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ria ajudar dez outros que em troca de-
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passo essa obrigacao a vocé."
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Resumo

No presente trabalho, o sinal RGB de imagens digitais foi utilizado para constru¢gdo de um
titulador automatico capaz de realizar um nimero variado de titulagdes. O equipamento cons-
truido pode ser uma alternativa a outros procedimentos devido a sua precisédo e capacidade de
realizar varias analises diferentes com o mesmo instrumento de detecgao do ponto final. Para
isso, como um primeiro passo, imagens digitais de 5 titulagdes foram gravadas por uma camera
webcam comum em ensaios com amostras reais feitos utilizando uma bomba-seringa de ele-
vada precisao controlada por um computador. Curvas de titulagao foram construidas com seu
sinal RGB e analisadas por meio de varias transformagdes matematicas (primeiras, segundas
derivadas e suas combinagdes) para gerar algoritmos de detecgdo automatica do ponto final.
Estes algoritmos foram testados através da medicé@o do erro de titulagéo de solugbes padrao.
As titulacdes analisadas foram as determinagdes de acido acético em vinagres com NaOH,
dureza de agua mineral com EDTA, cloretos em aguas de coco com Nitrato de Prata, acido as-
corbico em comprimidos de vitamina C com iodo e agUcares redutores em amostras de vinhos
e cervejas com tiossulfato de sédio. Para os procedimentos considerados, de neutralizacéo,
complexacgao, precipitagao, oxi-redugao e aglcares redutores foram obtidos, respectivamente,
0,10%, 1,16%, 0% , 0% e -0,67% de erro relativo a procedimentos classicos de titulagdo. Os
testes para obtengao dos algoritmos foram comparados aos métodos classicos e verificou-se
que nao ha diferengas significativas em um intervalo de confianca de 95% e o sinal RGB é
suficientemente exato para determinar o ponto final das titulagées consideradas. Esta confi-
guracao, aliada a natureza multivariada do sinal RGB, traz uma poderosa e barata forma de
andlise quantitativa.

Palavras-Chave: titulacao automatica; RGB; deteccao digital; acucares redutores; seringa
microvolumeétrica; neutralizagédo; complexacao; precipitagéo.



Abstract

In this assay, the RGB signal of digital images is used to craft a versatile automatic titrator.
In order to achieve this, digital images of 5 titrations of real samples were recorded by a com-
mom webcam. The titrations were conducted using a syringe-pump controlled by a personal
computer. Titration curves are drawn with RGB signal and analysed by some mathematical
transformations (first, second derivatives and combinations of it) to generate algorithms for au-
tomatic detection of titration end-point. This are evaluated by determining the titration errors of
standard solutions. The titrations studied were the determination of acetic acid in vinegars with
NaOH, mineral water hardness with EDTA, chlorides in coconut water with silver nitrate, ascor-
bic acid in vitamin C tablets with iodide and reducing sugars in wines and beer samples with
Na2S203 .To the procedures involved, neutralization, complexation, precipitation, redox and re-
ducing sugars were obtained, 0,10%, 1,16%, 0%, 0% e 0,67% of errors, respectively. Those
tests were compared to classical methods and no significant differences were found in a 95%
confidence level. The metodology developed will be applied to a smartphone and every step
of the method will be conducted by Bluetooth communication. This configuration, allied to the
multivariate nature of the RGB signal, brings a powerful and unexpensive way of quantitative
analysis.

Keywords: automatic titration; RGB; digital detection; reducing sugars; syringe pump; neu-
tralization; complexation; precipitation.
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1 Introducao e Objetivos

Métodos volumétricos de analise, também chamados de titulagées volumétricas, sdo ampla-
mente utilizados em quimica analitica para a determinacdo de um vasto niumero de substancias.
Tais métodos sao utilizadas em laboratérios, de escolas e faculdades a centros de pesquisa e
de controle de qualidade. Entre suas vantagens estdo a elevada precisdo (da ordem de 0,1
%), baixo custo e facilidade de utilizacdo. Em muitas areas, os procedimentos volumétricos sao
insubstituiveis [1] como por exemplo analises de alcalinidade e dureza de aguas.

De maneira geral, estes métodos se baseiam em uma reacdo completa e estequiométrica de
um reagente de concentragdo exatamente conhecida (solugao titulante) com a substancia de in-
teresse (analito) contida em uma dada solugéo (da amostra) e para a qual se deseja determinar
a sua concentracao (solugéo titulada). Em sua forma classica, o ponto final da titulagao € usual-
mente determinado pela mudanca de cor de um indicador, facilmente identificada pelo operador,
que interrompe a adicdo do titulante ao titulado e determina a concetragdo da substancia na
amostra a partir de relagdes estequiométricas e volumétricas [2].

Existem, no entanto, algumas desvantagens no uso dos métodos volumétricos classicos. A
sensibilidade e seletividade destes métodos costuma ser inferior a de métodos instrumentais.
Além disso, titulagdes podem ser trabalhosas quando ha um numero consideravel de andlises
a serem executadas. Nestes casos, 0s métodos instrumentais sdo mais rapidos e baratos [1].
No caso de titulagdes com indicadores colorimétricos, ha ainda a necessidade de um operador
capacitado e qualificado para tal. Capacitado no sentido de poder visualizar corretamente o ponto
de viragem do indicador. Uma porcentagem relativamente alta da populacédo (5%) é daltbnica,
possuindo dificuldades para distinguir certas cores [3]. O analista também deve ser qualificado,
pois 0 mesmo deve conhecer a mudancga de cor de forma que ndo introduza erros sistematicos a
titulagao. Neste quesito, a subjetividade com que é identificada o ponto final também prejudica a
veracidade das andlises volumétricas em um ambiente industrial, por exemplo. N&o € incomum
que sejam solicitadas novas andlises em caso de desvios e a subjetividade acrescenta mais um
fator de incerteza dos inumeros envolvidos no controle de um processo quimico.

O método de titulacdo € um procedimento automatizavel e, em conjunto com os fatores des-
critos acima, esfor¢os foram empreendidos e bem sucedidos na tarefa. Por ser um procedimento
manual, um nimero grande de determinacdes a serem executadas acaba prejudicando a preci-
sdo0 e exatidao das analises, principalmente em titulagdes com indicadores colorimétricos. Além
disso, uma quantidade relativamente grande de reagentes e amostras é consumida. A detec-
¢éo do ponto final por instrumentos em conjunto com ferramentas de programacao podem ser
utilizadas para determinar de forma objetiva o ponto final de titulacdo e eliminar o problema de
subjetividade da andlise. Tituladores automaticos com diversas formas de detec¢éo [4] séo co-
nhecidos e relatados na literatura, existindo varios modelos comerciais.

O avanco da tecnologia de aquisicao de imagens digitais tornou disponivel cAmeras de video
baseadas em dispositivos de carga acoplada (CCD, do inglés charged-coupled device) [5] e em
6xidos de metais semicondutores (CMOS, do inglés complementary metal-oxide semiconductor),
capazes de capturar imagens digitais com até 24 bits (16,7 milhdes de cores). Varias unidades
de medida sao utilizadas para interpretar as cores digitais, a mais famosa refere-se ao sistema



RGB (vermelho, verde e azul), onde cada canal de 8 bits representa uma das cores basicas
(Vermelho, azul e verde). Devido a natureza multivariada deste sinal, uma quantidade conside-
ravel de informagdes podem ser extraidas de suas imagens, tornando-o muito atraente do ponto
de vista da Quimica Analitica. O sinal RGB j4 foi utilizado em conjunto com ferramentas quimi-
ométricas para realizar discriminagdes de alimentos [6], realizar analises de luminescéncia [7],
interpretacdo de imagens atmosféricas [8], marcacao de células clonadas [9] e outros.

Grupos de pesquisa demonstraram recentemente o potencial deste tipo de detecgdo em con-
junto com a analise volumétrica [10] [11]. Ao mesmo tempo em que se obtém objetividade
do ponto final, estes instrumentos sdo bem mais baratos quando comparados a um eletrodo
para medidas potenciométricas, por exemplo, que necessitam de manutengao e calibragao pe-
riédica [12] e, além disso, uma Unica camera poderia ser o detector de um nimero variado de
titulagées, tornando as imagens digitais especialmente adequadas para a padronizag¢édo de rea-
gentes por exemplo. A detec¢do por imagens, aliada a utilizagdo de indicadores cromogénicos
especificos, pode, inclusive, ser uma solugdo aos problemas de seletividade e sensibilidade dos
métodos classicos de titulagcdo. Pablos e colaboradores, por exemplo, desenvolveram um agente
cromogénico capaz de detectar especificamente TNT em vapores em concentragcdes em uma
faixa micromolar [13].

Além disso, classicamente, titulagdes com indicadores visuais consomem uma quantidade con-
sideravel de reagentes. Existem seringas microvolumétricas capazes de realizar adi¢des de titu-
lante na faixa de plL e isto possibilita a utilizacdo de pequenos volumes de amostra e, consequen-
temente, um volume menor de titulante sem diminuir a precisdo das analises. Esta abordagem
contribui para os conceitos de Quimica Verde [14], afinal um grande numero de titulagdes sao
necessarias em um laboratorio de pesquisas, principalmente na padronizagao dos reagentes
utilizados.

Devido a estes fatores, importantes de um ponto de vista pratico, procurou-se uma aplicagao
onde as vantagens da titulacdo RGB pudessem realmente oferecer facilidade de operagcéo e um
aumento na exatiddo e precisao do método. A determinagéo de agUcares redutores € importante
para testar a qualidade de produtos alimenticios como bebidas e xaropes [15]. Existe uma grande
variedade de métodos que estimam ou determinam estes teores [16], entre eles, sua determina-
¢ao redutométrica por meio de uma titulagao, inicialmente desenvolvida por Somogy. De forma
geral, o procedimento consiste em reagir uma quantidade conhecidade de ions cobre com os
analitos em um meio fortemente béasico e, em seguida, determinar a quantidade restante destes
ions em uma titulagdo iodométrica. Como o método exige o controle adequado das condicdes
reacionais [17] e analisa uma quantidade variada de amostras contendo aglcares redutores, um
analista experiente é necessério para a correta condugao dos procedimentos e muitas variagdes
do procedimento foram surgindo devido a esta dificuldade de reprodutibilidade. Além disso, os
métodos envolvem a titulacdo de um branco, para determinar a quantidade exata de ions cobre
presentes na solucéo e o resultado € dado pela diferenca entre as duas titulagdes tornando dificil
precisar o resultado na hora de avaliar amostras intensamente coloridas [17] devido as diferen-
¢as existentes entre a coloragdo do branco (incolor) e da amostra (colorida). Neste sentido, a
titulagdo RGB pode eliminar a subjetividade com que se determina estes pontos finais ao mesmo
tempo em que padroniza as metodologia de analise existentes.



Com base nestas consideracoes, € possivel estabelecer como objetivo construir e testar um
titulador automatico robusto capaz de realizar um namero variado de titulagées. Para isso, os
seguintes objetivos especificos foram estabelecidos:

1. Estabelecer um arranjo fluidico Unico e robusto para a realizacdo das principais medidas
volumétricas classicas (acido-base, precipitacao, oxi-reducdo e complexacgao).

2. Testar e validar uma metodologia para determinacdo de agUcares redutores em amostras
comerciais de vinho, cerveja e xaropes.

3. Minimizar significativamente as quantidades de reagentes necessarios aos procedimentos
assim como os volumes de residuos gerados.

4. Atingir resultados estatisticamente semelhantes ou superiores aqueles obtidos por meio de
metodologia classica no que se refere a precisao, exatiddo e sensibilidade.



2 Revisao Bibliografica

2.1 Titulag6es Volumétricas

Titulagdo € um processo de andlise quimica onde uma quantidade de algum constituinte de
uma amostra é determinada adicionando a mesma, uma quantidade exata de outra substancia
com os quais o0s constituintes desejados reagem em uma proporcao finita e conhecida. A anélise
geralmente é conduzida por adi¢cdo gradual de uma solugao padréo de titulante a amostra de la-
boratério. A adigao termina quando o ponto final é atingido. Idealmente, este ponto é exatamente
o ponto de equivaléncia quimica da titulagao [2].

No ponto de equivaléncia, uma quantidade exatamente equivalente de titulante foi adicionada
a amostra. Nao é possivel determinar este ponto experimentalmente, sua posigdo pode ser
apenas estimada pela observagédo de algumas variagdes fisicas associadas com a condi¢éo de
equivaléncia. O ponto experimental em que a reagado se completa € marcado por essa variagao
e chamado de ponto final da titulagédo. Este sinal pode ser a mudancga de cor de algum indicador
ou uma mudancga em alguma propriedade elétrica medida durante a titulacdo. A diferenca entre o
ponto final e o ponto de equivaléncia é chamada de erro de titulagcdo, mantido tdo pequeno quanto
possivel pela escolha adequada de um sinal de ponto final e um meio para detecta-lo. [18]

Para uso em uma analise volumétrica, uma reacdo deve satisfazer os seguintes critérios:

1. Deve haver uma reacao simples que pode ser expressa por uma equagao quimica; a subs-
tancia a ser determinada deve reagir completamente em proporgdes estequiométricas.

2. Areagao deve ser relativamente rapida.

3. Deve haver uma alteragdo em alguma propriedade fisica ou quimica da solugao no ponto
de equivaléncia ou em suas proximidades.

4. Um indicador deve estar disponivel, e por uma mudanca em suas propriedades fisicas
(formacao de cor ou precipitado), defina claramente o ponto final da reacao.

A detecgéo do ponto final também pode ser feita medindo-se: o potencial entre um eletrodo
indicador e outro de referéncia (titulacao potenciométrica); a mudanga na condutividade elétrica
da solugéo (titulagao condutométrica); a corrente que passa por uma célula de titulagéo entre um
eletrodo indicador e um eletrodo de referéncia ndo-polarizado em uma determinada forca eletro-
motriz aplicada (titulagdo amperométrica); ou a mudanga na absorbancia da solugéo (titulagao
espectrofotométrica).

O grafico da resposta do sinal versus a quantidade de titulante adicionado é chamado de curva
de titulagao. Este sinal deve ser algum parametro com grande variagéo na regido do ponto de
equivaléncia, como o pH no caso de uma titulagdo potenciométrica de um acido com uma base
ou o valor da variavel R (vermelho) na mesma titulacdo com detecc¢éo digital de cor e com auxilio
de indicador. Nestes casos, as curvas de titulacdo assumem um formato sigmoidal como o da
Figura 1.
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Figura 1: Uma curva sigmoidal da titulagao de um &acido forte com NaOH.

Em titulagcbes como a da Figura 1, o ponto final pode ser representado como o ponto onde a
inclinagdo € maxima (primeira derivada do valor de pH atinge seu maior valor) e este é conside-
rado um ponto de inflexdo (segunda derivada atinge valor zero). Estas propriedades sdo a base
para a detecgdo automatica do ponto final de titulagbes potenciométricas.

Isto é valido para titulagbes que envolvem estequiometria de reagentes 1:1, sendo verdade
para boa parte das titulagdes acido-base e complexométricas . Para estequiometrias diferentes,
a curva nao é simétrica préximo ao ponto de equivaléncia e este ndo se encontra no centro da
regido abrupta da curva e ele ndo é um ponto de inflexdo exemplificado pela Figura 2. Na pratica,
as condi¢des sdo escolhidas de modo que as curvas sejam abruptas o suficiente para que este
ponto seja uma boa estimativa do ponto de equivaléncia independentemente da estequiometria.
[19]
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Figura 2: Curva de titulagao de acido diprético com NaOH.

As reacOes empregadas em andlises volumétricas pertencem a quatro classes principais:

1. Reagbes de neutralizacdo: Sao largamente utilizadas para determinar quantidades de &ci-
dos e bases. Também podem ser utilizadas para monitorar o progresso de reagbes que
produzem ou consomem ions hidrogénio. Estas reacdes incluem a titulacdo de bases li-
vres (ou aquelas formadas de sais de acidos fracos por hidrélise) com um acido padrao e
a titulagdo de acidos livres (ou aqueles formados pela hidrélise de sais de bases fracas)
com uma solugao de base padrdo. Nesta categoria também se incluem as titulagbes em
solventes ndo-aquosos. [1]

2. Reacodes com formacao de complexos: Sao utilizadas para a determinagéo de cations. Nes-
tas reagoes, um ion metélico reage com um ligante adequado para formar um complexo e o
ponto de equivaléncia é determinado por um indicador ou método instrumental apropriado.
No caso de titulagdes volumétricas, o acido etilenodiaminotetracético, comumente como sal
dissodico de EDTA, é um importante reagente para este tipo de titulacao. [18]

3. Reacbes de precipitagdo: Baseiam-se em reagdes que produzem compostos idnicos de
solubilidade limitada. Embora a taxa lenta com que os precipitados sejam formados limite
o nimero de agentes precipitantes que podem ser utilizados, um Unico agente precipitante,
o nitrato de prata, pode ser utilizado para realizar a determinacéo de halogenios, mercap-
tanas, acidos graxos e muitos outros anions inorgéanicos bivalentes. [1]

4. Reagles de oxi-redugdo: Estao inclusas todas as reagdes que envolvem mudangas no
nuamero de oxidagéo ou transferéncia de elétrons entre os reagentes. As solucbes padrao
utilizadas séo agentes redutores ou oxidantes. [1]

As reacgdes utilizadas sdo descritas a seguir para que seja verificado como ocorre as transi¢coes
de cores nas titulacdes estudadas e para entender algumas peculiadridades e problemas que
surgem ao realizar estas determinagdes.



2.1.1 Titulacao de Neutralizacao: acido acético e hidroxido de s6dio

O objetivo de titular uma solugéo acida com uma solugao alcalina padrdo é determinar a qua-
tidade de acido que é exatamente equivalente a quantidade de base presente. Este é o ponto
de equivaléncia e a solugdo remanescente contém o sal correspondente a reacao realizada. Se
ambos forem eletrélitos fortes, a solug@o sera neutra e possuirda um pH de 7. Se um destes for
um eletrolito fraco, o sal sera hidrolisado até certo ponto e a solugdo no ponto de equivaléncia
sera levemente acida ou alcalina. Para qualquer titulagéo, o ponto final correto sera caracteri-
zado por um valor finito da concentragao de ions hidrogénio da solucdo, seu valor dependendo
da natureza do acido e da base presente e sua concentracdo em solugao.

Um grande nimero de substancias, chamados de indicadores acido-base, mudam de colora-
¢ao de acordo com a concentracdo de ions hidrogénio da solugdo. Estes compostos realizam
esta mudanca em determinada faixa de pH. A posicao deste intervalo varia imensamente com os
indicadores utilizados.

Acredita-se que as mudancgas de coloragao dos indicadores sdo devido a mudancas estrutu-
rais que inclui a produgéo de compostos de ressonancia. O indicador de fenoftaleina, utilizado
nas analises de neutraliza¢do passa pelas transformacgdes da Figura 3. Ao ser tratada com base
diluida o anel de lactona (1) se abre para formar o trifenilcarbinol (2) que perde agua e se trans-
forma em um composto resonante de cor vermelha (3). Em excesso de hidroxila, a cor vermelha
desaparece pela formacao do composto 4. [1]
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Figura 3: Transformagéo da fenoftaleina em uma reagao acido-base.

A reacao considerada, de acido acético e hidrdxido de sédio, se trata de uma reagédo de um
acido fraco com uma base forte e por isso, o pH no ponto de equivaléncia é em torno de 8,7.
Esta reagao pode ser representada pela seguinte equagao quimica:

CHgCOOH(aq) + NaOH(aq) — CHgCOONa(aq) + HQO(]) (1)

Esta reacéo é de facil execugéo e visualizagdo do ponto final pois ndo ha presenca de preci-
pitado e suas solugdes sao incolores facilitando a titulagdo. Cuidados devem ser tomados com



o pH das solugdes utilizadas pois as reagbes de neutralizagdo com estes indicadores sao extre-
mamente dependentes do valor de pH, como explicado acima.

2.1.2 Titulacdo de Complexacao: Dureza da agua

A determinagao de dureza da agua é realizada através da titulagado com EDTA na presenca
do indicador negro de eriocromo T. Os ions de calcio e magnésio presentes na amostra de agua
formam complexos com o indicador. Estes complexos, sdo menos estaveis do que aqueles
formados entre os metais e o EDTA. Ao titular a amostra com EDTA, ions livres destes metais
sao progressivamente complexados pelo EDTA até que os metais sao deslocados do complexo
M-In para deixar o indicador livre como na reag¢é@o abaixo:

M —In + EDTA — M — EDTA + In @)

A mudanca de cor do indicador € dependente da concentragéo de ions hidrogénio em solugao
e na faixa de pH de 7 a 11, em que o indicador apresenta uma coloragdo azul bem forte, mui-
tos metais formam complexos vermelhos de coloracdo extremamente sensivel, amostras com
concentragdes molares de 10~ de magnésio exibem uma distinta coloragdo vermelha com o
indicador.

O indicador negro de eriocromo T trata-se do 1-(1-hidréxi-2-naphtylazo)-6-nitro-2-naftol-4-sulfo-
nato de sodio e doa seu préton bem antes da faixa de pH 7 a 12, sendo de grande interesse para
ser utilizado como indicador de ions metalicos. Nesta faixa, a adicdo de sais metalicos produz
uma mudanca de coloragédo do azul para o vermelho como na reacao:

M?* + HD?~ (azul) — MD~ (vermelho) + HT (3)

Esta mudanca de coloracdo pode ser observada para os ions de Mg, Mn, Zn, Cd, Hg, Pb, Cu,
Al, Fe, Ti, Co, Ni e Pt. Para manter o pH (10) constante, uma solugcdo-tampao é é adicionada.
Quando ions Calcio sdo titulados com EDTA um complexo de célcio relativamente estavel é
formado e a transicdo do vermelho para o puro azul ndo acontece. Com os ions de magnésio
um complexo menos estavel é formado e, consequentemente, em uma titulagdo contendo ions
de calcio e magnésio na presenca deste indicador, o EDTA reage primeiro com os ions de célcio,
entdo com os ions de magnésio e finalmente com o complexo M-In. Como o complexo magnésio-
indicador é vermelho € o indicador livre é azul, a cor da solugdo muda de vermelho para azul no
ponto final.

Se ions de magnésio nao estiverem presentes em solugdo, estes devem ser adicionados pois
sao requeridos para a mudanca de coloracdo. Um procedimento comum é adicionar uma pe-
quena quantidade de cloreto de magnésio para a solugcao de EDTA antes de ser padronizada. [1]

2.1.3 Titulacao de Precipitacdo: determinacao de cloretos

Para determinar cloretos, uma solugdo neutra de ions cloreto com nitrato de prata, uma pe-
quena quantidade de solugédo de cromato de potassio € adicionada para servir como indicador.
No ponto final, os ions cromato se combinam com os ions prata para formar o cromato de prata,



um composto vermelho quase insollvel. Esta reagcao deve ser conduzida em uma solugéo neutra
ou levemente alcalina, na faixa de pH entre 6,5 - 9. Em solucao &cida, a seguinte reacao ocorre:

2Cr03™ + 20t < 2HCrO; ¢ Cr0%™ + Hy0 (4)

O HCrOj; é um &cido fraco, consequentemente a concentragéo de ions cromato é reduzida
e 0 produto de solubilidade do cromato de prata pode néo ser excedido. Em solugées muito
alcalinas, hidréxido de prata pode ser precipitado.

Em pH neutro, conforme o nitrato de prata vai sendo adicionado, um precipitado de cloreto de
prata é formado conforme a reagédo abaixo:

Ag?;q) + Cl(;q) — AgCI(S) (5)
Quando todos os ions cloreto tiverem reagido, o nitrato de prata em excesso adicionado ira
reagir com os ions cromato para formar o precipitado de cromato de prata.

27
2Ag2;q) + CrOj,q) = Ag2CrOy) (6)

A concentrag@o de ions cromato em solugdo € muito importante e deve ser considerada na
preparacao do procedimento. Concentragdes elevadas sao marcadas por um distinto laranja na
solucéo que torna dificil detectar o aparecimento da coloragdo do cromato de prata.

O produto de solubilidade do cromato de prata aumenta com a elevagéao de temperatura entao
estas titulacoes devem ser conduzidas em temperatura ambiente. [18]

2.1.4 Titulacao de Oxi-reducao: determinacao de acido ascoérbico

A determinacdo de acido ascérbico é realizada através de uma titulacdo com uma solucao
contendo iodo. O potencial de reducéo do sistema reversivel dado pela equagéao 7 é 0,5345 V.
Esta equacao refere-se a uma solugao saturada na presenca de iodo sélido. Esta meia-reagao
ird ocorrer quando a concentragdo de ions iodeto for relativamente baixa por exemplo, em uma
titulagdo do iodo com um agente oxidante forte como o permanganato de potassio. No comeco,
quando h& um excesso de ions iodeto, o ion tri-iodeto é formado:

Ly + 2e ¢ 21~ 7)
Lyag +17 ¢ I3 (8)
A reacao é entdo melhor escrita como:

I3 +2e « 317 (9)

lodo ou o ion tri-iodeto é um agente oxidante muito mais fraco do que permanganato de potas-
sio, dicromato de potassio ou sulfato de cério (IV). Na maioria das titulagdes diretas, uma solugéo
de iodo e iodeto de potassio € empregada.



Na titulagdo de oxi-reducao do acido ascorbico, o ion tri-iodeto atua como agente oxidante do
acido através da seguinte reagao:

CﬁHSOﬁ(aq) + I;( + H,O — CGHGOG + 3 + 2HT (1 0)

aq)

Desde que a vitamina C permaneca em solugao, o ion tri-iodeto reage rapidamente e é conver-
tido para iodeto. Entretanto, quando toda a vitamina C do complexo estiver oxidada, iodeto e o ion
tri-iodeto estardo presentes. Estes reagem com o amido para formar um complexo azul-negro,
visivel a concentragées muito pequenas de iodo. A sensibilidade da cor é tal que a coloracdo azul
¢ visivel quando a concentragéo de iodo € de 2x10~> M e a concentragio de iodeto é maior do
que 4x10~* M a 20 °C. A sensibilidade de cores decai com o aumento da temperatura da solugéo.
A 50 °C, a sensibilidade é cerca de dez menor do que a 25 °C. A sensibilidade também diminui
com a adicdo de solventes como o etanol, nenhuma cor é obtida em solugbes contendo mais
do que 50 % de etanol. O amido nao pode ser utilizado em um meio fortemente acido devido a
hidrélise do amido.

Amidos podem ser separados em dois componentes majoritarios, amilose e amilopectina, exis-
tentes em diferentes proporgcdes em varias plantas. Amilose, um composto de cadeia nao rami-
ficada, abundante no amido da batata, d4 uma cor azul com o iodo e a sua cadeia assume uma
forma de espiral. Amilopectina com sua estrutura de cadeia ramificada, forma um composto
purpura vermelho, provavelmente por adsorgao.

A grande vantagem do amido é seu custo e ele possui uma série de desvantagens: insolu-
bilidade em agua fria; instabilidade das suspensdes em agua; o complexo formado com o iodo
€ insoluvel, o que impede sua adicdo no inicio da titulacdo (é recomendado que o amido seja
adicionado apenas bem perto do ponto final); algumas vezes, um "deslocamento"do ponto final
ocorre, marcado quando as solugdes se encontram diluidas.

A maior parte das desvantagens deste indicador estdo ausentes no amidoglicolato de sédio.
Ele é prontamente sollvel em agua quente e sua solugédo é estavel por muitos meses. Ele ndo
forma um complexo insollvel com iodo e este indicador pode ser adicionado em qualquer estagio
da reacgdo. O ponto final dado pelo indicador é intenso e ndo ha deslocamento do ponto final. [1]

2.2 Titulag6es Automaticas

Como titulagdes volumétricas séo procedimentos que podem se tornar laboriosos, muitas ten-
tativas foram realizadas para automatizar o procedimento. Desde a década de 1930 [20], varias
publicacdes descreveram alguma forma de titulador automatico, parcial ou total. No sentido de
automatizar o processo de titulagdo, pode-se dividir o procedimento de duas formas:

1. Quanto a forma de adicdo de titulante: o advento de bombas de seringa e peristalticas
permitiu realizar adigbes de titulante com maior preciséo em todos 0s niveis, possibilidade
de automacgao das etapas preliminares (adigdo de reagentes e descarte de residuos), além
de aumentar a frequéncia analitica. Um novo tipo de titulagdo tambémm se tornou possivel
com as bombas automaticas e tecnologia de injecao em fluxo (FIA): as titulacoes em fluxo
continuo. [21]
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2. Quanto a forma de detecg¢édo do ponto final de titulagido: a detecgao automatica do ponto
final é vantajosa no que diz respeito a eliminar erros sistematicos oriundos da subjetividade
com que se determina esse ponto em titulagcdes colorimétricas. Deteccdes espectrofoto-
métricas e potenciométricas sdo as principais formas de medicao atualmente, embora a
tecnologia de imagens digitais tenha demonstrado recentemente seu potencial [5]. Aliada
a programacao de computadores, algoritmos podem ser utilizados para calculo automatico
do ponto final [22].

Na década de 1920, as industrias necessitavam imensamente de controle de pH preciso em
seus processos, especialmente no refino de cana-de-agucar. Eletrodos de pH comerciais s6
ficaram disponiveis durante a década de 1930. Um dos primeiros equipamentos (e que pode
ser considerado um titulador) foi desenvolvido e aplicado em uma refinaria de cana-de-aglcar
em Porto Rico. Este equipamento utilizava um eletrodo de tungsténio-calomelano e dispensava
carbonato de so6dio sélido para controle (fazendo dele um titulador gravimétrico). Entretanto
a falta de conhecimento na época a respeito das reagbes com o carbonato de sédio impediu
sua implementacdo total. N&o era entendido como o sinal deveria responder as adicoes de
titulante. [20]

Nesta época, os eletrodos eram muito lentos para atingir o equilibrio, muito complexos para uso
em uma fabrica, muito vulneraveis a contaminacdes e havia muitas variagdes em sua calibracao.
Holven [23], em um estudo publicado em 1929, concluiu que até que houvessem eletrodos con-
fiaveis, controles de pH ainda teriam que esperar.

No mesmo ano, dois quimicos da Universidade de Nova York desenvolveram um titulador au-
tomatico que fazia uso de uma fotocélula para para detectar a mudanca de cor de um indicador.
Um relé era usado para acionar a bureta e quando ocorria a viragem do indicador, outro relé
acionado pela fotocélula fechava a bureta no ponto final da titulagao [20].

Em 1943, quimicos trabalhando em uma companhia de combustiveis desenvolveram e auto-
matizaram um titulador para andlise de mercaptanas em gasolina. O dispositivo era desenhado
para uso de um operador ndo-treinado e o ponto final da titulagéo era determinado medindo-se 0
potencial da célula. Apés esse fato, uma gama de tituladores automaticos comecaram a apare-
cer na literatura. Em 1948, cerca de nove tituladores potenciométricos tinham sido descritos. Um
destes, utilizava uma seringa ligada a um motor para adicionar o titulante e sua velocidade podia
ser variada para obter diferentes velocidades de titulagédo. [20]

A década de 1960 trouxe as titulagbes espectrofotométricas, onde uma célula de titulagao
podia ser colocada no lugar do compartimento de amostra e uma valvula solenoide controlava a
abertura e fechamento da bureta. Dispositivos de gravacao que calculavam primeiras, segundas
e terceiras derivadas também ficaram disponiveis e comecaram a ser utilizados para calculo
do ponto final. Durante esta década, Mullen descreve que varias publicagbes automatizavam e
testavam métodos classicos de titulagdes acido-base ou complexométricas [24].

Com o advento dos microprocessadores e computadores, grande interesse comegou a ser
mostrado para converter as informagdes obtidas dos registradores para os computadores da
época. Varios trabalhos foram publicados utilizando conversores analégico-digitais (A/D) para
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filtrar e amplificar o sinal de tituladores da época. Os dados eram processados em computadores
para gerar graficos de erro, curvas de titulacdo e deteccdo automatica do ponto final [25] [26].
Nas décadas de 1970 e 1980, trabalhos envolvendo analises em fluxo e titulagdo comegaram a
demonstrar o interesse crescente em criar uma forma de método com minimo envolvimento do
operador [27] [28] [29].

Em 1983, um grupo de pesquisadores utilizou um LED (diodo emissor de luz) vermelho e um
fotoresistor para detectar o ponto final na determinagao de dureza da agua. Os resultados ob-
tidos foram muito semelhantes aos realizados com titulagdes manuais. Apesar de ser utilizado
para apenas uma determinacao, LED de outras cores poderiam ser utilizados para outras deter-
minagodes [30].

Com o procedimento de titulacdo praticamente todo automatizado, nas décadas de 1990 e
2000 muitas tentativas de otimizagdo com variados graus de sucesso foram utilizadas. Os ti-
tuladores em fluxo da época sofriam de baixa precisdo apesar da elevada frequéncia analitica
e muitas tentativas foram realizadas para corrigir esses efeitos. Varias técnicas foram testadas
para diminuir quantidade de reagentes, aumentar precisdo e exatiddo das medidas ou facilitar
a conducao de muitas titulagdes (redugéo de tempo e necessidade reduzida de habilidade téc-
nica) [31] [22] [32] [33].

Estas novas caracteristicas dos procedimentos de titulagdo possibilitaram que a metodologia
seja aplicada para variadas finalidades no sentido de obter eficacia e eficiéncia ao se reduzir
a quantidade de reagentes necessarios ao mesmo tempo em que sejam obtidos ganhos de
exatidao e preciséo, além de reduzir o tempo de analise e eliminar a subjetivade com que se
determina os pontos finais. Além disso, estas caracteristicas sao um passo a ser dado para
miniaturizar o equipamento de titulagao e realizar determinagdes in situ. O controle fino da adigéo
de titulante & uma etapa critica para que isto aconteca devido a relacdo existente entre a mesma
e o volume de amostra. S6 é possivel reduzir o volume de amostra se este controle for obtido.

2.3 Imagens Digitais

Dispositivos de carga-acoplada (CCD) séo dispositivos que realizam movimentagéo de cargas
elétricas. Usualmente, estas cargas sao convertidas em sinais digitais que podem ser interpreta-
dos por um computador pessoal ou microchip. O CCD é largamente utilizado em imagens digitais
para construcdo de cameras de video e maquinas fotograficas. Em um dispositivo para captura
de imagens, esta é projetada através de uma lente em uma matriz (bidimensional no caso de
cameras) de capacitores (regiao fotoativa feita de uma camada de SiO,). Cada capacitor entao
acumula uma carga proporcional a intensidade da luz naquele local. Um circuito de controle (O
CCD propriamente dito) faz com que cada capacitor transfira seu conteddo a seu vizinho. O
ultimo capacitor lanca sua carga em um amplificador que converte este sinal em uma voltagem.
Repetindo esse processo, o circuito converte todo o conteldo da matriz em uma sequéncia de
voltagens que podem ser digitalizadas e armazenadas.

Dispositivos semelhantes, os sensores CMOS (do inglés, Complemetary Metal-oxide semicon-
ductor), constituidos de um circuito integrado conectado a uma matriz de sensores de pixel (cada
um contendo um fotodetector e um amplificador), surgiram como uma alternativa ac CCD por se-
rem mais baratos e mais rapidos. Além disso, eles geralmente consomem menos energia e sao
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mais faceis de construir. Eles sdo comumente utilizados em cameras de celulares, webcams e
cameras digitais de bolso.

A luz projetada nos sensores CMOS gera um sinal que pode ser interpretado de diversas
maneiras digitalmente. Nao s6 quanto a sua intensidade mas também quanto a seus parametros
de cores. Um modelo de cores é um modelo matematico que descreve como as cores podem
ser representadas por nimeros e ao aplicar um modelo especifico é possivel extrair informagdes
relacionadas as cores do objeto de estudo. E possivel entdo, utilizando a eletrénica correta e
ferramentas de programagéo, converter os sinais em diversas formas existentes de interpretar as
cores. Modelos como CIE XYZ (do francés, Commission Internationale de I'eclairage) RGB (do
inglés, Red, Green, Blue, HSV (do inglés Hue, Saturation, Value), HSL (do inglés Hue, Saturation,
Lightness) e CMYK (do inglés, Cyan, Magenta, Yellow, Black) s&o alguns dos tipos disponiveis.

O sistema de cores aditivas RGB € de particular interesse para a quimica analitica moderna.
Este sistema separa as informagbes de luz em trés cores (vermelho, verde e azul) que se adicio-
nam para formar um espectro complexo. Cada cor é representada digitalmente por um canal de
8 bits (0-255) gerando mais de 16 milhées de cores possiveis. Sua facil correlagdo com a visao
humana (antes da era digital o sistema RGB possuia uma sélida teoria baseada na percepgao
humana das cores), fez com que praticamente todo dispositivo que lide com interpretacédo de
imagens utilize uma variagéo deste modelo de cores. O fato do sistema ser de trés varidveis, o
torna atrativo pela facilidade de interpretacéo dos resultados, possibilitando uma boa compreen-
sao de reagdes que podem ser analisadas por uma titulagao colorimétrica. Trabalhos envolvendo
a discriminagao de alimentos [6] através de seu formato e coloracédo e quantificacdo de sulfito em
bebidas [34] sdo algumas das aplicagbes. Isto é possivel gracas a possibilidade de relacionar os
valores de RGB da imagem como um todo a parametros pré-selecionados através de algoritmos
especialmente preparados.

O primeiro trabalho publicado envolvendo a utilizagao do sinal de RGB para a quantificagcao da
concentracdo de analitos foi proposto por Maleki et al. em 2004 para quantificacdo simultanea
de AI** e Fe3t em ligas metalicas utilizando um agente cromogénico [35]. Uma rede neural foi
utilizada para relacionar os valores de RGB as concentra¢ées de analitos. Devido a complexidade
da interpretagao de resultados, o uso de uma rede neural pode facilitar a pesquisa e otimizagao
de um método de quantificagao.

Em 2006, um grupo de pesquisa brasileiro desenvolveu um titulador automatico utilizando uma
camera CCD WebCam para deteccdo do ponto final. Foram estudadas as titulagbes de HCI e
H3PO,4 com NaOH. A solugéo era titulada enquanto recirculava e passava por uma célula de fluxo
onde a camera fazia a leitura dos valores de RGB. Para detecg¢ao do ponto final, os valores de
RGB foram combinados para gerar o sinal e utilizado para construir curvas de primeira e segunda
derivadas para deteccdo do ponto final. Os valores de precisdo e exatidao foram comparados
com titulacao espectrofotométrica e boa compatibilidade foi encontrada [5]. Em 2009, o mesmo
grupo adaptou o uso de uma camera CCD para utilizar em conjunto com um espectrofotdmetro
de chama [36].

Em 2010, Nazarenko e colaboradores testaram varias tecnologias de aquisicdo de imagens
(incluindo uma WebCam e um smartphone) para o desenvolvimento de um titulador automatico
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de baixo custo para uso em laboratdrios de ensino. Os pesquisadores adaptaram com sucesso
as titulacoes classicas de acido-base, complexométrica com EDTA e de precipitacao. [3]

Utilizando uma abordagem baseada em uma titulagdo, Kompany-Zareh et al (2012) realizaram
a determinagéo de Fe3+ em amostras de sangue utilizando uma cAmera CCD. O Fe?* é catalisa-
dor na oxidagao de corante indigo. Um produto incolor € formado e o tempo para esse produto
desaparecer depende da concentragdoo de Fe3*. Esse desaparecimento da cor foi gravado
como %RGB e utilizado para determinar o teor do analito [37].

Torres et. al, em 2011, demonstraram o potencial da detecgao digital ao determinar a aci-
dez de vinhos sem utilizar nenhum indicador, mostrando que cameras CCD e o sistema RGB
possuem boa sensibilidade para identificar pequenas variagées em imagens [10]. Outro grupo,
utilizando polimeros especialmente desenvolvidos conseguiram quantificar TNT [13] e Hg [38]
em meios aquosos em pequenas concentragbes. As mudangas de cores dos polimeros foram
correlacionadas com os valores de RGB obtidos por cameras de celulares.

Lima et. al desenvolveram em 2016 uma nova forma de titulacdo baseada na gravacao de ima-
gens com uma camera CCD e a rapida titulagdo de uma amostra. O sistema proposto, chamada
de analise em fluxo-batelada (FBA) mescla a elevada frequéncia analitica da analise em fluxo
com 0s pequenos volumes gastos de uma titulagdo em batelada miniaturizada. O sinal RGB é
gravado durante o tempo da titulagéo e utilizado em calculos para determinar a concentragao do
analito. Elevadas taxas de analise puderam ser obtidas, acima de 100 andlises por hora, apesar
de que variac¢des na viscosidade das solugbes possam acrescentar incertezas ao valor final [11].

2.4 Titulagao de Acgucares Redutores

No presente trabalho, foram realizadas titulagées que sdo extensamente descritas na literatura
e seus métodos sdo bastante semelhantes entre si. Para testar as capacidades do titulador, foi
escolhida um aplicacédo de grande interesse pratico e que apresentasse dificuldades utilizando a
metodologia existente onde a titulacao automatica RGB pudesse oferecer um ganho de exatidao
e/ou precisdo. A titulagdo de agucares redutores através de iodometria possui diversas meto-
dologias publicadas, exemplificando a dificuldade de reprodutibilidade dos métodos [16]. Além
disso, a metodologia perde bastante exatiddao (ou ndo é possivel realizar a andlise) quando as
amostras sédo intensamente coloridas [39].

Neste sentido, a forma objetiva como a camera webcam determina o ponto final pode ser uma
forma de eliminar estas dificuldades ou pelo menos minimiza-la.

Um acucar redutor € um carboidrato que, em solugéo basica, é oxidado por um agente oxi-
dante fraco (um agente capaz de oxidar aldeidos mas néo alcoois). A propriedade caracteristica
dos agucares redutores é que, em meio aquoso, produzem um ou mais compostos contendo
um grupo aldeido. Todos os monossacarideos sdo aglcares redutores, juntamente com alguns
dissacarideos, oligossacarideos e polissacarideos. Exemplos incluem: glicose, frutose, maltose,
galactose, cellobiose.
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Os monossacarideos podem atuar como agentes redutores pois possuem um grupo aldeido
(aldoses) ou um grupo cetona (cetoses) como é o caso da frutose. O grupo aldeido pode ser
oxidado via uma reacao redox ja as cetonas nao podem ser oxidadas sem a decomposicio do
acucar. As cetoses precisam primeiro passar por uma série de mudangas para produzir um grupo
aldeido e atuar como agucares redutores.

No caso dos dissacarideos, eles podem ser classificados como redutores ou ndo. Quando ha
a presenca de ligacoes glicosidicas entre seus carbonos anoméricos, ndo podem se converter a
uma forma de cadeia aberta e formar um grupo aldeido e por isso sdo classificados como nao
redutores. E o caso da sacarose e trehalose. A maltose, no entanto, mantém uma parte redutora
em sua estrutura que pode se converter a um aldeido. A Figura 4 ilustra a presenga destas
ligagcdes.

Ligacao Glicosidica

CH,OH CH,OH
HO > HO ouoE s M X
HO HO (0]
ol SaEelil OH Ho
HO OH
OH OH
Maltose (Reduton Sacarose (n’;gredutor)
CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH
O (0] O OH O
OH OH ES OH OH
H
OH O OH OH O
OH OH OH OH

Figura 4: Diferenca entre dissacarideos redutores e nao redutores.

A parte da mélecula com um carbono anomérico livre que nédo participa da ligacédo glicosidica
€ capaz de se converter a uma forma de cadeia aberta. Esta é a parte redutora do dissacarideo.
De forma similar, os polissacarideos também s6 possuem uma parte redutora se nao houver
ramificacoes.

Muitos acUcares podem ser considerados redutores, entre eles todos os monossacarideos, gli-
cose, frutose e todas as pentoses. Alguns dissacarideos como a maltose também sao redutores.
Estas substancias estdo presentes na matriz de uma gama de produtos naturais e sintéticos.
Estruturalmente, os aglcares redutores devem conter um grupo aldeido ou cetona capaz de ser
oxidado. Hexoses e pentoses em equilibrio com suas formas de aldeidos e cetonas se enqua-
dram nesta categoria.

Hexoses e pentoses possuem a caracteristica de existir em solugdo aquosa em duas ou mais
formas(ciclicas e ndo-ciclicas) em equilibrio. A forma nao-ciclica € menos comum e esta presente
em pequenas quantidades em vinhos e sucos. Em solugéo alcalina, os aglcares passam por uma
reacao e se transformar em suas versdes ndo-ciclicas. Esta forma possui um grupo aldeido no
final de sua cadeia e este grupo é oxidado.
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Tecnicamente, a frutose nao deveria se comportar como um agucar redutor em condi¢des nor-
mais porém a frutose pode ser convertida a glicose e mannose em condigdes alcalinas pelo
mecanismo de ceto-enol tautomerismo [40]. A reducdo da frutose com cobre também é atri-
buida pela decomposi¢ao da cadeia carbdnica, onde produtos com capacidades redutoras sao
formados. Frutose geralmente oxida mais rapido e a temperaturas mais baixas do que a glicose.

Na determinacao de acucares redutores, os agucares sao oxidados enquanto reduzem o cobre
de cobre (ll) para cobre (l) através de uma reagdo com o reagente de Fehling [41]. As reagdes
que ocorrem sao as seguintes:

2Cu?*t + AR — Cut 4+ produtos (11)
2Cu+ + 20H- — 2CuOH + Cuz0 + H,y0 (12)

A forma reduzida do cobre exibe uma coloragéo caracteristica amarelo/laranja/vermelho que
depende do sal de de cobre(l) formado. As mudangas de coloragcdo desta reacdo podem ser
complicadas pela oxidacdo e subsequente degradacdo dos compostos de agulcar. Variaveis que
influenciam nesta reacéo sédo o tipo e concentracao de acucares presentes, a concentragao de
base e a temperatura e tempo de reagdo. Baixas temperaturas e alta concentracdo de base
favorecem a formacao de um precipitado de 6xido de cobre.

Tartarato de sédio e potéssio séo incluidos na mistura de reagentes pois auxilia na precipitagédo
do 6xido de cobre ao mesmo tempo em que mantém os produtos oxidados dos aglcares e o
cobre (ll) em solucado. Esta substncia forma um complexo com os ios de cobre (Il) e impede
que estes precipitem como hidréxido de cobre (Il). Este ndo é um agente oxidante muito bom,
porém a alcalinidade garante que estes consigam realizar esta tarefa. fons cobre (1) nao formam
um complexo com o tartarato e precipitam da solucao.

Nesta reacao, o cobre esta presente em excesso e o cobre (Il) residual que permanece apdés
a reagcao com os aclcares é reduzido com iodo e determina-se a quantidade de cobre em uma
titulagao de retorno com tiossulfato de sédio. As reagdes ocorrem como abaixo:

2Cu?t + 21~ — 2Cut +1,
I + 29,03~ — 21~ + S,0;5

Existem muitos procedimentos diferentes para realizar esta determinagao, todos utilizando o
mesmo principio em esséncia porém com pequenas variacoes. As metodologias de Lane-Eynon,
Benedict, Luff-Schoorl, Musson-Walker, Somogyi-Nelson sdo descritas na literatura [42]. As mu-
dangas envolvem principalmente o complexante utilizado e a forma de conduzir a titulagdo. Para
determinacdes mais precisas, a metodologia mais utilizada é a descrita neste trabalho, a me-
todologia descrita por Rebelein [45]. Neste procedimento, realizam-se duas titulagées, uma do
branco e outra da amostra e assim erros provenientes das préprias caracteristicas do método
s$&0 minimizados.
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Nesta metodologia, um branco é realizado e se determina a quantidade de aglcares redutores
indiretamente através da quantidade de cobre existente no branco e na amostra. O complexante
utilizado é o tartarato de sédio e potassio. Outras metodologias utilizam citrato de sédio (mé-
todo de Benedict) [43] ou realizam adi¢cdes de substancias para corrigir efeitos de interferentes
(método de Luff-Schoorl) [44].
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3 Material e Métodos

Esta secéo trata da descricao do desenvolvimento do titulador automatico, do funcionamento e
operacionalidade do programa em C#, do preparo de solugbes e amostras e dos procedimentos
de andlises de todas as titulagbes consideradas, tanto no titulador construido quanto de forma
cléssica.

3.1 Desenvolvimento do Titulador Automatico

O titulador foi construido de forma a ser versétil e ao mesmo tempo robusto para poder realizar
uma série de reagdes diferentes com minima ou nenhuma modificacao das partes que o com-
pdem. Essencialmente, o procedimento que o equipamento realiza € semelhante ao realizado
em uma titulagdo comum. No entanto, a adicdo de titulante passa a ser feita com uma bomba-
seringa e a mudanca de cores registrada por uma camera webcam via computador que monitora
as mudangas de R, G e B e gerencia o volume adicionado de titulante. O titulador também é
equipado com uma agitador magnético lab-made. Para realizar as titulagbes RGB, um ambiente
de iluminacao controlada foi necessario. Neste caso, o béguer contendo a solucéo titulada per-
manece em uma camara fechada contendo um arranjo com 3 LED brancos. A Figura 5 mostra o
esquema utilizado.

Webcam

Valvulas

Tubo de teflon Arranjo LED
branco

~
Béquer _/G]

10 mL

Titulante

Bomba de seringa Agitador Magnético

Camara Escura

Figura 5: Esquema do titulador automatico.

A bomba-seringa utilizada, Hamilton PSD/4, é capaz de dispensar pequenos volumes com
elevada precisao (0,05%). O volume minimo dispensavel depende da resolucao utilizada e do
volume da seringa de vidro com émbolo de teflon que é conectada ao mddulo controlador. No
presente trabalho, uma seringa com volume de 5,00 mL (Model 1010.5 TLL SYR, Hamilton) foi
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utilizada de forma que incrementos de 0,21 uL ou 1,66 L podem ser conseguidos dependendo
da resolucéo escolhida.

Acoplada a bomba, uma valvula de 7 vias permite a conexdo com diferentes linhas de fluxo.
No caso deste titulador, apenas duas vias foram utilizadas, uma para abastecimento da seringa
com a solugéo de titulante e outra com destino ao béquer contendo o titulado. Tubos de PTFE
(politetrafluoretileno) com 0,8 mm de didmetro interno foram utilizados para o transporte dos
fluidos. A bomba-seringa foi conectada ao um microcomputador através de porta serial RS-232
e uma fonte AC/DC com saida de 24V e 2,0 A foi utilizada para realizar a alimentagao elétrica
para o equipamento.

Para armazenar o titulado foi utilizado um béquer de 10 mL com uma pequena barra magnética
de 0,5 cm de comprimento. O agitador utilizado foi montado no préprio laboratério a partir de uma
ventoinha para computadores, imas e um potenciométro para regular as rotagdes por minuto,
sendo posicionado abaixo do béquer.

Uma caixa de madeira de 23 x 22 x 15 cm foi utilizada para controle de iluminagéo fornecida
por uma lampada LED montada lateralmente ao béquer. Para obter uma luz difusa, uma pequena
tira de papel na frente do LED foi utilizada conforme ilustra a Figura 6

Tubo de teflon

Arranjo de LED branco

Figura 6: Imagem dentro do titulador. Vista por cima.

Para a captura de imagens e do sinal RGB foi utilizada uma camera CMOS webcam de 16 MP
(Modelo WC045, Multilaser) com uma lente de vidro de 2 camadas. Apesar de possuir um LED
proprio, a iluminacéo fornecida pela cdmera, posicionada acima do béquer, cria um brilho intenso
na area de aquisicao do sinal RGB, pois mesmo com iluminagédo minima, provoca sua saturagao.
A comunicagao entre o microcomputador e a cdmera era realizada através de uma conexao USB
e os parametros de imagem utilizados para a captura dos sinais séo listados na Tabela 1. As
fotos obtidas pela webcam possuiam uma resolugéo de 640 x 480.
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Tabela 1: Parametros da cAmera webcam.
Parametro | Valor

Brilho 128
Contraste 148
Saturacao 90

Nitidez 3

Gama 4

Luz de Fundo 1

O controle de todo o hardware, o controle da bomba-seringa e suas valvulas e aquisicao do
sinal RGB com a camera webcam, foi realizado por um microcomputador através de um software
escrito na linguagem C# descrito na subsecéo 3.2. A Figura 7 exibe o aparato experimental.

Figura 7: Titulador montado. (A) Caixa de ambiente de luz controlada com béquer e camera
webcam. (B) Bomba-seringa.

3.2 Programa em C#

O programa de computador em C# utilizado para controle do equipamento e aquisigao do sinal
RGB foi escrito utilizando a IDE (do inglés, Integrated Development Environment) Visual Studio
Express 2013. Foi utilizado um computador pessoal com processador Intel Core i3 2.93 GHz, 2
Gb de memaéria RAM e sistema operacional Windows 7.

O software final desenvolvido realiza todas as fun¢des basicas para condugao dos experimen-
tos e operagdo da bomba-seringa. O programa é capaz de executar as seguintes operagoes:

¢ Inicializagdo a bomba-seringa e ambientagao da seringa e tubos com a solugao de titulante.
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Comandos sao enviados a bomba que aspiram um volume de 1500 p L (cerca de 3 vezes o
volume do tubo que transporta a solugéo titulante até o béquer). Este volume é dispensado
e descartado.

e Procedimento de titulagdo preliminar no qual o titulante é adicionado de forma continua
enquanto o sinal RGB é registrado a cada segundo. Quando o sistema atinge determinada
variacao de cores (dependente de cada titulacdo), a titulacao é interrompida e estima-se
um volume onde o ponto final se encontra.

e Procedimento de titulacdo no qual primeiramente o titulante é adicionado até 80% do vo-
lume determinado na titulagcdo preliminar e depois acrescentado em pequenos volumes.
A cada pequeno incremento, um intervalo de tempo para aquisi¢ao do sinal é conside-
rado para homogeneizagao e estabilizacdo do sinal. As adi¢gdes continuam até um valor
pré-determinado, denominado de threshold, e a titulacao continua por mais 15 adigbes de
titulante.

 Modificagdo de parametros: E possivel selecionar os valores de varios parametros como:
incremento de volume, intervalo de captura das imagens, area e posicdo da regido de inte-
resse (regido de aquisicao do sinal RGB), volume da titulagéo preliminar e tipo de titulagao
a ser executada (neutralizagado, complexacao, precipitacao, oxi-reducao e de agucares re-
dutores). A ultima fotografia realizada também é exibida.

e Interface em tempo real: os valores de R, G e B sédo plotados em um gréafico a cada incre-
mento de volume, mostrando em tempo real a curva de titulagdo da reagao considerada.

e Utiliza um algoritmo especifico para cada titulacdo para determinacao de seu ponto final.
Este algoritmo pode ser construido com as 1°, 2° derivadas dos valores de R,G ou B ou
uma combinagao linear entre estes valores.

e E possivel inserir dados de entrada como concentragao do titulante e volume da amostra
que, em conjunto com o tipo de titulagdo escolhida, realizam ao final da titulagéo o calculo
da concentragdo do analito.

e Procedimento de limpeza: Para manter o correto funcionamento da bomba-seringa e ga-
rantir sua vida util, deve-se lava-la com pelo menos duas vezes seu volume com &gua
destilada.

A Figura 8 destaca os principais componentes do software exibidas em sua tela de interface
com o usudrio. E importante lembrar que, para que a coleta de dados seja coerente com as
imagens observadas, € preciso haver sincronia entre os comandos enviados a bomba-seringa
e a aquisicao do sinal RGB. Isto é obtido através da correta comunicag¢éo entre o software e a
bomba. E possivel obter valores para o status da bomba (ocupada ou nao) e também dados da
posicao absoluta da seringa. Desta forma , é possivel sincronizar e controlar com mais precisao
0s movimentos da mesma.

Independentemente do tipo de titulagao realizada, uma analise sempre é conduzida apds o
usuario adicionar a amostra e o indicador ao béquer e coloca-lo sob a camera. A janela de leitura
€ posicionada para obtencéo do sinal RGB e sdo realizadas as seguintes etapas de acordo com
a programacao do software:
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Figura 8: Tela de Interface do Usuério do programa em C#. 1. Video da titulacdo que ocorre.
2. Ajustes de Parametros. 3. Ajustes da camera. 4. Dados de entrada da titulagdo. 5. Inicia
procedimento de limpeza da seringa. 6. Inicia titulagdo preliminar. 7. Inicia procedimento comum
de titulagdo. 8. Prepara a seringa para os outros procedimentos. 9. Para qualquer procedimento
sendo executado. 10. Visualizagdo do sinal RGB coletado. 11. Requisita o status da bomba. 12.
Gréfico do sinal RGB exibido em tempo real. 13. Dados de saida (volume e concentragéo). 14.
Ultima fotografia obtida. 15. Log do programa.

1. Realiza-se a titulagdo preliminar onde uma vazao constante de titulante de 1 mL/min é
adicionada a uma amostra de sacrificio enguanto o sinal RGB é capturado a cada segundo.
Para cada titulagao, ha um valor maximo especifico de uma ou mais variaveis que compoéem
o sinal relacionado com a mudanga de cores nas vizinhangas do ponto de equivaléncia.
Quando este ponto é atingido, guarda-se a posicao da seringa onde isto aconteceu e este
volume é utilizado para realizar mais rapidamente outras titulagbes da mesma amostra.

2. Com uma nova amostra, realiza-se o procedimento de titulagao onde uma quantidade igual
a 80% do volume estimado na etapa anterior é adicionado rapidamente a uma vazao de
8,57 mL/min. Neste momento, nenhum sinal RGB é registrado. Apos a adigao deste vo-
lume, aguarda-se 30 segundos para homogeneizagao da mistura.

3. Atitulagcdo prossegue entdo na seguinte ordem, realiza-se uma determinada adi¢cdo de vo-
lume e aguarda-se um intervalo de tempo conforme foram definidos nos parametros (cada
titulacao possui valores pré-definidos).

4. Realiza-se a aquisi¢cao do sinal extraindo-se os valores de R, G e B de cada pixel dentro
da regido de interesse, um quadrado (ou retangulo) com tamanho e posi¢cdo determinadas
pelo usuario. O sinal RGB se torna a média dos valores destes pixels. Logo em seguida,
plota-se estes numeros em um grafico que vai sendo atualizado conforme novos valores
sdo recebidos.

Deste momento em diante, 0 que o programa executa depende do tipo de titulagdo sendo
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realizada. Apés adquirir o sinal RGB, o programa deve testar se estes valores correspondem de
alguma forma ao ponto final de titulagdo. Este teste consiste no algoritmo propriamente dito e,
de forma geral, funciona da seguinte forma:

1. Os valores obtidos de RGB séo utilizados para célculo de um valor especifico. Este valor
pode ser as 1° ou 2° derivadas dos valores de R, G ou B ou até uma combinagéo linear
entre estes valores.

2. Esse valor € comparado a um limite pré-definido chamado de threshold.
3. Dependendo do resultado desta comparacao, podem ocorrer duas situacgoes:

(a) se o valor for menor que o threshold, a titulagdo prossegue, retornando ao passo de
adigcdo de titulante.

(b) se o valor for maior que o threshold, a titulagdo prossegue mas apenas por mais 15
adi¢oes de titulante para compor um conjunto de dados mais amplo para a determina-
céo.

Quando a titulagdo chega a seu fim, um método matematico simples é aplicado em todos os
valores calculados e determina o ponto final da titulagdo. Estes métodos consistem em calcular
as derivadas pelo teorema do valor médio e, em seguida, calcular seus maximos ou minimos,
dependendo da necessidade. Os métodos para calculo destes valores sdo bem simples e se
encontram na biblioteca basica do C#. Os cinco métodos foram analisados para identificar que
tipo de curva produzia um sinal mais distinto e com pouco ruido. Foram avaliadas as seguintes
curvas descritas abaixo:

izacdo: 4R dG dB d°R d’G d’B
1. Neutralizagéo: $57, v 7v» qv2» qv2 vz~

5A~- dR dG dB dR dG dB dR dG dB dR
2. Complexagdo: gy, v, qvrav —avoav T aveav T av —av R — G

iDi 530 dR dG dB dR dG
3. Precipitagéo: ¢, &% v v — v

. z~. dR dG dB d?R d?G d°’B
4. Oxi-redugao: AV dvo dvo dv2 s dvzo ave -

¢ . dR dG dB d°R d’G d°B
5. Acucares Redutores: 4y, 5, §v» qvz> av2s ave -

Para construir os algoritmos, foram selecionadas as seguintes curvas e os seguintes thresholds,
incluindo os thresholds das titulagdes preliminares.

1. Neutralizagéo: ﬁ%‘ e -2000 de threshold.
2. Complexagdo: R — G e 0 de threshold.
3. Precipitacao: % — % e 1500 de threshold.

4. Oxi-redugdo: & e -2000 de threshold.

5. Acucares redutores: % e 3 de threshold.

O threshold para a titulagéo de agucares redutores é bem menor que os outros, pois quando
este algoritmo foi construido, ja havia sido incluido em seu método uma forma para calculo da
derivada em relagéo ao volume utilizado e ndo com os pontos da titulacdo. Neste caso, é neces-
sario amplificar o sinal por um valor K de 10000. No caso da titulacdo de acucares isto nao foi
necessario.
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3.3 Reagentes e Solucoes

Todos as solugdes utilizadas foram preparadas em agua purificada por osmose reversa. Para
facilitar o raciocinio, os reagentes e seu preparo foram organizados conforme a titulagdo em que
sao utilizados.

3.3.1 Titulacédo de Neutralizacao

Uma solugao de fenoftaleina (Synth, PA-ACS) 1% foi preparada dissolvendo-se 1,00 g do re-
agente em 50 mL de etanol (Anidrol, 99,5%) e depois completado o volume para 100 mL com
agua.

Uma solugéao de NaOH (Sigma-Aldrich, 98%) 0,1 mol/L foi preparada dissolvendo-se 4 g de hi-
dréxido de s6dio em 1,00 L. A solugéo foi padronizada em uma titulagdo com biftalato de potassio
(Sigma-Aldrich, 99,95%) 0,1 mol/L preparado com o reagente seco em estufa a 110 °C por duas
horas antes do preparo de solugdo. Para a padronizagao utilizou-se o indicador de fenoftaleina
preparado anteriormente.

3.3.2 Titulacao de Complexacao

Para preparar uma solugao de EDTA (Vetec, 99%) 0,001 mol/L, 0,3722 g do reagente seco em
estufa a 80 °C foi dissolvido em 1,00 L de 4gua. A padronizagao foi realizada com uma solugao
de Ca?* 0,001 mol/L preparada da seguinte forma: 0,05 g de carbonato de célcio (Synth, 99%)
seco por duas horas em estufa foram dissolvidos em 25 mL de agua destilada e 5 ml de HCI
(Chemco, 36,5%) concentrado. Depois de dissolver todo o carbonato, a solugéo foi fervida por 3
minutos para expelir o diéxido de carbono e transferida para um baldao de 500 mL para ter seu
volume completado. O EDTA foi padronizado titulando-se 25,00 mL da solugéo de ions Ca?*
adicionada a 10 mL de solugao-tampao pH 10 e com indicador negro de eriocromo T.

Uma solugdo-tampao pH 10 foi preparada a partir de 142 mL de uma solu¢@o de hidroxido
de amdnio (Vetec, 29%). Medindo-se o pH da solugao, adicionou-se cloreto de amoénio (Vetec,
99,5%) suficiente até que o pH da solucdo fosse ajustado em 10. Em seguida, transferiu-se a
solucao para baldao volumétrico de 250 mL e completou-se seu volume com agua.

O indicador de negro de eriocromo T (J.T. Baker) foi preparado primeiramente misturando-se
0,20 g do indicador a 40 g de NaCl (Dinamica, 99%). Uma mistura de 30 mL de agua destilada e
10 mL de etanol foi utilizada para dissolver o indicador. A solugéo foi filtrada e acondicionada em
um frasco de vidro &mbar de 40 mL.

3.3.3 Titulacao de Precipitacao

Uma solugéo do indicador cromato de potassio KoCrO,4 5% (Synth, 99%) foi preparada dissol-
vendo-se 5 g do reagente em 100 mL de dagua. Uma solugéo padrao de Cloreto de Sédio (Dina-
mica, 99%) 0,05 mol/L foi preparada dissolvendo-se 1,461 g do sal puro e seco em 500 mL de
agua destilada.
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Uma solugao de Nitrato de Prata (Merck, 99,8%) 0,05 mol/L foi preparada dissolvendo-se
8,4935 g do sal em 1,00 L de agua. A solucdo foi padronizada através da titulagdo de 25 mL
da solucao de Cloreto de Sédio 0,05 mol/L na presenca de 1 mL do indicador cromato de potas-
sio. Um branco também foi titulado envolvendo uma quantidade de agua igual ao volume final da
solugéo titulada. Este branco foi titulado com o nitrato de prata até que a cor do branco corres-
pondesse a da amostra titulada e o volume obtido era descontado nas titulagdes posteriormente.

3.3.4 Titulacao de Oxi-reducao

Solugdes de vitamina C foram preparadas a partir de pastilhas comerciais de trés marcas
diferentes, dissolvendo-se o comprimido (4 g) moido em 250 mL de agua. A solugédo de I, 0,05
mol/L foi preparada dissolvendo-se 20 g de iodeto de potassio (Dinamica, 99%)(livre de iodato)
em 30 a 40 mL de &4gua em um baldo de 1,00 L provido de rolha esmerilhada. Uma massa
de 12,7 g de iodo ressublimado foi transferida para o balao e agitado a frio para dissolver todo
o iodo. Apds a temperaura da solugdo normalizar, completou-se o volume com agua destilada.
Para armazenamento, a solucao foi acondicionada em frascos de vidro &mbar e mantida em local
escuro e fresco.

Para a padronizacdo do iodo, uma solucao de tiossulfato de sédio (Dindmica, 99,5%) 0,05
mol/L foi preparada dissolvendo-se 12,4105 g de NaS>0O3 em 500 mL de agua. A esta solugao,
acrescentou-se 50 mL de solugao de NaOH 1 mol/L e completou-se o volume do baldo para
1,00 L. A solucao de tiossulfato foi padronizada com uma solucao de iodato de potéassio (Ecibra,
99,5%) 0,02 mol/L preparada dissolvendo-se 4,28 g do sal em agua e completando seu volume
em baléo aferido de 1,00 L. Uma aliquota de 25 mL desta solugéo foi tratada com 1 g de iodeto de
potassio solido e 3,00 mL de &cido sulfurico (Vetec, 95-99%) 1,0 mol/L. Esta solucao foi titulada
com o tiossulfato até ficar amarelo palido e diluida para 200 mL, foi adicionado 2,00 mL de solugéo
de amido e continuado a titulagao até o desaparecimento da cor azul. O mesmo procedimento
foi realizado com a solugao de iodo.

Uma suspensao de amido (Dinamica) foi preparada fazendo-se uma pasta com 0,1 g de amido
soluvel e agua e transferindo-se a mesma, com agitacdo constante, a 100 mL de agua em ebuli-
cao. Depois de ferver por 1 minuto, a suspensao foi deixada para esfriar e depois adicionou-se 2
g de iodeto de potassio. Ela era mantida em um frasco arrolhado e sempre preparada antes das
andlises realizadas.

Uma solugéo padrédo de acido ascorbico (Sigma-Aldrich, 99%) 0,05 mol/L foi preparada dissol-
vendo-se 0,8806 g do reagente em agua. Em seguida, transferiu-se este contetido para um balédo
de 100 mL e completou-se seu volume. Uma solugdo sempre era preparada antes do uso devido
a facil oxidacao do &cido ascérbico.

3.3.5 Titulacao de acucares redutores

Uma solucdo de sulfato de cobre pentahidratado (Dinamica, 98%) foi preparada dissolvendo-
se 41,92 g do reagente em 600 mL de 4gua tratada com 1,0 mL de &cido sulfarico concentrado
(Vetec, 95-99%). ApOs a completa dissolucdo do reagente, a solugéo foi transferida para um
baldo de 1,00 L e completou-se seu volume com agua.
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Preparou-se uma solugdo de tartarato de sédio e potassio (Dindmica, 99%) dissolvendo-se
346 g do sal tetrahidratado em 600 mL de agua destilada. Por sua dificil dissolugao, a mistura foi
colocada em um banho ultrass6nico. Apés a dissolucdo do sal, foi adicionado 80 g de hidréxido
de sodio (Sigma-Aldrich, 98%). Apds a solucao esfriar, transferiu-se a solugdo para um balédo
aferido de 1,00 L e completou-se seu volume.

A solucao de iodeto de potassio (Dindmica, 99%,) foi preparada pesando-se 300 g do reagente
e realizando sua dissolugdo em uma mistura de 600 mL de agua e 100 mL de hidréxido de sédio
1 mol/L.

Uma solucdo de acido sulfdrico (Vetec, 95-99%) 28% foi preparada adicionando cautelosa-
mente 175 mL de &cido sulfurico concentrado a 825 mL de agua. Apds sua homogeneizacao e
diminuigao da temperatura, foi acondicionada em frasco ambar.

Uma solucdo de amidoglicolato de sddio (Dindmica) foi preparado pesando-se 20 g de iodeto
de potéssio e o dissolvendo com uma pequena quantidade (cerca de 15 a 30 mL) de uma solugéo
preparada com 500 mL de 4gua e 10 mL de hidréxido de sédio 1 mol/L. O restante da solugéo foi
utilizado para dissolver 10 g de amidoglicolato de s6dio sob agitacdo magnética. Em seguida, a
mistura foi aquecida até a completa dissolu¢ao do reagente (a solugao passa de branca a uma cor
opalescente). Aguardou-se a mistura esfriar e o iodeto de potassio foi adicionado. Transferiu-se
a solugéo para um baldo de 1,00 L e completou-se seu volume.

Uma solugao de tiossulfato de sodio (Dinamica, 99,5%) foi preparada dissolvedo-se 13,78 g
de tiossulfato pentahidratado em agua. Adicionou-se 50 mL de hidréxido de s6dio 1 mol/L e
completou-se seu volume para 1,00 L. A solucéo foi padronizada conforme descrita na se¢éo
3.3.4.

Uma solugéo de hidréxido de sédio (Sigma-Aldrich, 98%) 1 mol/L foi preparada dissolvendo-
se 40 g do reagente em agua e aguardado esfriar para completar seu volume para 1,00 L de
solucao.

3.4 Avaliacao dos Algoritmos propostos para deteccao dos pontos finais

Para avaliar o comportamento do sinal RGB frente a diferentes titulagdes e construir algoritmos
capazes de determinar o ponto final das reacées com precisdo e exatidao, um nimero variado
de amostras foi titulado e os dados de RGB foram armazenados para posterior aplicagao dos
algoritmos. Isto foi feito com o intuito de gerar um numero suficiente de andlises onde os al-
goritmos pudessem ser testados e avaliados quando comparados a uma titulagdo volumétrica
classica por seu erro relativo e desvio-padrdo associado as analises. Foram avaliadas amostras
de vinagre (neutraliza¢do), 4gua mineral (complexagéo), agua de coco (precipitacdo), vitamina
C (oxi-reducéo) e amostras de glicose, cerveja e vinho (agucares redutores). Os estudos foram
divididos em sec¢des para cada tipo de titulacao.

3.4.1 Neutralizacdo: Amostras de Vinagre

A primeira titulagdo consistiu na determinagéo do teor de 4cido acético em amostras de vinagre
através da titulagdo com hidroxido de sédio na presenca do indicador de fenoftaleina. Foram
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analisadas (em triplicata) amostras de seis marcas diferentes. A Tabela 2 retine as informagdes
a respeito das amostras:

Tabela 2: Amostras de vinagre comerciais.

Numero | Tipo | Marca [ [HAC](%V/V)
1 Vinagre de Arroz Miyako 4,5
2 Vinagre de Macga Qualita 4,5
3 Vinagre de Vinho branco | Castelo 4,5
4 Vinagre de Vinho tinto | Castelo 4,5
5 Vinagre de Vinho tinto | Qualita 4,5
6 Vinagre temperado Kenko 4,5

Para os ensaios com o titulador automatico, as amostras de vinagre foram preparadas reali-
zando a diluigao, diretamente no béquer de anélise, de 130 L de vinagre, 2 mL de 4gua e 3
gotas de indicador. Uma regido de interesse de 37 x 38 pixels foi utilizada para captura do sinal
RGB e esta foi posicionada de forma que a agitacao e tubo de adicido de titulante ndo interferisse
na aquisicdo de imagens. Este tubo sempre era posicionado no fundo do béquer para promover
melhor homogeneizagao durante a agitagdo. As amostras foram tituladas com NaOH 0,1 mol/L
até que tivessem ultrapassado o ponto final de titulagdo. Foi utilizado um incremento de volume
de 20 uL e um intervalo de leitura de 8 segundos.

A titulacdo classica foi realizada com 4,00 mL de vinagre e diluindo este volume para cerca
de 50 mL com agua. Apds adicionar 3 gotas de fenoftaleina, as amostras foram tituladas com a
NaOH 0,1 mol/L utilizando uma bureta de 50,0 mL (precisao 0,1 ml).

Os sinais coletados e suas respectivas imagens foram analisados para verificar que tipo de
transformacao (1° e 2° derivada) de um ou mais valores (R, G, B ou uma combinacao destes)
pudesse gerar uma forma de determinar, com precisao e exatidao suficientes, a concentracao de
acido acético determinada pela metodologia classica. Foram realizadas as seguintes transforma-
coes do sinal RGB:

dR dG dB d?R d?G d’B

Avaliou-se o algoritmo escolhido realizando a determinagéo da concentragdo de uma solugao
de biftalato de potassio 0,1 mol/L. Para esta analise, foram utilizados 1,00 mL desta solugao, 3,00
mL de agua e 2 gotas de indicador. A analise foi realizada no titulador automatico da mesma
forma que as realizadas com as amostras de vinagre. A titulacédo classica foi realizada com 4,00
mL de biftalato e diluido para um volume de 50 mL com &gua destilada. A amostra foi titulada
com a solugao de hidréxido de sodio na presencga de 2 gotas de indicador.

3.4.2 Complexacao: Amostras de agua mineral

A titulagé@o por complexacao consistiu na determinacao da dureza de amostras de 4gua mineral
através da titulagdo com EDTA (em meio basico) na presencga do indicador EBT. As amostras
analisadas se encontram na Tabela 3.
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Tabela 3: Amostras de agua mineral.

Nimero | Marca
1 Sao Lourencgo
2 Schin
3 Minalba
4 Nestlé
5 Indaia

As analises no titulador automatico foram realizadas adicionando ao béquer 2,00 mL de agua
mineral, 1,00 mL de solucdo-tampao pH 10 e 3 gotas de indicador Eriocromo T. O béquer era po-
sicionado de forma que uma regido de interesse de 37 x 38 pixels ficasse disponivel para captura
de imagens sem interferéncia do tubo de adicao de titulante ou da agitagdo. De forma semelhante
ao procedimento de neutralizagéo, o tubo sempre era posicionado no fundo do béquer. O incre-
mento de volume e o intervalo entre as adicdes e as capturas de imagem eram, respectivamente,
50 uL e 5 segundos. As amostras foram tituladas com uma solucdo de EDTA 0,001 mol/L. As
titulagbes classicas foram realizadas com 50 mL de agua mineral, 2 mL de solugao-tampao pH
10 e 3 gotas do indicador e tituladas com EDTA 0,001 mol/L. Ndo houve necessidade de adi¢cao
de magnésio as amostras consideradas.

As transformacodes avaliadas para a titulacdo de complexacao foram as seguintes:

dR dG dB dR dG dB dR dG dB dR
WV v v T avay Tavay Tav —av TG

O algoritmo escolhido foi avaliado determinando-se a concentracéo ja conhecida de uma solu-
cdo de ions Ca?* 0,001 mol/L preparada conforme a segdo 3.3.2. Foi adicionado ao béquer 50
ul desta solugéo, 1,00 mL de agua, 1,00 mL de solug¢édo-tampéo pH 10, 2 gotas de indicador e
2 gotas de MgCl,. A titulagdo cléssica foi realizada tomando-se uma aliquota de 25,00 mL de
solugédo de ions calcio, 1 mL de solugao-tampao, 2 gotas de indicador e 0,1 mL de MgCls,.

3.4.3 Precipitacdo: Amostras de Agua de coco

A titulacao avaliada foi a determinagéo de cloretos em amostras de agua de coco utilizando
como indicador o Cromato de Potéassio e titulando-se com Nitrato de Prata. As amostras analisa-
das se encontram na Tabela 4.

Tabela 4: Amostras de agua de coco.

Nimero | Marca
1 Kero Coco
2 Sococo
3 Ducoco
4 Coco do Vale
5 Puro Coco

As amostras foram preparadas tomando-se uma aliquota de 50,00 mL de agua de coco e pro-
cedendo sua neutralizagdo com uma solugdo de Carbonato de Calcio 0,01 mol/L e, em seguida,
coletou-se 1,00 mL desta mistura e adicionou-se ao béquer de 10 mL. Acrecentou-se 2,00 mL
de 4gua e 1 gota do indicador. Para os parametros, foram selecionados 10 uL de incremento
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de volume e 10 segundos de intervalo de tempo. Uma regido de interesse de 37 x 38 pixels foi
utilizada. As titulagdes classicas foram realizadas neutralizando 50 mL de agua de coco com
carbonato de calcio. Uma aliquota de 25,00 mL foi retirada e acrescentada de 1 gota do indica-
dor. Tanto as amostras analisadas com o titulador e com o método cléssico foram realizadas com
uma solucdo de Nitrato de Prata 0,05 mol/L.

As curvas avaliadas para determinacdao de um ponto final foram as seguintes:

dR dG dB dR dG

dv?» dv’ dV’ dVv dv

O algoritmo escolhido foi avaliado determinando-se a concentragéo ja conhecida de uma so-
lucao de NaCl 0,05 mol/L preparada conforme a secao 3.3.3. Foi adicionado ao béquer 1,00 uL
desta solugéo, 2,00 mL de agua e 25 L de indicador. Foi mantido o intervalo de 10 s entre as
leituras e utilizado 20 uL de incremento de volume para adicdo do EDTA. A titulagéo classica foi
realizada tomando-se uma aliquota de 25,00 mL de solucdo de NaCl e 2 gotas de indicador.

3.4.4 Oxi-redugcdo: Amostras de Vitamina C

A titulacdo avaliada foi a determinagao de acido ascorbico em amostras de Vitamina C atra-
vés da titulagdo com iodo 0,05 mol/L e na presenga do indicador de amido. Foram analisadas
pastilhas de 3 marcas diferentes.

Para as andlises com o titulador automatico, as solucbes de vitamina C foram preparadas
dissolvendo-se o comprimido moido em 250 mL de agua. Uma aliquota de 200 nL foi retirada e
misturada com 2,50 mL de agua e 2 gotas do indicador. Devido a volatilidade do iodo, antes das
andlises era realizado sua padronizacdo adicionando ao béquer, 250 uL de NayS203 0,1 mol/L,
2,50 mL de &gua e 2 gotas de indicador de amido. O incremento de volume e intervalo de tempo
foram, tanto para a padronizacdo quanto para as analises propriamente ditas, respectivamente,
10 uL e 5 segundos.

dR dG dB d?R d?G d’B

As titulagGes classicas foram realizadas com 537, 5, §vr 5920 ve Gv2 -

As imagens e dados obtidos foram utilizados para selecionar um algoritmo capaz de determinar
o ponto final de titulagdo com boa precisao e exatidao.

O algoritmo selecionado foi avaliado através de uma andlise de uma solugéo padrdo de acido
ascorbico 0,05 mol/L. Repadronizagédo do iodo foi realizada com 100 pL de tiossulfato de so6dio,
2,50 mL de agua e 2 gotas de indicador. Um intervalo entre as leituras de 10 s e 10 pL de
incremento de volume foram utilizados. O teste foi realizado adicionando-se ao béquer 100 pL
da solucao de acido ascoérbico, 2,50 mL de agua e 2 gotas de indicador. Intervalo de leitura de 8
s e 10 uL de incremento de volume.

3.4.5 Acucares Redutores: Amostras de vinho, cerveja e xarope de glicose

A determinacao de agucares redutores foi realizada por meio de uma titulagdo onde o cobre
esta presente em excesso e reage com os agucares redutores. O cobre residual que permanece
é reduzido com iodo e este é determinado por uma titulagao de retorno com tiossulfato de sédio.
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Para obter um resultado, é necessério determinar a quantidade de cobre em um branco feito com
agua e apos isto, determina-se a concentragao de agUcares pela diferenca de volume das duas
titulagées. Foram analisadas amostras de vinho, cerveja e xarope para visualizar suas curvas
de titulagao e poder construir um algoritmo capaz de determinar o ponto final. As amostras se
encontram na Tabela 5.

Tabela 5: Amostras de vinho, cerveja e xarope.

Namero | Tipo | Marca
1 Cerveja Preta Xingu
2 Cerveja Preta Caracu
3 Cerveja Clara Heineken
4 Cerveja Clara Bohemia
5 Vinho Tinto de Mesa | Dom Bosco
6 Vinho Tinto Suave | Assemblage
7 Xarope de Glicose Karo

As amostras de cerveja foram desgaseificadas durante meia hora em banho ultrassénico sem
aguecimento antes da realizacdo das medidas. A amostra de vinho Dom Bosco necessitou de
diluicdo para poder ser analisada pois sua concentracao de agucares ultrapassava o limite do
método. Foi realizada uma diluicao de 1:10 com agua. O xarope foi preparado para ser analisado
dissolvendo-se cerca de 1,0 g do xarope em 100 mL de agua.

Em seguida, todas as amostras seguiram o mesmo procedimento. Em um erlenmeyer foi
adicionado 10 mL da solugao de sulfato de cobre, 10 mL do complexante Tartarato de sodio e
potassio e 2 mL da amostra. Esta mistura foi aquecida até sua ebulicdo. Apds 2 minutos nesta
condicao, a solugao foi resfriada em agua corrente por dois a trés minutos até que atingisse a
temperatura ambiente. Foi adicionada a amostra, entdo, 10 mL da solugéo de iodeto de potassio
30%, 10 mL da solucéo de acido sulflrico 28% e 10 mL da solucdo de amido glicolato de sédio.

Para o titulador automatico, uma aliquota de 4,00 mL desta solugcdo preparada foi coletada
e adicionada ao béquer para andlise. Os parametros utilizados foram 10 uL de incremento de
volume e 5 segundos de intervalo de tempo. Uma regido de interesse de 37 x 38 pixels foi
utilizada para as capturas de imagens.

A calibragao do instrumento (determinacdo de sua constante) foi realizada com uma solugao
10 g/L de glicose preparada a partir de padrao primario (Sigma-Aldrich). O preparo do padrdo e
sua analise foram realizadas de forma idéntica a descrita para as amostras.

; dR dG dB d?R d?G d°’B
As curvas analisadas foram &5, v, §v: ov2r ove2 qv2 -

As analises classicas foram realizadas tomando-se todo o volume preparado e titulando-se
com bureta com a solucao de tiossulfato de sodio.

30



4 Resultados e Discussao

4.1 Procedimento de Titulacao Preliminar

O procedimento de titulagédo preliminar foi criado com o objetivo de estimar a posicdo do ponto
final em caso de amostras desconhecidas e, ao mesmo tempo, acelerar o procedimento de titu-
lacdo. Além disso, com esta estimativa, € possivel utilizar menores incrementos de volume nas
vizinhangas do ponto final, aumentando a precisdo das medidas.

Para avaliar o procedimento, comparou-se os tempos de anélise obtidos com e sem o uso desta
etapa. Os desvios-padrdao também foram comparados, para verificar a influéncia na precisao ao
usar incrementos de volumes menores. A Tabela 6 exibe estas informagdes. Estes testes foram
realizados com as amostras de solucao-padrdo preparadas para avaliar os algoritmos.

Tabela 6: Comparagao entre titulagdo preliminar e procedimento comum. Valores de precisdo
representados pelo desvio-padrdo da concentragdo das amostras.

¢/ preliminar s/ preliminar
Titulagéo Tempo (s) | AV (uL) | s (mmol/L) | Tempo (s) | AV (uL) | s (mmol/L)
Neutralizacédo 155 20 100 448 20 100
Complexacao 284 20 0,2 725 50 10
Precipitacao 164 20 0,5 560 10 0,1
Oxi-redugéo 154 10 0,5 520 10 0,5
Acucares Redutores 762 10 0,2 3295 10 2

A duragéo das analises foi calculada considerando-se apenas o tempo que leva para realizar
a adicao de titulante e ndo a preparagdo de amostras. Além disso, a duragao das titulagdes
preliminares inclui o tempo para andlise da amostra de sacrificio e mais o tempo do procedimento
comum, para fins de comparacdo. Pode-se visualizar que esta mudanca diminuiu o tempo das
analises em uma média de 68% em relagao aos valores sem a utiliza¢do da titulagdo preliminar.
Um ganho deste tipo permite que um ndmero bem maior de andlises possam ser executadas
no instrumento mesmo considerando o tempo extra quando se realiza as titulagcoes preliminares.
Em procedimentos como a determinacao de aglcares redutores, em que é necessario também
realizar a titulagdo de um branco (mais demorado que a analise de amostras), o ganho é dobrado.

E possivel verificar também um ganho de precisdo em uma das titulagdes. Com um tempo
menor de analise, pode-se escolher valores menores de incremento de volume. Como a titulagéo
automatica aqui descrita € um procedimento ponto-a-ponto, isto &, realiza a aquisigao de sinal de
forma discreta e ndo continua, a cada adigao de titulante. O incremento de volume funciona entéao
como uma espécie de "resolucdo"do instrumento e quanto menor for o seu valor, menor ira ser a
diferenca de volume entre titulagdes da mesma amostra que obtenham resultados diferentes por
um ou dois pontos, diminuindo seu desvio-padrao e melhorando sua precisao. Um dos maiores
obstaculos para que se utilize as menores adigées de volume é o tempo de andlise devido a
espera apoés a adicdo de cada incremento, a titulagdo acaba por se tornar tdo demorada que o
ganho de precisdo nao é compensado. Foi possivel observar este problema para a titulagao de
complexagao que, por utilizar um reagente de baixa concentragao (EDTA 0,001 mol/L), acaba
por consumir um volume maior de titulante, tornando o procedimento extremamente demorado
quando se utiliza um incremento de 10 uL, por exemplo. Com a titulagao preliminar, foi possivel
baixar de 50 uL para 20 uL e obter um aumento da precisao.
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No caso da titulagdo de precipitagdo, observa-se que houve um aumento do incremento de
volume quando a titulagéo preliminar foi usada. Este aumento refere-se ao fato de que, com 10
L, a variacdo do sinal aproxima-se do ruido gerado pela formacao de precipitado no béquer e
o algoritmo tém dificuldades para identificar o ponto final de titulagao.

O algoritmo utilizado pela titulagdo preliminar é bem simples e todas as titulagdes testadas
usam uma abordagem semelhante, mudando apenas alguns detalhes. De fato, todas as titu-
lacbes apresentam uma variacao significativa de seus valores R, G e/ou B em torno do ponto
final de titulacdo e isto foi utilizado para construir um algoritmo que identificava este momento.
Os valores de RGB nao sao absolutos e uma mesma coloragéo pode apresentar valores dife-
rentes em cameras diferentes ou em uma iluminacao diferente, uma boa estimativa de volume é
atingida quando considera-se um valor limite para alguma das variaveis do sinal. A titulacao é
interrompida quando este valor é atingido.

Como ha mudanca de cores durante uma titulagéo colorimétrica e consegue-se estimar a ex-
tensado desta mudanca de cores que levam a um ponto final aproximado, pode-se escolher um
valor das variaveis que sabemos que sera atingido. Por exemplo, é facil imaginar que os valores
de R irdo se elevar durante uma titulagao de um acido com uma base na presencga do indicador
de fenoftaleina, pois a solucdo ficara rosada. O mesmo pode ser feito com outras titulagdes.
Abaixo se encontram os algoritmos selecionados para cada titulacdo. E importante salientar que
0 maior objetivo desta titulagéo era acelerar o procedimento de titulagdo normal.

Tabela 7: Algoritmos de titulag&o preliminar

Titulagao | Varidvel RGB | Limite
Neutralizacao G 100
Complexagéao R-G 0
Precipitagcao G 175
Oxi-redugéao R 80

Aclcares Redutores R 80

A estimativa dos volumes finais das titulagbes preliminares podem ser avaliadas comparando-
se os valores obtidos durante este procedimento e os valores obtidos pela titulagdo comum. Esta
comparagao é apresentada na Tabela 8 considerando-se os valores dos erros existentes entre
um e outro.

Tabela 8: Erros da titulagdo preliminar

Titulacdo | Volume Estimado (uL) | Volume Real (uL) | Erro (%)
Neutralizacéo 1025 1000 +2,50
Complexagéao 1100 1000 +10,00

Precipitacao 1080 1000 +8,00
Oxi-redugao 932 1000 +6,76
Acucares Redutores 1876 1721 +9,00

Pode-se verificar que as diferencas sao pequenas e que a adicdo mais rapida de 80% desse
volume final estimado pela titulacdo preliminar é razoavel pois todos os erros se encontram em
uma faixa menor do que essa. Vale destacar que, parte das diferencas observadas se devem a
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dificuldade de homogeneizagao durante uma adigao de volume tao grande rapidamente, por isso
a diferenga entre os volumes da titulagdo de complexacéao, por exemplo, que tem seu algoritmo
preliminar idéntico ao da titulagdo comum. Como ja foi dito, o0 maior objetivo seria diminuir o
tempo das analises e nao obter a maior precisdo durante este procedimento. Tendo isto em
vista, pode-se dizer que o procedimento de titulagdo preliminar atingiu seu objetivo.

4.2 Estudos de Avaliacao dos Algoritmos

Para obter pontos finais de titulagdo que fossem os mais proximos possiveis dos pontos de-
terminados pela titulagdes classicas e visualizar a possibilidade de determinar automaticamente
estes pontos, comparou-se os resultados obtidos através dos erros de titulagdo para cada algo-
ritmo testado. Além disso, os resultados foram comparados estatisticamente.

4.2.1 Titulacao de Neutralizacao

A reacgédo considerada, de acido acético com hidréxido de sédio (um acido fraco com uma base
forte) na presencga do indicador fenoftaleina, tem seu ponto final determinado pelo momento em
que a cor rosa € identificada na solugao e permanece por mais de 30 segundos. Esta reacao, de
determinagao simples e conhecida, foi estudada com o objetivo de observar o comportamento do
sinal RGB em uma mudanca de cores facilmente identificavel (do incolor para o rosa) e verificar
se esta podia ser detectada por transformacoes de 1° e 2° derivadas [5].

A viragem esta associada ao ponto de equivaléncia da reacdo pode ser visualizada com as
imagens obtidas de uma titulagdo de uma amostra de vinagre na Figura 9, recortadas em um
tamanho igual a regido de interesse de 37 x 38 pixels.

\
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Figura 9: Intervalo de 5 adicées de NaOH na titulacAdo de uma amostra de vinagre.

O grafico na Figura 10 mostra a variagéo dos sinais R, G e B com a extensao da titulagao com
o volume de NaOH adicionado. Observa-se grande variagdo dos sinais em torno do momento
de mudanca de cores que a solugao passa. Além disso, 0 momento em que a coloragdo rosa
surge é identificado por uma pequena elevagéo no valor de R (ponto 3), a coloragao se intensifica
(passando do ponto final) apenas quando as variaveis G e B assumem, respectivamente, valores
abaixo de 160 e 100.

Capturando imagens e relacionando-as com o sinal RGB obtido é possivel analisar a mudanga
de coloragdo em cada adi¢do de volume e, desta forma, escolher que algoritmo teria o0 menor erro
de titulacao e precisdo adequada com os volumes considerados. De posse destas informacgoes,
buscou-se manipular matematicamente os valores de R,G e B para gerar uma curva com um
ponto distinto o suficiente dos demais (para detecgéo) associado com a condigao de equivaléncia
com exatidao e precisdo adequadas. As primeiras e segundas derivadas fornecem um resultado
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Figura 10: Curva de titulagao de neutralizagao.

conhecido na literatura [5] e foram as transformacgdes realizadas. Os resultados dos algoritmos
foram comparados a titulagé@o classica de neutralizacao realizada. A Tabela 9 mostra os valores
para cada amostra realizada.

Tabela 9: Resultados das andlises de titulagédo classica de amostras de vinagre.
Amostra [ [H.Ac] (%Vv/V) | s

1 4,49 0,05
2 4,34 0,02
3 4,46 0,03
4 4,67 0,06
5 4,48 0,03
6 4,46 0,03

Enquanto, a Tabela 10 relne as informacdes dos valores de concentracao (C), desvio-padrao
(s) e erros relativos as suas respectivas medidas classicas (E%) obtidas para as amostras de
vinagre considerando todos os 6 algoritmos construidos e comparando o resultado obtido com
suas respectivas titulagdes classicas.

Tabela 10: Resultado das andlises de neutralizagdo de vinagre determinado por 6 algorit-
mos.Valores de concentragao (C) em %v/v.

Algoritmo Vinagre 1 Vinagre 2 Vinagre 3 Vinagre 4 Vinagre 5 Vinagre 6
Tipo | Detecgdo | Threshold | C s E(%) C s E(%) C s E(%) C s E(%) C s E(%) [¢} s E(%)
L Min. -1 4,47 | 0,05 | 0,45 | 432 | 0,01 | 0,46 | 447 | 0,01 | 0,22 | 469 | 0,02 | 0,43 | 447 | 0,01 | 0,22 | 4,47 | 0,02 | 0,22
do Min. -2 4,39 | 0,06 | 2,23 | 446 [ 0,04 | 2,76 | 462 | 0,04 | 3,59 | 485 | 0,09 | 3,85 | 4,62 | 0,03 | 3,03 | 459 | 0,02 | 2,69
£ Min. -2 4,47 1 0,09 | 0,45 | 432 | 0,01 | 0,46 | 445 | 0,05 | 0,67 | 469 | 0,05 | 0,43 | 445 | 0,02 | 0,67 | 447 | 0,01 | 0,22
4R Zero -0,3 4,47 | 0,05 | 0,45 | 4,34 | 0,03 | 0,00 | 449 | 0,03 | 0,67 | 469 | 0,03 | 0,43 | 4,45 | 0,03 | 0,67 | 4,47 | 0,02 | 0,22
L Zero -0,5 4,35 | 0,06 | 3,12 | 444 | 0,03 | 2,30 | 4,60 | 0,05 | 3,14 | 4,83 | 0,08 | 3,43 | 4,60 | 0,03 | 2,68 | 4,62 | 0,03 | 3,59
ab Zero -0,5 4,47 | 0,05 | 0,45 | 4,32 | 0,02 | 0,46 | 4,45 | 0,03 | 0,22 | 4,70 | 0,02 | 0,64 | 4,47 | 0,03 | 0,22 | 4,48 | 0,03 | 0,45

Em todos os algoritmos construidos, o desvio-padrao dos resultados apresentou valores com-
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parados (ou menores em alguns casos) aqueles obtidos durante a titulagao classica. Este fato
mostra que ndo houve perdas de precisao por diminuir o volume de amostra de 4 mL para 130 pul.
Um procedimento de titulacao classico tem sua precisdo garantida pelo grande volume de amos-
tra, assim torna-se mais dificil passar do ponto final pela quantidade de matéria presente [18].
Provavelmente, este € um efeito da grande precisdo da seringa microvolumétrica que permite a
adicdo de volumes extremamente pequenos (na ordem de pL) compensando o pequeno volume
de amostra presente no béquer.

Os resultados mostram que boa exatiddo e precisdo podem ser obtidas quando o algoritmo
utilizado para detecgao do ponto final é construido a partir das derivadas dos valores de R e B. A
Tabela 10 mostra que erros abaixo de 0,5% foram obtidos para as derivadas de ambas. Apesar
de que valores um pouco melhores foram obtidos para as derivadas de R, ndo ha como descartar
que a variavel B também pode ser satisfatoriamente utilizada para este fim. Os resultados obtidos
pelas derivadas de G foram 0s que apresentaram maior erro e sempre eram superiores aos
valores da titulacdo classica. Aparentemente, os valores de G demoram um pouco mais para
variar e revelar o ponto final. Conclui-se entdo que a variavel G ndo é adequada para realizar
esta determinagao.

Os algoritmos também foram testados através do erro obtido em uma amostra de concentragao
exatamente conhecida, neste caso, uma solucdo de biftalato de potassio 0,1 mol/L. A Tabela
retne os resultados obtidos por cada algoritmo nesta determinacéo.

Tabela 11: Resultados das andlises de titulagdo da amostra de biftalato de potassio 0,10 mol/L.
Algoritmo | [H.Ac] (%V/v) [ s | Erro (%)

L 0,1001 0,002 ] 0,10
= 0,1033 0,001 | 3,33
T 0,1001 0,001 0,10
aR 0,1001 | 0,002 | 0,10
Fule 0,1029 | 0,001 | 2,90
an 0,1002 | 0,001 | 0,20

Novamente, os melhores resultados foram obtidos pelos algoritmos das variaveis R e B, sendo
que os algoritmos de G apresentam um erro sistematico, os algoritmos sempre determinam um
volume do ponto final um pouco maior do que o real. O algoritmo construido com a 1° derivada
de R apresentou resultado de 6tima exatidao e precisdo conseguindo determinar corretamente
a concentragao de biftalato de potassio, juntamente com a 1° derivada de B. A variavel R, no
entanto, ndo possui grande variagao de seus valores em torno do ponto de equivaléncia. Ha uma
variagdo média de 15% contra 38% da variavel B, fazendo com que seu threshold seja pequeno
e mais suscetivel a interferéncias externas. Como mencionado, apesar de que a 1° derivada ter
atingido um 6timo resultado, ndo ha como descartar que os outros algoritmos avaliados (exceto
por aqueles da variavel G) também poderiam ser utilizados para esta determinacao, o erro consi-
derado foi bem pequeno para estas operagdes. Além disso, € possivel que a maior variagao de B
consiga melhores resultados para amostras de menores concentragdes. Optou-se pelo algoritmo
construido com a 1° derivada de B por alguns motivos detalhados a seguir.

1. Facilidade de implementagéo: E um pouco mais facil calcular a 1° derivada de uma fungéo
do que calcular sua 2° derivada. De fato, para calcular a 2° derivada numericamente é
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necessario que se calcule a primeira. Além disso, a biblioteca de métodos do C# ja inclui
uma implementagao para obter os maximos e minimos de fung¢des, enquanto que é um
pouco mais dificil implementar um método que calcule o volume onde a segunda derivada
€ zero (entre os dois extremos da curva).

2. Os erros obtidos com a derivada de B foram pequenos, menores do que 1%.

3. A variavel B é mais sensivel do que R, fazendo com que seu threshold seja maior em
maédulo e menos suscetivel a ruidos. E possivel que concentragdes menores consigam ser
determinadas.

4. Os algoritmos construidos com o sinal G, apesar de apresentar maior variagao de seu valor
(87%), apresentaram erros sistematicos.

Os resultados obtidos com a 1° derivada de B foram comparados com sua titulagdo classica
em um teste-t apresentados na Tabela 12. Como os valores do teste-t ndo ultrapassaram o valor
critico do teste com 2 graus de liberdade (4,3003) conclui-se que nao ha diferencas significativas
em um nivel de 95% de confianga para nenhuma das amostras analisadas, entre os métodos
classico e automético.

Tabela 12: Teste-t a um nivel de 95% de confianca para o algoritmo de 1° derivada de R.

Automatica Classica Teste-t Erro
Amostra | [H.Ac] (%V/v) s [H.Ac] (%v/v) s 95% | Relativo (%)

1 4,47 0,05 4,49 0,05 | 0,4899 +0,45
2 4,32 0,01 4,34 0,02 | 1,5492 +0,46
3 4,45 0,01 4,46 0,03 | 0,5448 +0,22
4 4,69 0,02 4,67 0,06 | 0,5478 +0,46
5 4,45 0,01 4,48 0,03 | 0,5478 +0,22
6 4,47 0,02 4,46 0,03 | 0,4804 +0,22

Realmente, é possivel comparar os resultados obtidos pelas imagens da titulagdo de neutra-
lizagdo com biftalato de potassio com a curva da 1° derivada de B e notar que o ponto final
indicado pelo algoritmo é o mesmo que o indicado pelas imagens. Esta comparagéao pode ser
feita com as imagens da Figura 11 e 12.
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Figura 11: Intervalo de 5 adi¢cdes de NaOH na titulagdo de biftalato de potassio.
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Figura 12: Sinal de B e sua 1° derivada em relagdo ao volume de NaOH utilizado.

Podemos concluir que este algoritmo determina satisfatoriamente a quantidade de acido acé-
tico em amostras diluidas (vinagres) de acordo com a metodologia classica existente e adaptada
para uso automatico em um titulador com detecg¢éo baseada em imagens digitais. O sistema foi
capaz de analisar com exatidao e precisdo amostras incolores e coloridas.

4.2.2 Titulacao de Complexacao

A determinacao de dureza da agua em uma titulagédo de complexagao com EDTA e indicador
negro de eriocromo T possui algumas caracteristicas que tornam interessante estudar o com-
portamento de seu sinal RGB. Frequentemente, o ponto final de amostras diluidas nao é nitido
o suficiente, o que costuma gerar um erro de titulacdo maior e uma menor precisdo [1]. Varios
procedimentos sdo descritos na literatura para melhorar esta nitidez. Isto se deve principalmente
ao dicroismo [1] que a solugao exibe proximo ao seu ponto final. A Figura 13 exemplifica este
comportamento em um intervalo de 5 adicdes de EDTA 0,001 mol/L na titulagdo de uma amostra
de 4gua mineral.
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Figura 13: Intervalo de 5 adigcbes de EDTA na titulagdo de dureza de agua mineral.

Um analista experiente utiliza o dicroismo da solugdo a seu favor pois antecipa a presenca do
ponto final e consegue identificar com precisdo o0 momento em que a solucdo assume apenas a
coloragéo azul do indicador EBT devido a sua relativa alta intensidade de colora¢do. Quando as
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concentragbes de ions Ca?t e Mg?* sdo pequenas, a intensidade de cores é menor, tornando
mais dificil identificar o momento em que apenas a cor azul permanece em solugao.

Neste contexto, buscou-se estudar o comportamento do sinal RGB das titulagbes de agua
mineral no sentido de obter um algoritmo capaz de determinar com exatidao e precisao seu ponto
final de titulagéo, fazendo uso ou ndo da caracteristica de dicroismo. Amostras de agua mineral
normalmente possuem uma baixa dureza (<60 mg/L) e sdo naturalmente boas candidatas para

estas andlises. O grafico da Figura 14 exibe o comportamento do sinal RGB de uma destas
titulacoes.
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Figura 14: Curva de titulacdo de complexacao.

Ao avaliar este sinal, percebe-se que enquanto os valores de R decrescem, os valores de G
e B se elevam quando da apari¢éo da cor azul. Observando esta particularidade, optou-se por
testar combinagbes destes valores (ou de suas derivadas) além das derivadas individuais. Os
pontos finais de titulagcdo encontrados desta maneira foram comparados aqueles obtidos pelo
procedimento classico e o resultado destas andlises se encontram na Tabela 13. A Tabela 14
reune as informacgdes obtidas com a determinagdo do ponto final das amostras utilizando os
algoritmos considerados.

Tabela 13: Resultados das andlises de titulagao classica de amostras de agua mineral.
Amostra [ Dureza (mmol/L) [ s

1 1,54 0,01
2 1,01 0,01
3 0,85 0,01
4 1,44 0,01
5 0,85 0,01
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Tabela 14: Resultado das andlises de dureza de agua mineral determinado por 7 algoritmos.
Valores em de concentragdo(C) em mmol/L.

Algoritmo Agua 1 Agua 2 Agua 3 Agua 4 Agua 5
Tipo Detecgéo | Threshold | C s E(%) C s E(%) C s E(%) C s E(%) C s E(%)
ax Min. -0,20 1,54 | 0,01 | 0,00 | 0,99 | 0,01 | -1,65 | 0,85 | 0,01 | 0,00 | 1,45 | 0,01 | 0,69 | 0,86 | 0,02 | 1,18
« Max. 0,15 1,54 | 0,01 | 0,00 | 1,03 | 0,01 | 1,98 | 0,85 | 0,01 | 0,00 | 1,46 | 0,02 | 1,39 | 0,87 | 0,02 | 2,35
EL) Max. 0,10 1,54 | 0,01 | 0,00 | 1,02 0,02 | 0,99 | 0,84 | 0,02 | -1,57 | 1,46 | 0,02 | 1,39 | 0,86 | 0,02 | 1,18
48 _ 8 Min. -0,30 1,54 | 0,01 | 0,00 | 1,02 | 0,02 | 0,99 | 0,85 | 0,01 | 0,00 | 1,45 | 0,01 | 0,69 | 0,86 | 0,02 | 1,18
45 _ R Max. 0,25 1,54 | 0,01 | 0,00 | 1,01 | 0,02 | 0,00 | 0,85 | 0,01 | 0,00 | 1,45 | 0,01 | 0,69 | 0,86 | 0,02 | 1,18
L+ _&E Max. 0,40 1,54 | 0,01 | 0,00 | 1,02 | 0,02 | 0,99 | 0,85 | 0,01 | 0,00 | 1,45 | 0,01 | 0,69 | 0,86 | 0,02 | 1,18
R-G Zero 0 1,54 | 0,01 | 0,00 | 1,01 | 0,01 | 0,00 | 0,84 | 0,01 | -0,78 | 1,46 | 0,01 | 1,62 | 0,86 | 0,01 | 1,18

Todos os algoritmos proporcionam bons valores de precisao, novamente demonstrando a ca-
pacidade da seringa microvolumétrica ao realizar titulagdes com pequenos volumes de amostra.
A precisao, indicada pelo desvio-padrdo de todas as medidas encontraram-se na faixa de 0,01 a
0,02 mmol/L, de acordo com o procedimento classico.

Para uma titulacdo de complexacgéo, o sinal RGB nao passa por grande variagéo de sinal. Em
média, ao longo de toda a andlise, os valores de R, G e B variam 45%, 25% e 15% respec-
tivamente. Isto reflete na escolha dos valores dos thresholds dos algoritmos construidos com
derivadas. Se a variagao dos valores de R, G e B nao forem grandes o suficiente, seus maxi-
mos (ou minimos) sdo menores e thresholds menores devem ser selecionados para interromper
o procedimento. Desta forma, o processo se torna mais suscetivel a ruidos e possui menores
chances de detectar corretamente o ponto final da andlise de solugées diluidas.

Neste contexto, buscou-se avaliar qual destes algoritmos conseguia determinar corretamente
a concentragdo das amostras (de acordo com a titulagao classica) e também sua capacidade
de deteccao automatica do ponto final. Pode-se observar também que os maiores valores (em
médulo) de threshold foram obtidos pelos algoritmos construidos com a adi¢cdo ou subtracao
das derivadas do sinal RGB. Além disso, o algoritmo construido com % — % proporcionou 0s

menores erros percentuais €, em 3 amostras, obteve resultado igual a titulagao classica.

Um problema surge quando tenta-se avaliar, por quaisquer motivos, a titulagao automatica com
um incremento de volume menor. Para os ensaios com a solugéo de Mg+ 1000 ppm, foi utilizado
um incremento de volume de 20 uL para identificar que tipo de efeito esta mudanga provocaria
em uma solucao de concentracdo conhecida e elevada o suficiente para desconsiderar efeitos de
uma diluicao excessiva. Nestes casos, o0 que se observa (Figura 15) é uma dificuldade natural de
identificar o ponto final pela mudanca gradual em que se sucede a passagem de uma cor para
outra. Mesmo observando as fotografias uma a uma, fica dificil identificar com clareza onde a
coloragao muda do roxo para o azul.

Figura 15: Intervalo de 5 adigbes de EDTA na titulagdo automatica de Mg+ 1000 ppm.

J& havia sido observado para as titulagbes com 50 pL de incremento de volume, a pequena
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variacao dos valores de R, G e B no momento das mudangas de coloracdo e que efeito isto
provoca em suas derivadas. Realmente, nestes casos, o que ocorre é que nao é possivel deter-
minar o ponto final baseado nestes algoritmos. Conforme o grafico da Figura16 exemplifica, ndo
h& um ponto nestas curvas suficientemente distinto que possa ser utilizado para parar a titulagao
automaticamente e nem calcular o ponto final. Como os valores de RGB apresentam gradientes
pequenos , suas derivadas sdo pequenas e pouco distinguiveis dos ruidos do equipamento.
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Figura 16: Sinal das 1° derivadas de R,G e B de uma titulagdo de complexagdo com 20 pL de
incremento de volume.

De todos os algoritmos construidos, apenas aquele que nao depende de nenhuma derivada
conseguiu determinar o ponto final da solugdo padrdo com boa precisao e exatidao utilizando um
incremento de volume de 20 uL. Inicialmente, foi pensado que pela variagdo menor dos sinais, 0
valor de R - G talvez ndo convergisse para o threshold determinado de 0. A Tabela 15 mostra os
resultados obtidos para este algoritmo.

Tabela 15: Resultados da titulagdo com detecgdo automatica da solugdo de Mg+ 1000 mg/L
com EDTA 0,001 mol/L.

Parametro ‘ Valor

Volume de EDTA gasto (mL) | 2,033
[Mg2*] encontrada (mol/L) | 0,0407

[Mg2*] real (mol/L) 0,0410
Erro relativo (%) 1,16
s (mol/L) 0,0002

Por nao depender de uma variagao e sim de um valor absoluto (0 momento onde os valores de
R e G sdo no minimo iguais), o sinal R - G torna-se um 6timo candidato como algoritmo quando
s80 necessarios menores incrementos de volume. O gréfico da Figura 17 exemplifica a forma
deste sinal.
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Figura 17: Sinal R, G e a curva (R - G) de uma titulacdo com deteccao automatica.

O algoritmo construido com (R - G) foi escolhido para as titulacées de dureza da agua pelos
seguintes motivos:

1. O algoritmo € independente do incremento de volume utilizado. O sinal R - G conseguiu
determinar automaticamente o ponto final das titulagbes tanto das amostras de 4gua quanto
das amostras de solucdo-padrdo. Os algoritmos com derivadas conseguiram realizar esta
tarefa apenas com o uso de incrementos maiores.

2. O algoritmo conseguiu determinar com boa precisao e exatidao a dureza das amostras de
agua e da amostra de solugao-padrao.

3. O algoritmo é de facil implementacao e possui facilidade de interpretagéo para a solugao
de problemas.

Os pontos finais das titulagdes automaticas de amostras de agua mineral foram comparados a
suas respectivas titulagdes classicas por um teste-t. Nao foram identificadas diferencas significa-
tivas em um nivel de confianca de 95%. O resultado do teste se encontra na Tabela 16.

Tabela 16: Teste-t a um nivel de 95% de confianga para o algoritmo de (R - G) das amostras de
agua mineral. GL=2, t-critico=4,3.

Automatica Classica Teste-t Erro
Amostra | Dureza (mmol/L) s Dureza (mmol/L) s 95% | Relativo(%)
1 1,54 0,01 1,54 0,01 0 0,00
2 1,01 0,01 1,01 0,01 0 0,00
3 0,84 0,01 0,85 0,01 | 1,2247 -0,78
4 1,46 0,01 1,44 0,01 | 0,5695 +1,62
5 0,86 0,01 0,85 0,01 | 0,5477 +1,18
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4.2.3 Titulacao de Precipitacao

Inicialmente, pensou-se que a determinacao do teor de cloretos através da titulagado com nitrato
de prata poderia ser de dificil execugao no titulador automatico tendo em vista que a formacéo
de precipitado em um volume reduzido como o do béquer de analise (10 mL) tornaria dificil a
obtencgéo de um sinal livre de ruidos. Além disso, a transi¢do de cores empregando-se método de
Mohr n&o é tao nitida quanto de outras titulagbes, também por causa da existéncia de precipitado.
Nestas condigbes e analisando as imagens da Figura 18, correspondente a titulagcdo de uma
das amostras de agua de coco, podemos visualizar que a formacgao do precipitado de AgCl da
uma certa opacidade & solucao e é possivel identificar o ponto final pelo aparecimento de uma
coloragao mais avermelhada correspondente ao cromato de prata.

\
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Figura 18: Intervalo de 5 adicbes de AgNO3 na titulagdo automatica para determinagdes de
cloretos.

Buscou-se entéo avaliar a forma do sinal RGB e que manipulagdes matematicas poderiam ser
realizadas proporcionando um ponto final condizente com a titulagcao classica. A mudanca de
cores da Figura 18 pode ser relacionada com sua respectiva curva de titulacado da Figura 19. O
aumento de opacidade da solugéo pode ser verificado pela elevacéo lenta de todos os valores R,
G e B, ocasionado pela formagao de precipitado. Conforme a adicao de volume continua, este
mesmo fendbmeno produz algum ruido na curva, principalmente nos valores de B. Entretanto,
pouco ruido € produzido nos valores de R e G evidenciando uma das vantagens deste tipo de
deteccao, a natureza multivariada do sinal RGB permite que este tipo de obstaculo possa ser
contornado quando seleciona-se corretamente a variavel de detecgao do algoritmo.

Os resultados obtidos pela titulagéo cléssica (Tabela 17) foram comparados aqueles obtidos
com os algoritmos para avaliar sua exatidao. Os algoritmos e seus resultados para as amostras
de agua de coco se encontram na Tabela 18 e foram construidos no sentido de minimizar o
ruido do precipitado formado e facilitar a identificagdo do ponto final. Por curiosidade, também
construiu-se algoritmos com a variavel de maior ruido (B) para verificar que impacto seria obtido
em sua exatiddo e precisao.

Tabela 17: Resultados das andlises de titulagé@o classica de amostras de agua de coco.
Amostra [ [CI"] (mol/L) | s
1 0,043 0,001
2 0,049 0,001
3 0,054 0,001
4 0,048 0,001
5 0,040 0,001

Como mencionado, pensou-se que o ruido e opacidade do precipitado de AgClI seria um pro-
blema para a deteccao automatica do ponto final, principalmente para a variavel B. O que se
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Figura 19: Curva RGB de uma titulagao de precipitacéo.

Tabela 18: Resultado das anélises do teor de Cloretos em agua de
algoritmos. Valores em mol/L.

700

coco determinado por 4

Algoritmo AC 1 AC 2 AC 3 AC 4 AC5
Tipo Deteccdo | Threshold C s E(%) C s E(%) [¢} s E(%) C s E(%) C s E(%)
pi Min. -1,0 0,043 | 0,002 | -1,16 | 0,049 | 0,003 0 0,054 | 0,002 | 0,93 | 0,048 | 0,0008 | 0,21 | 0,039 | 0,002 | -1,18
< Min. -1,0 0,043 | 0,002 | -1,16 | 0,049 | 0,002 0 0,054 | 0,002 | 0,93 | 0,048 | 0,002 | 0,21 | 0,040 | 0,002 0
& Min. -1,0 0,043 | 0,003 | -1,16 | 0,049 | 0,002 0 0,054 | 0,002 | 0,93 | 0,048 | 0,002 | 0,21 | 0,039 | 0,002 | -1,18
L Min. -2,0 0,043 | 0,001 | -1,17 | 0,049 | 0,002 0 0,054 | 0,001 | 0,93 | 0,048 | 0,002 | 0,21 | 0,040 | 0,002 | -0,77

observou, no entanto, € que todos os algoritmos testados conseguiram determinar corretamente
a concentracdo de cloretos com boa precisdo e exatiddo. Imaginou-se também que este ruido
poderia dificultar a escolha de threshold adequado. Em outras palavras, se o ruido fosse capaz
de produzir um pico de maximo ou minimo das derivadas comparavel (da mesma magnitude)
aquele obtido durante o ponto final da titulagéo, ficaria muito dificil escolher um threshold capaz
de diferenciar entre um e outro e a titulagao seria interrompida erroneamente.

Para que se tenha seguranca durante esta operacdo € necessario que quaisquer picos nas
derivadas gerados por ruido sejam bem inferiores aqueles encontrados para o ponto final. Desta
forma, € possivel escolher um valor de threshold que seja atingido durante o ponto final mas
nunca por um ruido de qualquer espécie. Conforme mostra a Figura 20, mesmo o ruido da
variavel B nao é capaz de produzir um pico da mesma magnitude daquele ligado ao ponto final.
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Figura 20: Curva e 1° derivada de B obtida da titulagdo de uma das amostras de agua de coco
com AgNOj3 0,049 mol/L

Mesmo assim, na tentativa de minimizar estes efeitos, criou-se algoritmos baseados na soma
dos valores das derivadas. Este ruido esta relacionado com as condi¢gdes de agitagao e mistura
no béquer de analise e € um tanto aleatorio, ndo ha garantias de que este afete todas as variaveis
por igual. Ja o ponto final de titulagéo é algo comum ao sinal RGB como um todo e a adigio das
derivadas ocasiona uma amplificagdo do valor maximo ou minimo da curva obtida ao mesmo
tempo em que minimiza os ruidos. A curva 42 + 9 exemplifica justamente essa tentativa. Sao
as variaveis que apresentam menor ruido e sua adicao permite a utilizacao de um threshold
maior de -2,0.

Porém, estudando a Tabela 18 verifica-se problemas com esta abordagem. Primeiramente,
a determinacao feita apenas com a derivada de G conseguiu resultados mais exatos que este
algoritmo que, apesar de ser construido com esta derivada, também sofre influéncia do valor
da derivada de R que, em alguns casos, determinou o teor de cloretos com um erro um pouco
maior do que aqueles determinados com a 1° derivada de G. Em segundo lugar, esta elevacao
do threshold nao é tao vantajosa ja que o ruido ndo apresentou a magnitude imaginada.

Os algoritmos também foram comparados através do erro de titulagdo de uma solucao de
NaCl de concentragdo exatamente conhecida e seu resultado é exibido na Tabela 19. Exceto por
aquele construido com a variavel B, os outros algoritmos conseguiram determinar corretamente
a concentragéo da solugao.

Pelos aspectos levantados e pelo que foi observado, o algoritmo % foi selecionado. Nao
houve necessidade de utilizar as derivadas combinadas. As determinagdes realizadas com este
algoritmo foram comparadas a sua titulagao classica através de um teste-t exibido na Tabela 20.
Nao houveram diferencas significativas em um nivel de confianga de 95 %.
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Tabela 19: Resultados das anélises de titulagcado da amostra de NaCl 0,049 mol/L.
Algoritmo | [C17] (mol/L) [ s | Erro (%)

& 0,049 0,002 0

& 0,049 0,001 0

& 0,048 0,001 [ 2,04
R 0,049 0,002 0

Tabela 20: Teste-t a um nivel de 95% de confianga para o algoritmo de % das amostras de agua
de coco. GL=2, t-critico = 4,3.

Automatica Classica Teste-t Erro
Amostra | [C17] (mol/L) S [C17] (mol/L) s 95% | Relativo(%)
1 0,043 0,002 0,043 0,001 0 +1,16
2 0,049 0,003 0,049 0,001 0 0,00
3 0,055 0,002 0,054 0,001 | 0,7746 +0,93
4 0,048 0,0008 0,048 0,001 0 +0,21
5 0,040 0,002 0,040 0,001 0 0,00

Conforme mostram o gréfico e as imagens das Figuras 21 e 22, o algoritmo atende &s neces-
sidades de exatidao e precisado de acordo com o procedimento classico.
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Figura 21: Intervalo de 5 adigbes de AgNO3 na titulagdo com algoritmo implementado para de-
terminagbes de cloretos.
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Figura 22: Curva obtida da titulagdo de 1 mL de NaCl 0,049 mol/L com AgNO3 0,049 mol/L
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4.2.4 Titulacao de Oxi-reducao

A determinagéo de 4cido ascérbico nas amostras de vitamina C através da titulagdo com uma
solugédo de iodo pode, muitas vezes, ser inacurada em fungdo da volatilidade e instabilidade da
solucdo de iodo com que estas titulagdes sao realizadas [18]. De posse desta informacéo, optou-
se por realizar a padronizacao do iodo imediatamente antes de seu uso com uma solucao de
tiossulfato de sédio, para checar sua concentragdo. Além disso, como a mudanga de cores da
solugéo sendo titulada é facilmente identificavel (a solugédo passa do incolor para azul), avaliou-se
a possibilidade de um Unico algoritmo poder realizar ambas as detecgdes, tanto da padronizagéao
do iodo como das amostras analisadas. A comparacao entre estas duas titulagdes exemplifica
este comportamento nas Figuras 23 e 24.

|
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Figura 23: Intervalo de 5 adi¢des de I, na titulacdo automatica para determinacdes de vitamina
C.

1 2 3 4 5

Figura 24: Intervalo de 5 adi¢des de I, na titulagado automética de padronizag¢édo do iodo.

Este comportamento também pode ser visualizado nas curvas obtidas para as titulacoes de
vitamina C e a padronizacao do iodo, exibidas nos graficos 25. Percebe-se que as curvas sao
bastante semelhantes pois utilizam o mesmo indicador de amido. Todas as variaveis apresentam
grande variagéo em torno do ponto de equivaléncia e poderiam ser utilizadas para a constru¢éo
de curvas embora os valores de R apresentem uma queda um pouco mais acentuada.
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Figura 25: Sinal RGB de uma titulagéo de oxi-reducao de Vitamina C com iodo 0,03 mol/L.

Buscou-se avaliar entdo as duas titulagées para encontrar um algoritmo que conseguisse ob-
ter o ponto final das duas reacées. Como se trata de um ponto final de facil identificacao, foram
testadas somente derivadas simples das varidveis. As Tabelas 21 e 23 possuem as informa-
cOes a respeito dos algoritmos testados para ambas as titulagdes. As analises das solugdes de
iodo foram realizadas quando das analises de vitamina C onde solugbes de iodo foram recém-
preparadas.

Tabela 21: Resultado das andlises de padronizacdo da solucdo de iodo utilizada. Valores em
mol/L.

Algoritmo lodo 1 lodo 2

Tipo | Detec¢do | Threshold C o Erro C o Erro
a8 Min. -2,0 0,026 | 0,001 | 0,0 | 0,027 | 0,001 | +2,0
4 Min. -2,0 0,026 | 0,001 | 0,0 | 0,027 | 0,001 | +2,0
a8 Min. -2,0 0,026 | 0,001 | 0,0 | 0,026 | 0,001 0

ji}; Zero 0 0,026 | 0,001 0 |0,027 | 0,001 | +2,0
ﬁ}%@‘ Zero 0 0,026 | 0,001 0 |0,027 | 0,001 | +2,0
% Zero 0 0,026 | 0,001 0 | 0,027 | 0,001 | +2,0

Os valores encontrados para a solucao de iodo foram ligeiramente menores do que o projetado
de 0,03 mol/L e confirmado pela titulagao classica desta solucdo. Estas analises indicam que os
algoritmos sao suficientemente exatos para realizar esta determinagédo e a 1° derivada de B é
capaz de calcular os resultados exatamente. Os resultados das titulagdes classicas de vitamina
C se encontram na Tabela 22.
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Tabela 22: Resultados das anélises de titulacao classica de amostras de vitamina C.
Amostra [ [AA] (molll) | s

1 0,0233 0,001
2 0,0231 0,001
3 0,0228 0,001

Tabela 23: Resultado das analises de &cido ascérbico nos comprimidos de Vitamina C para 6
algoritmos. Valores em mol/L.

Algoritmo Vit 1 Vit 2 Vit 3
Tipo | Deteccédo | Threshold C o Erro C o Erro C o Erro
an Min. -1,0 0,023 | 0,001 | +1,29 | 0,023 | 0,001 | +0,62 | 0,023 | 0,001 | -0,95
4 Min. -1,0 0,024 | 0,001 | +3,00 | 0,024 | 0,001 | +3,72 | 0,025 | 0,001 | +7,66
48 Min. -1,0 0,024 | 0,001 | +3,00 | 0,024 | 0,001 | +3,72 | 0,024 | 0,001 | +3,36
ji,% Zero 0 0,023 | 0,001 | +1,29 | 0,023 | 0,001 | +1,29 | 0,023 | 0,001 | -0,95
32—\,‘3 Zero 0 0,024 | 0,001 | +3,00 | 0,024 | 0,001 | +3,72 | 0,025 | 0,001 | +7,66
jZV]Z’ Zero 0 0,024 | 0,001 | +3,00 | 0,024 | 0,001 | +3,72 | 0,024 | 0,001 | +3,66

O mesmo nao foi observado durante a titulacdo automatica de amostras de vitamina C. Os
thresholds utilizados para a padronizagdo de iodo tiveram que ser reduzidos, pois o sinal gerado
durante esta titulag&o foi muito menos intenso, necessitando que um valor menor fosse escolhido
para as 1° derivadas. Entretanto, observa-se que todas as derivadas utilizadas sdo capazes de
obter o ponto final com boa exatidao. Além disso, é possivel observar que todos os erros obtidos
com as variaveis R, B ou G apresentam valores positivos detectando uma quantidade maior do
que a titulagao classica devido a variagao em seus sinais s ser detectada com excesso de I,
(aumento da cor azul).
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Figura 26: Derivadas de R, G e B em uma titulagéo de vitamina C com iodo 0,03 mol/L.

A Figura 26 demonstra que mesmo o sinal de R sendo mais intenso que o de outras varidveis,
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o mesmo ponto final é obtido para todas as derivadas. O erro de titulagdo de uma solugao-
padrao de acido ascérbico de 0,05 mol/L também foi analisada e comparada pelos algoritmos.
Os resultados sdo apresentados na Tabela 24.

Tabela 24: Resultados das andlises de titulagao da amostra de acido ascorbico 0,05 mol/L.

Algoritmo | [AA] (mol/L) S Erro (%)
= 0,050 0,002 0
< 0,051 0,001 | 2,00
< 0,051 0,001 2,00
iR 0,050 | 0,002 0
dg 0,051 0,002 | 2,00
4B 0,051 0,002 | 2,00

Os melhores resultados foram obtidos pelas derivadas de R e sua 1° derivada foi escolhida
como algoritmo para esta determinagao pelos seguintes motivos. Os valores de R sdo aqueles
que passam por maiores mudancgas durante o ponto final e 3—5 possui melhor capacidade para
determinar concentragées menores sem risco de interromper prematuramente a titulagdo. Suas
derivadas conseguiram os melhores resultados e esta curva é fé4cil de implementar e interpretar.
A 1° derivada de R também conseguiu determinar com boa exatiddo a concentragao de iodo
na solucdo de titulante e este também foi o algoritmo escolhido para esta analise. O algoritmo
selecionado foi comparado a sua titulacao classica através de um teste-t exibido na Tabela 25.
Nao foram encontradas diferencas significativas em um nivel de confianca de 95%.

Tabela 25: Teste-t a um nivel de 95% de confianga para o algoritmo de % das amostras de

vitamina C. GL=2, t-critico=4,3.

Automatica Classica Teste-t Erro
Amostra | [AA] (mol/L) ] [AA] (mol/L) S 95% Relativo(%)
1 0,023 0,001 0,02330 0,001 | 0,00168 +1,29
2 0,023 0,001 0,02314 0,001 | 0,00135 +1,62
3 0,023 0,001 0,02322 0,001 2,415 -0,95

As imagens e sua respectiva curva de titulacdo sdo exbidas nas Figuras 27 e 28.
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Figura 27: Sinal R e sua primeira derivada na titulagcdo automatica de oxi-redugao para vitamina
C.
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Figura 28: Intervalo de 5 adi¢bes de I, na titulagdo com algoritmo implementado para determi-
nacgdes de acido ascérbico.

4.2.5 Titulacao de acucares redutores

A determinacdo de acucares redutores conforme a metodologia descrita por Rebelein [45], &,
de muitas formas semelhante a determinagéo de 4cido ascorbico nos comprimidos de vitamina
C. Este método também se trata de uma titulagdo de oxi-redugao utilizando iodo como reagente
e amido como indicador porém existem algumas diferencas que devem ser destacadas.

Neste procedimento o aglicar redutor reage com uma solugdo de Cu?* em excesso e o restante
é reduzido por uma solugéo de iodeto de potassio. O iodo formado, por sua vez, € determinado
em uma titulagdo com tiossulfato de sddio na presencga do indicador de amido em meio acido.
Para determinar a quantidade de acucares, realiza-se a titulagdo de um branco para saber a
quantidade de ions Cu?t presentes em um mesmo volume de solugdo preparada com agua
destilada. A concentracdo de aglcares é determinada pela diferenca entre as duas titulagdes.

Isto implica em algumas dificuldades quando se tem a intengdo de quantificar estas subs-
tancias de forma visual. Uma delas refere-se a reacdo entre o acucar redutor e o complexo
formado pelo sal de Rochelle (tartarato de sodio e potassio) e os ions Cu?t em solugéo. Esta
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etapa deve ser conduzida sob aquecimento por um periodo de tempo determinado e depois, a
solucéo é resfriada para temperatura ambiente. Além disso, a reacdo de complexacdo do co-
bre com o tartarato ndo é completamente conhecida. Devido a dificuldade de reprodutibilidade
desta etapa tendo em vista o grande nimero de equipamentos disponiveis para estas operacgoes,
recomenda-se que seja determinado uma constante de relagéo entre os ios Cu?* complexados
e os acgUcares redutores através da quantificacdo de uma solucao de concentracdo exatamente
conhecida de glicose 10 g/L.

Outra dificuldade refere-se a necessidade de quantificar aglcares redutores em amostras co-
loridas. Esta metodologia é bastante utilizada na titulagdo de vinhos e mostos, amostras que
podem ser naturalmente escuras. Em procedimentos deste tipo que envolvem a titulagédo de
um branco, deve-se tomar cuidados para que a mesma referéncia de coloragéo do ponto final
seja utilizada em ambos. Em amostras intensamente coloridas, onde outros compostos afetam a
coloragéo da solugao, esta distingdo nem sempre pode ser realizada.

Além disso, a coloracdo pode ser tdo intensa que o indicador de amido ndao consegue deter-
minar com clareza o ponto final. Em virtude disto, recomenda-se que amostra seja descolorida
com carvao ativado. Esta etapa é considerada pouco reprodutivel e pode impactar o resultado
final [45]. Ha também o problema de absor¢ao do iodo presente na amostra pelas moléculas de
amido [1] e por isso o indicador deve ser adicionado apenas prdximo do ponto final de titulagao.

A titulagao de aglcares redutores possui um variado nimero de aplicagdes na industria, prin-
cipalmente nas industrias de acUcar e bebidas, e estes desafios tornam interessante estudar o
comportamento de seu sinal RGB e construir um ou mais algoritmos capazes de realizar a de-
terminagdo automatica do ponto final com exatidao e precisdo frente a um nimero variado de
amostras. Para isso, consideracdes foram feitas a respeito do indicador utilizado (se¢éo 4.2.5.1),
determinacao e célculo da constante de padronizacédo K (secao 4.2.5.2) e testes dos algoritmos
para amostras incolores (sec¢éo 4.2.5.3) e coloridas (secao 4.2.5.4).

4.2.5.1 Avaliacao e escolha do indicador

Inicialmente, as titulagdes seriam realizadas com amido como indicador porém ao observar o
formato do sinal RGB (Figura 29) e as possiveis complicagdes em seu uso para esta determina-
¢ao (amostras coloridas e absor¢édo do iodo), imaginou-se que o indicador amidoglicolato seria
adequado para solucionar estes problemas ao mesmo tempo em que obtém um sinal RGB mais
distinto e intenso do que o com amido.

Devido as dificuldades existentes no uso do indicador de amido nas titulagbes de Rebelein,
imaginou-se que as mesmas dificuldades seriam observadas na titulacdo automatica. As ima-
gens da Figura 30 mostram uma titulagdo de uma amostra de glicose fazendo uso do indicador
de amido. E possivel identificar que a titulagdo necessita de muitas adicdes de titulante para
que a mudanca de coloragdo ocorra completamente. E de se esperar entdo que a variagdo dos
valores de R, G e B nao seja muito acentuada, verificado no grafico da Figura 29.
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Figura 29: Sinal RGB de uma amostra de glicose na titulagao utilizando indicador amido.
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Figura 30: Intervalo de 20 adi¢des de NayS2 O3 na titulagdo de uma amostra de glicose utilizando
indicador amido.

O formato do sinal RGB se assemelha aquele obtido para uma titulagdo espectrofotométrica
onde o ponto final &€ dado por uma transformagao de Gram do sinal considerado [18] e o célculo
de suas derivadas nao € adequado para a construgdo de um titulador automdtico (Figura 31).
Nestes casos, as derivadas do sinal RGB nunca assumem valores muito distintos do ruido da
propria titulagdo e ndo é possivel selecionar nem um threshold e nem um ponto final através
destas curvas.
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Figura 31: Sinal das derivadas de R,G e B de uma amostra de glicose na titulacéo utilizando
indicador amido.

Diferentes das outras titulagbes estudadas, os valores destas derivadas elevam-se conforme a
titulacdo prossegue e nao existe um pico distinto que sinalize o fim da titulagdo. Estabelecer um
threshold para que se interrompa o procedimento pode ser arriscado tendo em vista que o sinal
também é bastante ruidoso. A chance de que a titulagéo seja interrompida prematuramente nas
vizinhangas do threshold é maior.

Seria possivel construir um algoritmo capaz de realizar a determinagédo da concentracdo de
aclcares redutores através de uma transformacao de Gram, porém todo o sistema para inter-
romper automaticamente a titulagdo é baseado em encontrar um ponto distinto em uma curva
capaz de detectar o momento da mudanca de coloragdo da amostra. Viabilizar um novo modo
de realizar isso poderia consumir uma enorme quantidade de tempo. Por este motivo, buscou-se
na literatura alternativas de indicadores.

O amidoglicolato de s6dio é um amido modificado e pode substituir este indicador em titu-
lacdes de oxi-redugdo. Este indicador possui a vantagem de ser bem mais sollvel e estavel
que uma solucao de amido, permanecendo ativa por varios meses. Além disso, a coloracao do
composto formado pelo ion I com o amidoglicolato € bem mais intensa, sugerindo que este
indicador possa ser utilizado para determinar agicares em amostras intensamente coloridas. As
imagens da Figura 32 exemplificam este comportamento na titulagdo de uma amostra de glicose.
O mesmo numero de frames foi utilizado para comparagéo da rapidez com que a viragem ocorre
em ambas as titulagdes.
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Figura 32: Intervalo de 20 adi¢des de NayS2 03 na titulagdo de uma amostra de glicose utilizando
indicador amidoglicolato de sédio.

A transicdo de cores é muito mais rapida e intensa com este indicador e o sinal RGB assume
uma forma sigmoidal semelhante as titulagbes de neutralizacdo e oxi-reducdo. Além disso, a
coloracao obtida é de um azul muito mais intenso e vai se transformando em um lilas conforme a
titulagao avanca. Tudo isto faz com que suas derivadas fiquem com um sinal bem distinto quando
ocorre a mudanca de cores. A Figura 33 exibe o comportamento da derivada da variavel B.
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Figura 33: Derivada de B de uma amostra de glicose na titulacdo utilizando indicador amidogli-
colato de sddio.

Tendo em vista estas condigbes, o indicador de amidoglicolato de s6dio atende as necessi-
dades e, além disso, pode ser adicionado antes de iniciar as titulagbes sem nenhum efeito de
absorcao do amido, este indicador foi utilizado em todos os testes subsequentes.

4.2.5.2 Determinacao da constante de padronizacao (K)

Para que seja possivel realizar a determinagéo de aglcares redutores, € necessario reagir uma
determinada quantidade de amostra com sulfato de cobre. Isto é realizado na presenga de um
complexo do metal com tartarato de s6dio e potassio e necessita de aquecimento por um tempo
determinado para que a reacao se complete. Tendo em vista a dificuldade de reprodutibilidade
associada a esta reacao (vidrarias, equipamentos e tempos diferentes de aquecimento e resfri-
amento), os analisadores potenciométricos necessitam de uma calibracdo para minimizar estes
efeitos. Este procedimento foi testado para a titulagdo automatica RGB.

Normalmente, isto é realizado através de uma titulacao utilizando uma solugéo de glicose de
concentragéo exata de 10 g/L e determina-se a relagéo entre os ions Cu?* e os aglcares redu-
tores. Devido as limitagdes do procedimento, o cobre consegue oxidar apenas uma quantidade
determinada de glicose [46]. Valores reportados se encontram na faixa de 5,8 a 6 para o calculo
deste fator [47].

Nesta etapa também aproveita-se para ajustar a quantidade de ions Cu?* em solugdo pois
existe uma determinada quantidade onde a relagéo estequiométrica entre estes ions e os agu-
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cares redutores é praticamente linear, entao é desejavel que as titulagdes encontrem-se em de-
terminada faixa. Controlar a quantidade destes também permite que seja controlado a maxima
concentracdo que pode ser avaliada pelo método. Valores de 25-30 mL para a determinagéao do
branco sao desejaveis na titulagao classica.

A constante foi obtida através da titulacao classica de uma solucdo 10 g/L de glicose realizada
em ftriplicata e depois avaliado sua constante de padronizacao. O valor obtido para a constante
K foi de 5,82. A constante foi testada com solugbes de 5 e 7,5 g/L de glicose posteriormente. Os
resultados se encontram na Tabela 26.

Tabela 26: Resultado das andlises para célculo da constante K. Valores em g/L.
Amostra [ [Glicose] | s | Erro (%)
10 g/L 9,93 0,01 -0,67
5¢g/L 4,98 0,02 -0,5
7,5¢g/L 7,45 0,01 -0,7

Pode-se visualizar que a constante se encontra dentro dos valores reportados e que néo foi
preciso ajustar a quantidade de ions Cu?* presentes em solucéo. Além disso, com a constante,
foi possivel avaliar com boa precisao e exatidao as concentra¢des das solugdes de 5,0 e 7,5 g/L.

4.2.5.3 Avaliacao do algoritmo de deteccao das amostras de cerveja clara, xarope e soro
de glicose

As amostras de cervejas claras, de xarope e soro de glicose, apés diluidas, ficaram bem se-
melhantes e imaginou-se que o mesmo algoritmo seria capaz de determinar o ponto final das
titulagbes consideradas. De fato, como mostra a Figura 34, apesar de haver diferengas na colo-
racao das amostras apds sua titulacdo, a mudancga de cor do azul-negro para o creme-branco é
suficientemente rapida para que se determine o ponto final com essa variagao.
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Figura 34: Intervalo de 6 adigées de NayS,03 na titulagdo de uma amostra de cerveja clara (a),
xarope de glicose (b) e soro de glicose (c).

As diferengas nas coloragdes nas amostras ja tituladas correspondem principalmente ao ion
Cut formado e seus sais que podem ser de diferentes cores (amarelo/laranja/vermelho). A inten-
sidade destas cores depende da quantidade de éxido formado, ou seja, € dependente de cada
amostra. Realmente, percebe-se uma pequena diferenga na coloragédo corresponde a quanti-
dade de 6xido de cobre existente apos a reagcdo. Quanto mais aglcares a solugao possuir, maior
sera a quantidade de éxido formado e consequentemente maior sera a coloracdo avermelhada
apés a viragem do indicador. Porém, a variagdo do sinal é tdo intensa que indica nao haver
influéncia na determinacao do ponto final. Os graficos das Figuras 35, 36 € 37 mostram como
ocorre a variagao do sinal RGB para as titulagdes de xarope, cerveja clara e soro de glicose.
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Figura 35: Sinal RGB de uma amostra de cerveja clara na titulacdo de aglcares redutores com
NaS203 0,055 mol/L.
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Figura 36: Sinal RGB de uma amostra de xarope de glicose na titulacdo de agucares redutores
com NayS,03 0,055 mol/L.
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Figura 37: Sinal RGB de uma amostra de soro de glicose na titulagcdo de aglcares redutores com
NaS203 0,055 mol/L.

Pode-se perceber que, quanto mais intenso € a concentragdo de acgUcares redutores, mais
oxido de cobre (I) é formado e, consequentemente, um valor maior de R € atingido. Observando
as imagens do branco (Figura 38) e seu respectivo sinal RGB (Figura 39), pode-se visualizar que
estas diferencas sdo minimas e que o formato e até mesmo valores da curva RGB sao bastante
semelhantes e quantidade de éxido de cobre exerce pouco efeito na curva. Se houvesse muitas
diferencas entre as curvas, seria dificil construir um algoritmo adequado para todas as amostras
pois a determinagao de agucares redutores é baseada na subtragao da titulagdo do branco com
a amostra. A exatiddo desta andlise depende justamente de selecionar a mesma coloragéo nas
duas titulagdes para que nenhum erro seja incluido. Curvas muito diferentes entre o branco e as
amostras implicaria na construgdo de dois algoritmos diferentes que poderiam acrescentar erros
ao procedimento.

Figura 38: Intervalo de 6 adi¢cdes de NayS,03 na titulagao do branco.
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Figura 39: Sinal RGB do branco na titulagdo de agucares redutores com NayS,03 0,055 mol/L.

A partir destas suposicdes e hipoteses, testou-se os seguintes algoritmos encontrados na Ta-
bela 27 com seus respectivos resultados. Pelo formato da curva RGB, supbs-se que 1° e 2°
derivadas seriam o suficiente para realizar esta determinagdo. Os valores do branco também
foram inclusos para comparagdo com as amostras.

Tabela 27: Resultado das andlises de determinacdo das amostras de cervejas clara, xarope de
glicose e soro de glicose. Valores em g/L.

Algoritmo Branco Xarope de Glicose | Soro de Glicose Cerveja Clara
Tipo | Detecgao | Threshold | V(uL) | s | E(%) C s E(%) C s E(%) C s E(%)
f% Max. 2,0 2430 | 0 | +5,05 | 4,62 | 0,1 | +5,86 | 9,83 | 0,1 | +4,76 | 2,83 | 0,05 | -0,35
f% Max. 2,0 2430 | 0 | +5,05 | 4,62 | 0,1 | +5,86 | 9,83 | 0,1 | -4,11 | 2,87 | 0,1 | +1,11
& Max. 2,0 2430 | 0 | +5,05 | 4,62 | 0,1 | +5,86 | 9,83 | 0,1 | -4,11 | 2,87 | 0,1 | +1,11
ji}; Zero 0 2428 | 4 | +4,97 | 461 | 0,1 | +5,65 | 9,83 | 0,1 | -4,11 | 2,98 | 0,1 | +5,05
jv‘f Zero 0 2432 | 4 | +5,14 | 461 | 0,1 | +5,65 | 9,83 | 0,1 | -4,11 | 2,98 | 0,1 | +5,05
jT% Zero 0 2432 | 4 | +5,14 | 461 | 0,1 | +5,65 | 9,83 | 0,1 | -4,11 | 298 | 0,1 | +5,05

Os resultados da Tabela 27, apesar de concordarem entre si para os diferentes algoritmos,
apresentaram erros da ordem de 5% em comparagao com sua titulagdo classica (Tabela 28).
Pode-se verificar também que os valores de desvio-padrdo sédo bastante elevados. A prova-
vel causa destes fenémenos é o fato de que, para analisar a amostra no titulador automatico,
uma aliquota de 4 mL dos 52 mL era retirada e a quantidade de aglcares redutores na amostra
era determinada através da relagdo de volume existente entre a amostra original e sua aliquota,
neste caso, 13. Isto faz com que uma pequena variagdo do volume de titulante utilizado gere uma
grande variacao dos valores de concentracdo de acucares. Além disso, este desvio-padrao é afe-
tado tanto pelo branco quanto pela amostra, aumentando-o ainda mais. Isto pode ser verificado
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para as titulagbes classicas tambéem.

A Unica amostra que apresentou resultados bem proximos de sua titulagao classica foram os
da amostra de cerveja. Os algoritmos de 1° derivadas obtiveram resultados proximos a 1%.

Tabela 28: Resultados das analises de titulagéo classica de amostras de xarope, cerveja e soro.
Amostra [[ARI(@L) | s
Xarope de Glicose 4,41 0,2
Soro de Glicose 10,25 0,2
Cerveja Clara 2,84 0,2

O erro de titulagao para uma solugao padrao de glicose 10 g/L também foi obtido e comparado
com os algoritmos escolhidos, exibido na Tabela 29. Para esta amostra, algoritmos baseados
nas 1° derivadas obtiveram melhores resultados do que suas segundas derivadas.

Tabela 29: Resultados das andlises de titulagdo de uma solugéo de glicose 10 g/L.
Algoritmo | [AR] (g/L) | s [ Erro (%)

L) 9,93 |005]| -067
¢ 9,93 |005| -067
45 9,93 |005| -067
ik 973 | 005 | -2,67
Fue 973 |005| -2,67
4B 973 | 005 | -2,67

Embora para as amostras o resultado tenha apresentado uma grande variagdo, mostradas em
seu desvio-padrao, isto nao foi observado para a amostra de glicose 10 g/L e seu resultado tam-
bém foi bem melhor em termos de exatidao. Como a amostra de cerveja também apresentou
resultados muito préximos a de sua titulacao classica para os trés primeiros algoritmos, é pro-
vavel a existéncia de algum erro sistematico provavelmente associado as etapa de separar uma
aliquota para analise. Entretanto, o algoritmo que apresentou os melhores resultados foi a 1°
derivada de R e seu sinal pode ser visualizado nas Figuras 40, 41 e 42.
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Figura 40: Sinal da derivada de R para a amostra de cerveja Heineken.
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Figura 41: Sinal da derivada de R para a amostra de xarope de glicose.
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Figura 42: Sinal da derivada de R para a amostra de soro de glicose.

Um teste-t entre os resultados obtidos por este algoritmo e suas respectivas titulagdes classi-
cas foi realizado e se encontra na Tabela 30.

Tabela 30: Teste-t a um nivel de 95% de confianga para o algoritmo de 3—5 das amostras de

solugdes incolores. GL=2; t-critico=4,3.

Automatica Classica Teste-t Erro

Amostra | [AR] (g/L) s [AR] (g/L) | s 95% | Relativo(%)

Cerveja 2,83 0,05 2,84 0,2 | 0,084 +5,86

Xarope 4,62 0,1 4,41 0,2 1,62 +4,76
Soro 9,83 0,1 10,25 02| 3,25 -0,35

4.2.5.4 Avaliacao do algoritmo de deteccao das amostras coloridas

As amostras de cervejas escuras e vinhos possuem uma determinagcdo um tanto mais com-
plexa no sentido de fazer a deteccdo do ponto final de titulagdo de forma visual. Isto acontece
porque, além de haver a formacéo de sais de cobre (l), hd também a presenca de compostos
que produzem pigmentacao das amostras. Estas substéncias sdo as antocianinas no caso dos
vinhos [45] e no caso das amostras de cerveja sdo provenientes das reagbes de Maillard que
ocorrem durante a brassagem do malte e das reacoes de caramelizacdo dos acgucares durante
seu malteamento [48]. Em amostras tituladas com o indicador de amido, a presenga destas
substancias pode ser tao significativa que nao é possivel realizar a determinagéao de agucares
redutores nestas amostras sem antes efetuar sua descoloragdo com carvao ativado. As ima-
gens das Figuras 43 e 44, mostram a pigmentacao formada nas amostras ja tituladas de vinho e
cerveja.

64



Figura 43: Intervalo de 6 adi¢cdes de NayS,03 na titulagdo de cerveja Xingu.

Figura 44: Intervalo de 10 adigbes de NayS,03 na titulagdo de vinho tinto Assemblage.

Observa-se que a coloragao obtida no ponto final de titulagao € influenciada pela pigmentagao
ja existente na amostra e pela quantidade de aglcares redutores presente devido a formacao do
6xido de cobre. As amostras de cervejas escuras, por exemplo, assumiram o tom marrom da
Figura 43 enquanto que as amostras de vinho assumiram um tom lil4s. Além disso, a mudanca
de coloracao foi bem mais rapida para as amostras de cerveja do que de vinho. Isto pode ser um
efeito da concentragao de aglcares redutores ou algum composto presente na composicdo do
vinho. A Figura 45 mostra as imagens da titulagdo de Vinho Dom Bosco que, por conter grande
quantidade de acucares, teve que ser diluido para que uma analise conseguisse ser realizada.

Figura 45: Intervalo de 10 adigbes de NayS>03 na titulagdo de Vinho tinto Dom Bosco.

Mesmo com uma concentracao de agucares reduzida, ainda se observa lentiddo na viragem,
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além de uma coloragdo mais forte de azul durante a titulagdo. Provavelmente este efeito é cau-
sado por alguma substancia presente nos dois vinhos. Houve, entdo, uma necessidade de avaliar
se as derivadas seriam suficientes para realizar esta determinacdo. Quanto mais demorado a vi-
ragem do indicador, menores serdo os maximos de suas derivadas e consequentemente um
threshold menor deve ser escolhido, sendo mais vulneravel a ruidos (interrupgédo prematura da
titulagao). Os graficos exibem o sinal RGB da titulagcdo de vinho Dom Bosco (Figura 46) e do
Assemblage (Figura 47).
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Figura 46: Sinal RGB da amostra de vinho Dom Bosco na titulagdo com NayS,03 0,055 mol/L.
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Figura 47: Sinal RGB da amostra de vinho Assemblage na titulagdo com Nay;S2O3 0,055 mol/L.

Estes graficos podem ser comparados aquele obtido pela cerveja Xingu na Figura 48. A pig-
mentacado formada nesta titulagao diferencia seu sinal RGB das outras, com valores mais dis-
persos de R, G e B. Seus valores também saem bastante atenuados quando comparados as
titulagbes de vinho. A velocidade com que se observa a mudanca completa de coloragéo é maior
no entanto e isto pode ser observado nas curvas.
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Figura 48: Sinal RGB da amostra de cerveja Xingu (Escura) na titulagdo com NayS,03 0,055
mol/L.

Os algoritmos testados foram aqueles mais associados a este formato de curva focando nas
1° e 2° derivadas. Estes resultados foram comparados a sua respectiva titulagdo classica cu-
jos resultados sdo apresentados na Tabela 31. Os resultados das titulagbes das amostras se
encontram na Tabela 32.

Tabela 31: Resultados das analises de titulagao classica de amostras de cervejas escuras e
vinhos.

Amostra [AR] (/L) | s
Cerveja Xingu 13,37 0,2
Cerveja Caracu 19,39 0,2
Vinho Dom Bosco 103,44 1,3
Vinho Assemblage 3,58 0,2

Tabela 32: Resultado das andlises de determinagdo das amostras de cervejas escuras e vinhos.
Valores em g/L.

Algoritmo Xingu Caracu Assemblage Dom Bosco
Tipo | Detecg¢ao | Threshold C s | E(%) C S E(%) C [ E(%) C S E(%)
s Max. 2,0 13,26 | 0,4 | -0,82 | 19,29 | 0,22 | -0,51 | 3,20 | 0,1 | -10,61 | 105,78 | 1,3 | +2,26
= Max. 2,0 13,26 | 0,3 | -0,82 | 19,29 | 0,3 | -0,51 | 3,20 | 0,1 | -10,61 | 105,78 | 1,3 | +2,26
4 Max. 2,0 13,26 | 0,4 | -0,82 | 1929 | 0,3 | -0,51 | 3,20 | 0,1 | -10,61 | 105,78 | 1,3 | +2,26
—% Zero 0 13,11 | 0,2 | -1,94 | 19,07 | 0,1 | -1,65 | 3,20 | 0,1 | -10,61 | 105,78 | 1,4 | +2,26
45 Zero 0 13,11 | 0,2 | -1,94 | 19,07 | 0,2 | -1,65| 3,20 | 0,1 | -10,61 | 105,78 | 1,4 | +2,26
3“\}2 Zero 0 13,11 0,2 | -1,94 | 19,07 | 0,2 | -1,65| 3,20 | 0,1 | -10,61 | 105,78 | 1,4 | +2,26

Bons resultados de exatiddo puderam ser obtidos para as primeiras derivadas dos valores de
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R, G e B. Percebe-se também uma certa tendéncia de estimar uma concentragao de aglicares um
pouco menor do que sua titulagao classica, fato que néo foi observado nas amostras incolores. A
amostra de vinho Assemblage foi a Unica que obteve um resultado com um erro de cerca de 10%
diferente da amostra de vinho Dom Bosco que obteve bons resultados. O vinho Assemblage nédo
precisou passar por uma diluicdo para ser analisado por sua pequena quantidade de agucares
enquanto que o mesmo nao pode ser dito para o vinho Dom Bosco. A presenca deste erro em
uma amostra nao diluida sugere a presenca de algum interferente na composicao do vinho que
tem sua influéncia amenizada pela dilui¢éo.

Com os resultados, escolheu-se a 1° derivada de R como algoritmo para determinar a concen-
tracao de agucares redutores. Seu resultado acompanhado de um teste-t pode ser visualizado
na Tabela 33.

Tabela 33: Teste-t a um nivel de 95% de confianga para o algoritmo de % das amostras de
solugdes coloridas.

Automatica Classica Teste-t Erro

Amostra [AR] (g/L) s [AR] (g/L) | s 95% | Relativo(%)
Xingu 13,26 0,4 13,37 0,2 | 0,8228 -0,82
Caracu 19,29 0,05 19,39 0,2 | 0,7595 -0,51
Assemblage 3,20 0,05 3,58 0,2 | 3,4689 -10,61
Dom Bosco 105,78 1,3 103,44 1,3 | 2,2214 +2,26
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5 Conclusoes

O equipamento desenvolvido bem como os algoritmos testados foram considerados eficazes
na realizacao dos procedimentos de titulagdo em comparacdo com os métodos classicos. O uso
da seringa microvolumétrica permitiu que se mantivesse os valores de precisdo dos métodos ao
mesmo tempo em que se reduzem os volumes de amostra, importantes para os procedimentos
de titulacdo. O equipamento também foi capaz de realizar titulagbes automaticas onde a subjeti-
vidade com que se determina o ponto final pode ocasionar problemas (formacéo de precipitado,
dicroismo e titulagbes com brancos de amostras). Vale a pena destacar que estas condi¢des
ainda podem ser otimizadas tanto para o volume das amostras analisadas quanto para os algo-
ritmos utilizados, testando casos especificos.

O titulador também obteve uma boa frequéncia analitica e facilidade de manuseio do equipa-
mento e seu software. Com algumas modificacdes, o instrumento pode ser faciimente utilizado
para realizar padronizagdes de reagentes em um laboratério, por exemplo, e obter um referencial
objetivo para determinar o ponto final destas andlises. Apesar de que o titulador foi testado para
algumas titulacdes, estas sdo bastante gerais e algumas modificacdes e testes permitem que
novos procedimentos sejam adicionados com os mesmos algoritmos ou nao.

Além disso, o sistema de deteccdo do ponto final com uma camera webcam nao entra em
contato com a amostra e uma Unica cadmera pode ser o detector de varias titulagdes. Este fato,
aliado ao software livre e aberto desenvolvido, permite que novos métodos sejam adicionados
e a completa alteracdo dos mesmos sem que seja realizada nenhuma alteragéo fisica no equi-
pamento. Isto pode ser estendido ainda para a realizagdo de um numero variado de titulagcoes
ocorrendo ao mesmo tempo, pois € possivel fazer com que uma Unica camera webcam consiga
capturar imagens de varias titulagbes, mudando apenas o arranjo fluidico utilizado.

O estudo do sinal RGB das titulagbes em comparagao com suas imagens e algoritmos possi-
blitou que houvesse um aprendizado na forma como as variagées de coloragéo influenciam na
determinacdo automatica do ponto final e isto pode ser utilizado para avaliar novos indicadores
em outras titulagdes. A utilizacdo de amidoglicolato de sddio possibilitou a analise de amos-
tras intensamente coloridas, indisponivel quando se utiliza amido como indicador na titulagédo de
acucares redutores.
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