de
26,74 %. Portanto, pode-se observar que mesmo usando a mesma técnica de
analise, podem ser verificados erros de operagao.

A sensibilidade do método proposto empregado ndo se mostrou tao boa
em relagdo ao método recomendado, mas o procedimento de referéncia
apresenta ainda muitas fontes de erros que podem levar a resultados dubios.
Estudos mais detathados ainda sdo necessarios no sistema FIA e devem ser
realizados para a determinacdo de acidez a concentragdes mais baixas, mais
especificamente para o6leos refinados. Varidveis como solvente utilizado,
triglicerideo isento de acido, desgaste dos tubos de bombeamento e
metodologia convencional de comparacac necessitam ser melhor investigados.

O tubo de bombeamento comum, Tygon, ndo pode ser usado no sistema,
uma vez que solventes organicos causam sua deterioragdo pela deformacgéo,
alterando a vazdo. Foram, entdo, testados tubos de diferentes materiais.
Segundo Ruzicka®, ha varios materiais de tubos de bombas resistentes a
solventes: Acidflex ou Viton, ou os tubos recentemente introduzidos de
Marprene. Ekstrom”*?, em seu trabalho que determina acidos graxos livres por
método automatizado, também teve dificuldades quanto ao uso do tubo
empregado. Utilizou tubos Acidflex (Technicon) para tolueno e constatou serem
muito sensiveis a deformagdes, sendo necessarias padronizagdes a cada 20
injecoes. Apesar de serem usados para acidos fortes e alguns solventes
organicos clorados, por exemplo, cloroférmio, estes tubos sao relativamente
caros e tém tempo de vida mais curtos que outros tubos®. Linares et al.®
fizeram estudos com misturas etanol/éter e verificaram que Solvafiex
(Technicon) foi 0 Gnico material que nao deteriorou depois de bombeamento por
6-8 dias de trabalho. Tubos Solvaflex, do inglés “solvent flexible”, sao de cor
amarelo, apropriados para solugdes alcodlicas e para alguns alcanos, por
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exemplo, isooctano®™. Esse material, porém, ndo era disponivel. Considerando
que o tubo de Viton & apropriado para etanol, foram feitos testes com este tipo
de material. Verificou-se que o tubo de Viton ndo é muito compativel para éter,
que limita sua meia vida e provoca ruptura apés algumas horas de uso.
Segundo dados da Cole Parmer"®, ainda nao ha um tubo que n&o sofra efeito
ao uso do éter.

Levando em consideracdo que o éter estd na razdo 50 % em solugéo,
foram feitos testes também com tubo de silicone ((CHs),SiO). Karlberg™
verificou que tubos deste material apresentaram em muitos casos um excelente
desempenho em bombas peristalticas. Testes de vaz&o foram realizados e nao
foram observadas alteragbes significativas que pudessem infiuenciar ao longo
da andlise, possibilitando seu uso na determinacéo de acidez em dleos (Tabela
8).

Tabela 8: Variagbes de vazio durante 2h30

TEMPO (seg.)  VAzAO (mL min™) MEDIA
0 1,87
35 1,85
60 1,87 1,84 + 0,03
120 1,81
145 1,82

O sistema FIA, utilizando AQ como indicador, mostrou-se particularmente
importante para a determinagdo de acidez em 6leos vegetais. Apresenta muitas
vantagens, sendo um procedimento simples e reprodutivel de larga faixa de
determinacdo, alta sensibilidade, grande precisdo, requerendo a minima
intervengé@o do operador. Com relago ao procedimento manual, o sistema FIA &
mais rapido (20 versus 7-8 amostras/hora no método manual), utiliza menores
quantidades de reagentes, e, devido a detecgdo fotométrica, a mudanga de cor
& mais perceptivel contrastando com a mudanga ienta e de dificil visualizagao
dos métodos manuais. Pelo fato do modulo da andlise ser um sistema fechado,
o emprego de sistema FIA se torna mais vantajoso, implicando em minimo
contato do operador com os solventes organicos, principaimente o éter etilico
que apresenta alta volatilidade. A pressac de vapor para o éter & muito baixa, e,
portanto, o limite de seguranga com FIA aumenta.
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Além da acidez ser um parametro de gualidade muito importante, a matriz
€ de especial interesse, devido a sua imiscibilidade em agua, que impede seu
uso em aplicagbes de caracterizagdes tradicionais, normalmente realizadas em
solucdes aquosas.

O método descritoc oferece um procedimento simples, rapide e
reprodutivel para a determinacio de acidos graxos livres como indicador de
qualidade de dleos vegetais.

Os resultados obtidos por FIA para amostras de éleo bruto de 504,
girassol e azeite, bem como os obtidos de testes de recuperacdo quando
comparados ac metodo oficial da AOCS modificado, na qual o ponto final da
titulagdo foi determinado por titulagdo potenciométrica, apresentaram-se
satisfatorios com erro relativo médio de 1,8 %, e coeficiente angular de 1,03
num grafico que relaciona os métodos. Esse resultados, portanto, evidenciaram
a viabilidade da andlise por injecdo em fluxo na determinacé&o quantitativa de
acidos graxos em 6leos vegetais brutos. A sensibilidade do método, no entanto,
ndo se mostrou tdo boa para amostras de dleos refinados com erro relativo
médio de 20,4% e seriam necessarios estudos mais detalhados. A velocidade
para determinag@o de acidez das amostras pelo método proposto &€ de 20
amostras hora™.

E possivel afirmar que o método em estudo, apresentando as facilidades
ja comentadas, pode ser uma boa alternativa em detrimento dos processos que
demandam mais tempo como a titulagdo. Acredita-se que o aprimoramento da
metodologia de anaiise por injecdo em fluxo seja de grande interesse em
processos industriais continuos de refino de dleos vegetais.
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A titulacdo em FIA desenvolvida para meios n&o aquosos, bem como o
uso de alaranjado de acridina (AO) como indicador, com suas propriedades
diferenciadas ja citadas, se mostraram particularmente importantes para a
determinacac de acidez em etanol e dleos vegetais.

O AQ, proposto pela primeira vez como indicador acido-base, em
substituicdo ao «-naftolftaleina (recomendado para a determinacao de acidez de
etanol) e fenolftaleina (recomendado para a determinagéo de acidez de oOleos
vegetais), se mostrou util para uma determinac&o quantitativa do conteudo de
acido. Considerando a imiscibilidade do 6leo em agua e que usando-se 0 o-
naftolftaleina as amostras necessitam de diluigdo prévia da amostra a 50 % v/v
com agua, a proposta do AQO é importante para matrizes isentas de agua, ja que
apresenta melhores resultados em etanol puro.

A precisdo do método € boa e os resultados sdo mais confiaveis se
levarmos em conta a reduzida faixa de concentragéo de acidez em etanol e
oleos vegetais das amostras analisadas. Os resultados obtidos apresentaram-
se bastante satisfatérios na faixa de concentracao de 3 a 8 x 10™ mol kg, para
amostras de etanol e 0,5 a 7 % para amostras de 6leos vegetais, sendo o erro
relativo médio 3,0 % para amostras de alcoois comerciais € 1,9 % para
amostras de ¢leos brutos de soja, girassol e oliva.

Uma das principais vantagens do método esta na alta capacidade
analitica em contraposicdo aos procedimentos padrées que s&c mais
trabalhosos e que envolvem maior consumo de tempo. A velocidade para
determinacéo de acidez das amostras pelos métodos propostos €, em media, de
25 amostras hora'. Além disso, a relativa simplicidade no manuseio permite que
este seja facilmente implantado como metodo de rotina.

Geralmente, o custo de sistemas de analise & determinado pelo detector.
O fotdmetro construido € simplies e mostrou boa sensibilidade. Em conex&o ao
sistema FIA, proporciona baixo custo, por ser construido de componentes
disponiveis comercialmente, com um custo aproximado menor que US$ 100,00.
Ressalta-se aqui gue fotometres contendo LED azul como fonte luminosa n&o
s&o comumente encontrados. Seu uso tambem podera ser ampliado para outras
determinacdes fotometricas em fluxo, principalmente se considerarmos gue 0
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fotdmetro permite trabalhar em trés regides de comprimento de onda sem
modificagdes no instrumento.

Diferente do método classico para FIA, o reagente é injetado e a amostra
permanece em linha, podendo o sistema até ser implementado nas proprias
tubulacdes da producdo, fornecendo dados mais imediatos e exatos de controle
de qualidade, eliminando erros inerentes a etapa de amostragem e preparacao
de amostras.

Analise por FIA em solventes ndo-aquosos tem sido pouco estudada.
Particularmente para a determinacdo de acidez utilizando etanol como amostra
e como fluido transportador, aplicagdes de FIA tém sido pouco descritas na
literatura.
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