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RESUMO

PEREIRA, Fernanda de Melo, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa,
dezembro de 2009. Otimizacdo da metodologia de determinacdo dos
isbmeros do acido butenodidico por Voltametria de onda quadrada.
Orientador: Efraim Lazaro Reis. Co-orientadores: César Reis e Maria Eliana
Ribeiro de Queiroz.

O &cido butenodioico apresenta-se sob a forma de dois isbmeros geométricos:
0 acido fumarico e o acido maleico. A ocorréncia natural destes acidos em
sucos de macd em niveis maiores que 3 mg.L' pode ser devida ao
metabolismo de alguns fungos ou bactérias presentes na propria maca. O
acido fumérico e o &cido maleico sdo reduzidos eletroquimicamente em
solucBes acidas em um mesmo valor de potencial, sendo determinados na
forma de acido butenodidico. Em soluc¢des cujo pH € igual a 8,20, é possivel a
diferenciagcdo dos dois &cidos pois a reducdo dos mesmos ocorre em
potenciais diferentes. O presente trabalho descreve o processo de otimizacdo
da determinacdo do acido fumarico e do acido maleico em amostras de suco
de maca utilizando solucdo de NHs/NH4Cl 1 mol.L™* como eletrélito suporte
(Método A), e a otimizacdo da determinacédo do acido butenodibéico (Método B)
utilizando como eletrdlito suporte solucdo de HCI 30%(v/v). As varreduras
catédicas foram realizadas por voltametria de onda quadrada com o uso do
eletrodo de gota pendente de mercurio (HMDE). Em ambos os métodos foram
realizados planejamento fatorial fracionario e planejamento fatorial completo. A
superficie de resposta de cada método foi determinada utilizando o
planejamento composto central. Os resultados obtidos nas condicGes
otimizadas apresentaram resposta linear no intervalo de 4,0 a 50 mg.L™ para o
acido fumarico obtendo limite de deteccéo e quantificacdo de 0,0689 mg.L™ e
0,100 mg.L?, respectivamente. Para o 4cido maleico, a resposta linear obtida
foi de 2,5 a 25 mg.L obtendo um limite de deteccédo e quantificacdo de 0,0108
mgL™ e 0,0209 mgL™, respectivamente, pelo Método A. Usando o Método B, a
resposta linear foi obtida no intervalo de 2,15 a 15,0 mg.L™, sendo obtidos
limites de deteccdo e quantificacdo de 1,04 mg.l* e 1,32 mg.lL?,
respectivamente. As amostras de suco de maca foram previamente tratadas
utilizando o processo de extracdo em fase sélida e na analise voltamétrica elas

foram fortificadas com solu¢des de acidos fumarico e maleico, sendo obtidos



Xii
valores de recuperacao dos acidos, de 99,39% e 98,77%, respectivamente,
pelo Método A. Usando o Método B, a porcentagem de recuperacao do &cido
butenodidico foi de 99,51%. A otimizacdo dos pardmetros voltamétricos para
determinacdo do acido butenodidico e de seus isbmeros foi planejada
considerando fatores como tempo de execucdo do experimento, sensibilidade,

seletividade e baixos limites de quantificagao.
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ABSTRACT

PEREIRA, Fernanda de Melo, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa,
December of 2009. Optimization of the methodology for determing the
butanedioic acid isomers by square wave voltammetry. Adviser. Efraim
Lazaro Reis. Co-advisers: César Reis and Maria Eliana Ribeiro de Queiroz.

The butanedioic acid has two geometric isomers: the fumaric and maleic acids.
The natural occurrence of these acids in apple juice at levels greater than
3 mg L™ may be due to the metabolism of some fungi or bacteria present in the
apple itself. The fumaric and maleic acids are electrochemically reduced in acid
solutions in the same potential value, and they are determined in the form of
butanedioic acid. In solution whose pH is 8.20, it is possible to differentiate the
two acids as the reduction of both acids occurs in different potentials. This
present work describes the optimization process of the fumaric and maleic acids
determination in samples of apple juice using NHs/NH4Cl 1mol L™ solution as
supporting electrolyte (Method A), and the optimization of the butanedioic acid
determination (Method B) using HCl 30% (v/v) solution as supporting
electrolyte. The cathodic scans were performed by square wave voltammetry
with hanging mercury drop electrode (HMDE). In both methods, a fractional
factorial design and a complete factorial design were performed; also, the
response surface of each method was determined using a central composite
design. The results obtained at the optimized conditions showed linear
response in the range of 4.0 to 50 mg.L™ for fumaric acid, and limits of detection
and quantification of 0.0689 mg L™ and 0.100 mg L™, respectively. For the
maleic acid, linear response was obtained in the range of 2.5 to 25 mg L, with
limits of detection and quantification of 0.0108 mg L™ and 0.0209 mg L™,
respectively, using the Method A. Using the Method B, the linear response was
obtained in the range of 2.15 to 15.0 mg L™, with limits of detection and
quantification of 1.04 mg L™ and 1.32 mg L™, respectively. The samples of
apple juice were previously treated using the solid phase extraction process and
in the voltammetric analysis they were spiked with solutions of fumaric and
maleic acids, obtaining recovery of 99.39% and 98.77%, respectively, using the
Method A. Using the Method B, the percentage of recovery of butanedioic acid
was 99.51%. The optimization of the voltammetric parameters for the

determination of butanedioic acid and its isomers was planned considering



Xiv
factors such as execution time of the experiment, sensitivity, selectivity and low

limits of quantification.



Introducéo 1

1. INTRODUCAO

O &cido butenodidico é um &acido organico insaturado com dois
grupos carboxilicos e que apresenta isomeria geométrica. O isébmero Z €
o acido maleico, ja o isdbmero E é o acido fumarico. A nomenclatura
IUPAC para o éacido fumérico é acido-E-butenodidico e para o acido
maleico seria o acido-Z-butenodidico (Gulaboski et al, 2001).

O acido maleico € usado industrialmente como matéria prima para
producdo do &cido malico e acido succinico através de sua
bioconversdo. O acido maleico ndo ocorre naturalmente, sendo portanto
metabolizado por algumas bactérias (TOSHIAKI et al,1997).

O &cido fumarico e maleico podem ser reduzidos eletroguimicamente a
acido succinico. Em soluctes acidificadas a diferenciacdo dos dois acidos nao
é possivel, pois ambos s&o reduzidos em um mesmo potencial, Ey, = -0,6 V. E
possivel separar os &cidos em pH 8,0; o acido fumérico é mais dificilmente
reduzido que o acido maleico a baixa concentracdo de proton (o resultado do
isomerismo cis-trans) sendo que o primeiro sofre um deslocamento na onda
polarografica de 0,3V para potencial mais negativo (TARASOVA et al; 2003;
METRODAT: 797 VA, 2005).

O objetivo deste trabalho foi otimizar a metodologia de determinacéo do
acido fumarico e maleico separadamente em uma mesma solucéo,
empregando a voltametria de onda quadrada, chamado de método A e otimizar
a metodologia de determinagcdo do acido butenodidico, empregando a
voltametria de onda quadrada, chamado método B. Apds as otimizacbes das
duas metodologias foram realizadas a determinacdo destes acidos em
amostras de suco de maca.

As determinacfes voltamétricas foram realizadas em um analisador
voltamétrico VA Computrace, modelo 797, da Metrohm. O eletrodo utilizado foi
o eletrodo multi-modo (MME), que combina os eletrodos de mercurio mais
importantes em polarografia e voltametria em uma Unica construgéao.

O eletrodo de mercurio foi utilizado no modo de eletrodo de mercurio de
gota pendente (HMDE).Todas as condicbes experimentais assim como 0S
parametros instrumentais para determinacdo da quantidade de ambos os

acidos foram otimizados utilizando a triagem dos fatores, planejamentos
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fatoriais e metodologia de superficie de resposta. Dois métodos de
determinacéo foram otimizados, o0 método A que utilizou como eletrélito suporte
a solucdo tampao NH3/NH4CI em solugéo na célula voltamétrica a pH 8,20 e o
método B que utilizou como eletrélito suporte o HCI 30% (v/v).

No método A a determinacéo dos dois acidos separadamente é possivel
devido a reducdo de ambos em valores de potencial diferentes, permitindo a
diferenciacéo destes acidos em solu¢do com pH 8,20, em amostras de suco de
maca.

No método B a determinacdo do acido fuméarico e do acido maleico
separadamente néo é possivel devido ao fato de que em solugéo contendo HCI
30% (v/v) os dois isdmeros séo reduzidos em um mesmo valor de potencial na
célula eletrolitica, portanto foi feita a otimizacdo do acido butenodidico e sua
quantificacdo em amostras de suco de maca previamente tratados.

ApOs o0 processo de otimizacdo os dois meétodos foram validados,
determinados os limites de deteccdo e de quantificagcdo para ambos os
métodos, e a quantificacdo do acido butenodidico e de seus isbmeros foi
comparada com um método de referéncia, a cromatografia liquida de alta
eficiencia (HPLC).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Acido Butenodidico

O acido butenodidico € um acido orgéanico insaturado com dois
grupos carboxilicos e que apresenta isomeria geométrica. O isébmero Z €
o acido maleico, ja o isdbmero E é o acido fumarico. A nomenclatura
IUPAC para o éacido fumérico é acido-E-butenodidico e para o acido
maleico seria o acido-Z-butenodidico (Gulaboski et al, 2001).

O
OH O

OH O OH
0 —

Acido Fumarico Acido Maleico

HO A

Figura 1. Estrutura Conformacional do Acido Fumaérico e do Acido Maleico.

As estruturas dos isbmeros afetam as propriedades fisico-
guimicas. O ponto de fusdo de uma substancia depende do tamanho das
moléculas e da possibilidade de estabelecerem interagdes
intermoleculares entre si. O acido fumérico possui um maior namero de
ligacbes intermoleculares, sendo mais intensas, apresentando, portanto
maior ponto de fusdo que o acido maleico. O acido maleico possui maior
facilidade para realizar ligagcbes de hidrogénio intramolecular por

apresentar conFiguracdo Z (Lui et al, 2008).
2.2. Acido Fumarico

O acido fumérico é usado como aditivo em géneros alimenticios e
como matéria prima para produtos farmacéuticos e resinas sintéticas, e
também para aliviar os sintomas da psoriase. O 4cido maleico é téxico
tanto para humanos como para animais pois prejudica o0 sistema
respiratorio e o trato urinario (Gulaboski et al, 2001).

Estes acidos organicos estdo presentes em pequenas proporcdes

no mel (0,5%) e podem ser usados como indicadores de deterioragcao
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durante a estocagem, medida de pureza e autenticidade. A relacdo entre
as formas acida e seus sais dependem do pH do mel, do conteudo total dos
acidos, da forca idnica e da constante de dissociacdo dos acidos (LUQUE et
al., 2003).

O &cido fumarico foi isolado pela primeira vez da planta Fumaria
officinalis da qual origina seu nome. E produzido quimicamente a partir de
anidrido maleico, que por sua vez é produzido a partir do butano. Os fungos
sdo conhecidos pela sua capacidade de produzir acidos organicos e tém sido
usados em processos de fermentacdo para producdo de &cido fumarico
(ENGEL et al, 2008).

Devido a sua estrutura ser composta de ligacao dupla entre carbonos e
dois grupos carboxilicos o acido fumarico tem algumas aplicacdes industriais
sendo portanto usado como matéria prima para a polimerizacdo e reacfes de
esterificacdo; este acido € uma boa opcao para a industria polimérica devido a
sua ndo toxicidade natural. As estruturas poliméricas apresentam propriedades
especiais como maior dureza quando o acido fumarico é usado como matéria
prima (ENGEL et al, 2008).

As uvas utilizadas para producdo de vinhos, em muitas regides do
mundo, possuem pouca quantidade de acido fumarico para produzir vinhos de
alta qualidade. Assim torna-se necessario, apos a fermentacao alcodlica por
leveduras, a adicdo de agentes acidulantes como acido fumarico, tartarico,
citrico, succinico ou latico. Seu uso como agente acidulante é de suma
importancia devido a sua estabilidade bioldgica, seu baixo custo e devido ao
seu efeito inibitorio sobre a fermentacdo malolatica.

As aguas residuarias industriais produzidas pelo processo de producéo
do acido fumarico, apresentam baixo valor de pH, alta concentracéo de tiuréia,
alta demanda quimica de oxigénio e baixa biodegradabilidade. Para extrair o
acido fumarico destas aguas residuarias utiliza-se o processo de extracéo
liquido-liquido usando uma mistura de extrator trialquilamina, querosene e n-
octanol na proporcao 2:2:1, alcangcando uma eficiéncia de extragcédo de 70,67%.
A redissolucéo do 4cido fumarico apés extracao foi conseguida com solucéo de
NaOH 2% obtendo 100% de remocao (LIS et al, 2007).

2.3. Acido Maleico
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O anidrido maleico é produzido industrialmente através de
oxidacao catalitica de hidrocarbonetos adequados, como benzeno ou n-
butano, em fase gasosa. A catalise é baseada na utilizacdo do vanéadio e
oxidos fosforosus, neste processo a agua formada como bioproduto
pode ser diretamente liquefeita por reacdo do gas de condensacéao
parcial, sendo que mais de 98% do anidrido pode ser absorvido desta
forma (ENGEL et al, 2008). A mistura solvente anidrido é submetida a
destilacédo fracionada para separar o anidrido maleico do solvente e este
altimo retorna a coluna de absorcdo, sendo o anidrido maleico

hidrolisado a acido maleico:

O
OH Q
| O + H,O — OﬂOH
@

Figura 2.Hidrélise do anidrido maleico a acido maleico.
O &cido maleico é usado industrialmente como matéria prima para
producdo do &cido malico e acido succinico através de sua
bioconversdo. O acido maleico ndo ocorre naturalmente, sendo portanto
metabolizado por algumas bactérias (TOSHIAKI et al,1997).

Este acido é convertido quantitativamente por aquecimento ou
isomerizacao catalitica cis-trans a acido fumarico, usando como catalisadores
0s acidos minerais, peréxidos ou tiuréia. Na isomerizacédo do acido maleico a
acido fuméarico o rendimento da converséo é limitado pelo equilibrio da reacgéo.
Esta conversdo quimica ocorre em altas temperaturas formando bioprodutos
dos acidos fumarico e maleico obtendo portanto menores rendimentos. Para
que nao houvesse a producdo de bioprodutos dos &cidos foi utilizado as
Pseudomonas alcaligenes XD-1 que proporcionaram altas taxas de conversao
do acido maleico a acido fumarico (ENGEL et al, 2008).

O &cido maleico foi detectado como intermediario gerado durante a
degradacéao por fotocatélise de poluentes aromaticos, pois a clivagem oxidativa
do anel aromatico leva a formacdo de &cidos carboxilicos de cadeia curta,
como o acido maleico. Desta forma, sua degradacao fotocatalitica ocorre por
adsorcéo do Fe(lll) na superficie de TiO, (FRANCH et al, 2005).
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A eletrorreducao do acido maleico foi estudada em eletrodos de metais e
misturas de metais em solucdo aquosa e mistura de &agua e acetona,
acetonitrila, etanol, dimetilformamida e piridina. As medidas foram realizadas
usando voltametria ciclica trabalhando com eletrodos de disco rotatério e
cronovoltametria sobre eletrodos de Cu, Cd, Pt e Ta, amalgamas de Cu e Liga
de Cd com Sn, Cu, In,Hg, Pb, Ni e Ag (CHURIKQV et al, 2002).0s eletrdlitos
suporte usados foram NaClO4, NH4CI, CsCl, SrCl, e KIl. O eletrodo de
referéncia usado foi o eletrodo de calomelano saturado (KVRATSKHELIYA,
2000).

Segundo KVRATSKHELIYA, a reducdo do acido maleico em diferentes
solugBes como H,SO,, eletrdlito suporte neutro ou mistura de 4gua com piridina
€ possivel de ser realizada sob suas trés formas: acido monodissociado,
monoanion e dianion. A forte ligacdo de hidrogénio intramolecular no
monoanion do acido maleico diminui a carga negativa sobre o anion central do
monoanion fazendo como que a diferenca entre parametros cinéticos do
processo sejam insignificantes, e sendo responsavel pela igualdade dos

coeficientes de difusdo em eletrdlitos suporte acidos ou neutro.

2.4. Presencade &cido fumarico em suco de maca

A macd é a fruta de clima temperado de maior importancia
comercializada como fruta fresca no contexto internacional e brasileiro. O
cultivo de macas é recente no Brasil e ocorreu devido ao incentivo de politicas
publicas, as empresas instalaram pomares e montaram toda a infra-estrutura
de camaras frigorificas, transporte a frio e estrutura de comercializacdo. A
producdo brasileira de magé esta concentrada na Regido Sul (MELLO, 2004).

O suco de maca € elaborado a partir de frutas que ndo alcangcam o
padrao exigido para o consumo pois apresentam defeitos oriundos de picadas
de insetos, injarias mecanicas, cicatrizes na epiderme, ma formacao do fruto e
problemas fitossanitarios (MELO, 2004). A cor e a nitidez sdo importantes
critérios de qualidade em sucos de mac¢éa (TULEK & YILMAZ, 2006).

O acido fumarico ndo € considerado um constituinte natural do suco de
maca que tenha sido preparado sem tratamento térmico. Este acido surge no

suco de maca devido a desidratacdo do acido malico durante as etapas de
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evaporacao e/ou pasteurizacdo. O conteudo deste acido no suco de maca nao
deve exceder a 3,0 mgL™? e sua maior concentracdo pode ocorrer devido a
adulteracéo por adicdo de acido malico sintético que contém o &cido fumarico
como menor contaminante, ao aquecimento excessivo do produto, a
contaminacdo do suco por microrganismos e ao processamento de macas
estragadas ou de méa qualidade.

As recentes orientacdes da Associacdo da Indastria de Sucos e Néctars
de frutas e vegetais da Unido Européia (AlIJN) ndo fornece o limite do acido
fumarico mas considera 5,0 mg/Kg de acido fumarico como uma concentracao
limite em sucos de macad (GOKMEN & ACAR, 2004).

A inoculacdo de macas com culturas puras de fungos como Rhizopus

stolonifer, Penicillium expansum e Lactobacillus plantarum que foram utilizados

como matéria-prima para a producao de suco de maca concentrado. O fungo
R.stolonifer € o agente causal responsavel pela presenca do acido fumarico,
mas também é produzido pelo L.plantarum (ACAR et al, 1999). O &cido
fumarico produzido por microrganismos presentes em frutas e sucos de frutas
compromete a qualidade do produto final causando problemas na qualidade e
perigos a saude, por isto € aceito como critério de qualidade do produto
(TULEK & YILMAZ, 2006).

A patulina € uma micotoxina produzida por varias espécies de

Penicillium, Asperqgillus e Byssochlamys nivea presentes em macds de ma

qualidade utilizadas para produzir o suco de maca. Estudos em animais tem
mostrado que a patulina tem efeito carcinogénico, mutagénico e teratogénico,
sendo um importante parametro de qualidade de alguns produtos em termos de
saude humana (KADAKAL & NAS, 2002). Analises estatisticas de 70 amostras
de sucos de maca provaram que existe uma correlacao linear entre o contetdo
de &cido fumérico e patulina nos suco de maca obtendo um coeficiente de
correlacdo de 0,71. Portanto a determinacdo do acido fuméarico esta
relacionado com a presenca da micotoxina patulina (GOKMEN & ACAR, 1998).

O conteado de acido fumarico das amostras de suco de maca
processado industrialmente aumenta ap0s a evaporacao devido a aplicacao de
calor que provoca a desidratacdo do acido malico presente naturalmente no
suco de maca. O coeficiente de correlacdo entre acido fumarico e patulina pode

ser um indicativo de acido fumarico devido a atividade microbiana (ACAR et al,
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1999).

Segundo ACAR (1999), a presenca de acido fumarico em suco de maca
é devida principalmente a degradacao microbiolégica das macas e nao apenas
ao uso de condi¢des extremas no processamento e estocagem.

O acido fumarico é formado como bioproduto na producdo do acido
malico sintético e a sua presenca em alta quantidade, ou seja, maior que 3
mg.L™" indica adicdo de &cido maélico sintético, durante o processamento do
suco, o conteudo de &cido fumarico é aumentado devido a desidratacdo do
acido malico (TULEK & YILMAZ, 2006).

Niveis de acido fumarico acima de quantidades traco sdo inconsistentes
com o suco de maca puro; portanto a medida deste acido organico pode ser
usado como uma verificacdo de autenticidade do suco. Sucos de maca
inoculados com R.stolonifer apresentaram niveis de acido fumarico de
3880 mg.L™* (GOKMEN & ACAR, 1998).

2.5.Métodos analiticos para a determinagdo do acido fumérico e acido

maleico

2.5.1. Métodos Cromatograficos e Espectroscopicos

Vérios métodos sao utilizados para determinacdo destes acidos
dicarboxilicos em varios tipos de amostras.Em amostras de suco de maca o
acido fumarico foi determinado por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(TULEY & YILMAZ, 2006; KADAKAL & NAS, 2002). Para o processo de
clarificagdo do suco, o melhor método utilizado para reduzir o teor de &cido
fumarico no suco, segundo TULEY & YILMAZ é a gelatina com bentonita
associados a utilizacdo do polivinilpolyprolidona, obtendo uma reducédo do
contetdo do &cido fumarico de 3,3 mg L™ para menor que 3,0 mg L™

Estes &cidos orgéanicos foram extraidos em amostras de mel pelo
processo de extracdo em fase sélida utilizando o cartucho de troca ibnica, o
eluato foi analisado por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia obtendo os
valores de limites de deteccdo e quantificacdo de 0,059 mg Kg'e
0,075 mg Kg*para o acido maleico; 0,0064 mg Kg'e 0,025mg Kg™* para o
acido fumarico, respectivamente (LUQUE et al, 2002).

Foram feitos experimentos espectroscopicos no infravermelho para

investigar o comportamento da extracdo do acido fumérico com o extrator
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utilizado amino N730;. Combinando a técnica de osmose reversa com extracao
complexa e redissolugcéo obteve-se uma taxa de remocéo total da Demanda
Quimica de Oxigénio de 99,2%. A agua residuaria pode portanto ser lancada
no meio ambiente (LI et al, 2008).

A técnica de Cromatografia Gasosa foi utilizada para determinacédo do
acido maleico, acido fumarico e &cido succinico, afim de determinar suas
emissdes na atmosfera. Apenas apos a aplicacdo do processo de derivatizagdo
envolvendo a metilagdo com trifluoreto de boro — metanol, pois estes acidos
possuem elevada polaridade e baixa volatilidade. Esta determinacdo ocorreu
em industria de resina, as amostras de ar foram coletadas da chaminé e
submetidas a derivatizagdo e analisadas por cromatografia gasosa. O
coeficiente de recuperacdo do acido maleico na forma de dimetilmaleato foi de
76% em um tempo de 24 horas de metilacdo, sendo este o principal

componente encontrado nas amostras (WATHNE, 1979).
2.5.2. Voltametria

Amostras de vinho foram utilizadas para determinacéo de acido fumarico
utiizando a técnica de voltametria de onda quadrada. As amostras foram
preparadas pela técnica de extracdo de fase sélida para posterior andlise
voltamétrica. O eletrodo de trabalho utilizado foi o HMDE (Eletrodo de Mercurio
de Gota Pendente), e o eletrélito suporte utilizado foi uma solugéo de 0,1 molL™
KNO3 tamponada a pH 2,8 com solucéo de 0,1 molL™ &cido citrico e NaH,PO.,.
Das amostras de vinho analisadas obteve-se uma concentracdo de acido
fumarico de 15 a 30 mg L™ (GULABOSKI et al, 2001).

2.5.2.1. Influéncia do pH no potencial de meia onda dos acidos

fumarico e maleico

WARSHOWSKY et al.(1947) realizaram estudo da separacédo das ondas
polarograficas de sais de &cido fumérico e maleico. Os valores de pH
estudados foram 6,8; 8,2 e 8,9 utilizando como eletrdlito de suporte o tampéo
de hidroxido de aménio e cloreto de aménio. No valor de pH 6,8 os autores
observaram uma diminuicdo da corrente de difuséo e no valor de pH 8,9 nao foi

obtida uma medicdo constante e estavel da corrente.J& no valor de pH 8,20
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ocorreu uma melhor medicdo de corrente de difusdo. Os autores concluiram
entdo que trabalhando com o tampao hidréxido de aménio e cloreto de aménio
o melhor valor de pH para analisar os dois &cidos obtendo uma onda
polarogréafica para cada um é o 8,20.

O &cido fumarico e maleico podem ser reduzidos eletrogquimicamente a
acido succinico. Em solucdes acidificadas a diferenciacao dos dois acidos néo
€ possivel, pois ambos séo reduzidos em um mesmo potencial, E;;, = -0,6 V.
Porém é possivel separar os acidos em pH 8,0; o acido fumarico € mais
dificilmente reduzido a baixa concentracdo de proton (o resultado do
isomerismo cis-trans), que o acido maleico, sendo que o primeiro sofre um
deslocamento na onda polarogréfica de 0,3V para potencial mais negativo
(TARASOVA et al, 2003; METRODAT: 797 VA, 2005).

De acordo com TARASOVA et al,(2003), para determinacdo separada
destes acidos organicos, no eletrodo de grafite, é necessario que o valor de pH
da solucdo seja ajustado para 8,0 para determinar o acido maleico e para
determinar o acido fumarico o pH deve estar entre 10-11.

A determinacdo do acido maleico e do acido fumarico foi realizada
adicionando &cido succinico na cela polarogréfica juntamente com &cido
cloridrico 0,1mol.L™. A leitura da onda polarogréfica ocorreu usando eletrodo
de grafite, ndo sendo necessario remover o oxigénio da solucéo, foi obtido um
limite de deteccao para os dois &cidos de 0,4 mg L™ (TARASOVA et al, 2002).

O acido maleico submetido ao processo de voltametria ciclica em meio
tamponado apresentou um deslocamento catédico em relagdo ao potencial de
pico (Ep) com o aumento do valor de pH. Uma pequena diminui¢do na corrente
de pico (ip) foi observada com o aumento do pH. Um unico pico é dividido em
dois em baixas velocidades de varredura (menores que 0,2V s) na faixa de pH
de 2,5 a 4,5. A uma determinada velocidade de varredura a i, foi alta em pH =0
mas ocorreu uma diminui¢édo da i, quando o pH foi aumentado (VAGHELA et
al, 2002).

Amostras de vinho foram analisadas usando a técnica de voltametria de
onda quadrada. Como eletrolito suporte foi utilizada uma solucdo de KNOs3
0,1 mol L™ tamponada com solucédo tamp&o de &cido citrico e NaH,PO, em
diferentes valores de pH . Foram obtidas curvas de potencial versus corrente

para o &cido fumarico, mostrando a importante influéncia do pH no potencial de
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reducdo deste acido, deslocando a posi¢cao do pico de acordo com o aumento
do valor de pH. O acido maleico também foi analisado em diferentes valores de
pH e as curvas obtidas demonstram o deslocamento do potencial para valores
mais negativos enquanto ocorre o aumento do valor de pH da solucdo
(GULABOSKI et al, 2001).

2.6.Titulagdo Potenciométrica

A potenciometria € o conjunto de métodos quantitativos instrumentais
utilizados para determinar as concentracdes e atividades de espécies idnicas
em solucdo mediante a medicao da diferencas de potenciais entre os eletrodos
de referéncia e o eletrodo indicador, imersos na solucdo a ser estudada. A
medida de potencial fornecida pelo eletrodo indicador combinado com o
eletrodo de referéncia resulta em uma pilha cuja forga eletromotriz (E) pode ser
medida (KUTSCHENKO et al, 2005).

A titulacdo potenciométrica possibilita a obtencdo de resultados com
maior confiabilidade se comparada as titulacbes que utilizam indicadores
quimicos, sendo importante ferramenta para determinacdo de constante de
ionizagdo de acidos fracos.

Na titulacdo potenciométrica usa-se um eletrélitio suporte para manter a
forca ibnica da solugcédo. O ponto de inflexdo da curva de titulacdo é o volume
de equivaléncia. A posicdo do maximo da curva da primeira derivada
corresponde ao ponto de inflexdo da curva de titulagao original (LINDBERG &
KOWALSKI, 1988).

Uma vez conhecido o ponto final, a forca eletromotriz da célula
correspondente a esse ponto pode ser obtida a partir da curva de titulacdo
original. O ponto final também pode ser localizado a partir da derivada
segunda. No ponto final, tem-se o valor da derivada segunda igual a zero, pois
o valor da ordenada muda rapidamente de valores positivos para negativos
(SKOOG & LEARY, 1992).

A influéncia do pH sobre o potencial de reducao esta relacionado com as
constantes de ionizacdo dos acidos fumarico e maleico, sendo de suma
importancia a determinacao destas constantes.

Os valores de pKa para os dois &cidos utilizando a titulacao
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potenciométrica varia da seguinte forma, para o acido fumarico em meio
contendo metanol é de 3,02 e 4,38 jA o acido maleico apresentou valores de
pka iguais a 2,00 e 6,26. Em solu¢fes aquosas os valores de pka para o &cido
maleico foi de 1,83 e 6,07 ja para o acido fumarico foi de 3,03 e 4,44
(GARRIDO et al, 2006; LUQUE et al, 2003).

2.7.Métodos voltamétricos

A quimica eletroanalitica é formada por um conjunto de métodos
analiticos quantitativos baseados nas propriedades elétricas de uma solucéo
do analito como corrente, potencial e carga, podendo ser aplicada em
monitoramento ambiental, no controle de qualidade industrial e em andlises
biomédicas (SKOOG et al, 2002).

As técnicas eletroanaliticas descrevem e caracterizam
eletroquimicamente determinados sistemas e fornecem limites de detecgao
muito baixos. Os métodos eletroanaliticos possuem propriedades especificas
para um estado de oxidacédo particular de um elemento e sua instrumentacao €
relativamente mais barata quando comparada a outros equipamentos como a
espectroscopia (SKOOG et al, 2002).

A voltametria € uma técnica eletroanalitica baseada na medicdo de
corrente e potencial em células eletroquimicas de forma a obter informacdes
qualitativas e quantitativas da espécie quimica em solugcdo. Um sistema
potenciostatico € utilizado para obter medidas de corrente sendo dotado de trés
eletrodos de medida posicionados na célula eletroquimica e imersos em um
eletrolito de suporte contendo o analito. O potenciostato € constituido de um
eletrodo de trabalho, um eletrodo de referéncia e um eletrodo auxiliar (SOUZA
et al, 2003)

A voltametria é composta de métodos em que as medidas de corrente e
potencial sdo realizadas em eletrodos de trabalho estacionarios e fixos e
podem ser o eletrodo de mercurio de gota pendente (Hanging Mercury Drop
Electrode — HMDE) que apresenta a vantagem de ser um eletrodo de superficie
renovavel evitando assim os chamados envenenamentos de superficies, bem
como o eletrodo de filme fino de mercurio (Thin Mercury Film Electrode —
TMFE). E empregado também o eletrodo de carbono vitreo (Glassy Carbon

Electrode — GCE) o eletrodo de pasta de carbono (Carbon-Paste Electrode —
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CPE) e eletrodos de trabalho feitos de metais nobres (BAREK et al, 2001).

O registro do potencial aplicado e da corrente resultante proporciona a
obtencdo do voltamograma, uma curva da corrente versus potencial. O sinal
analitico € a corrente faradaica que flui pela célula durante a reacdo do analito
em um eletrodo de trabalho com uma pequena superficie (SOUZA et al, 2003).

A voltametria ocupa uma importante posicdo entre os métodos
eletroquimicos para a investigacdo de compostos organicos,pois,muitos grupos
funcionais podem ser oxidados ou reduzidos no eletrodo de trabalho, tornando
possivel a determinacdo de uma grande variedade de compostos (SKOOG et
al, 1992).

2.7.1. Voltametria de onda quadrada

A demanda para deteccdo de substancias de significancia ambiental,
clinica e forense em niveis tracos esta crescendo. As técnicas eletroquimicas,
particularmente a técnica de pulso voltamétrico, tem se tornado uma poderosa
e barata ferramenta em quimica analitica (GULABOSKI et al, 2001).

A partir da década de 50 ocorreu o desenvolvimento da voltametria de
onda quadrada (SWV) quando Barker aplicou pulsos de potencial em um
eletrodo gotejante de mercurio obtendo assim a polarografia de onda quadrada
(Osteryoung & Osteryoung,1985). Esta técnica desenvolvida por Barker, por
trabalhar com um sistema revesivel e devido aos ruidos oriundos de fontes
captadas pelo capilar de mercurio e pela coluna, possuia uma sensibilidade
limitada e influenciavam as respostas de corrente. Assim, foi realizada uma
modificagcdo da freqiéncia de aplicagdo da onda quadrada, utilizou-se uma
variacdo mais rapida na rampa de potencial afim de obter uma resposta
otimizada de corrente-potencial, obtendo um limite de detec¢do mais amplo. O
capilar de mercurio utilizado ainda intensificava o aparecimento de ruidos
externos de forma consideravel nas andlises (RAMALEY & KRAUSE,1969;
SOUZA et al, 2003).

Com a finalidade de eliminar os ruidos provenientes do capilar de
mercurio o eletrodo gotejante de mercurio foi substituido por eletrodos
estacionarios e com a substituicdo da rampa linear de potencial por uma rampa
de potencial na forma de escada, surgiu entdo a voltametria de onda quadrada
(RAMALEY & KRAUSE,1969; KRAUSE & RAMALEY,1969). Uma onda
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quadrada simétrica € superposta a uma rampa de potencial em forma de
escada, gerando um pico simétrico que poderia ser usado nas determinacdes
analiticas. Assim, a medida de corrente era realizada proxima ao centro do
pulso, e as varreduras de potenciais eram limitadas para pequenos valores de
amplitude, e portanto baixas velocidades de varredura, provocando uma perda
de sensibilidade analitica.

O modelo mais atual da SWV foi desenvolvido em 1977 com o objetivo
de corrigir as limitacbes da técnica. A medida da corrente passou a ser
realizada no final do pulso direto e no final do pulso reverso de potencial
possibilitando que as varreduras de corrente em funcdo dos pulsos de
potenciais aplicados fossem feitas em velocidades maiores que 100 mV s™
(CHRISTIE et al, 1977).

A técnica de SWYV apresenta formas de onda, representadas na Figura
3, consiste de uma onda simétrica quadrada que é sobreposta a uma rampa de
potencial em forma de degraus e o resultado desta sobreposicédo € utilizado

para leitura das correntes.

GO N 3
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<] ;o — 'N;d'—l—ll-l
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E 2

-

1k
v
Eir"ni':;. M
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Figura 3.Forma de aplicacdo de potencial na voltametria de onda quadrada, sendo
AE, € o potencial de pico da onda quadrada eAE € o potencial da rampa

em forma de escada (Souza et al, 2003).

Independente do sentido da varredura a corrente € amostrada duas
vezes, uma ao final do pulso direto e outra ao final do pulso reverso. Isto
resulta em corrente determinada a partir da diferenca entre valores obtidos nos

dois pontos (Figura 4).
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A o~ Pulso direto

]‘ Amplitude

Potencial

Tempo

Figura 4. Sequéncia de pulsos (1 — 4) aplicados em determinado periodo de tempo, a
corrente amostrada é sempre i, — iy em voltametria de onda quadrada
(CARVALHO, 2008).

Pode-se observar na Figura 5 voltamogramas tedricos que podem ser
obtidos em sistema reversivel (A) e sistema irreversivel (B). Como as correntes
possuem sinais opostos, 0s picos se sobrepdem gerando um sinal maior de
corrente denominada de resultante. A subtracdo da corrente catddica (-) e
corrente anddica (+) é responsavel pela maior sensibilidade da técnica quando

aplicada a sistemas reversiveis (SOUZA et al, 2003).

resultante A B
resultante

o 2

€ direta s I

o =

5 i

UO reversa 0

reversa
Potencial Potencial

Figura 5. Voltamogramas de onda quadrada esquematicos para um sistema reversivel

(A) e para um sistema totalmente irreversivel (B) (SOUZA et al, 2003).

A voltametria de onda quadrada é considerada como uma técnica
eletroanalitica versatil, dindmica e sensivel. As principais vantagens da técnica
em comparacdo com as demais técnicas analiticas sdo sua sensibilidade, alta
velocidade, pré-tratamento minimo da amostra, seletividade satisfatéria e baixo

custo da instrumentacdo e manutencado. A aplicacdo de técnicas avancadas de
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varredura empregando voltametria pulsada, ou seja medicdo de corrente no
final do pulso direto e reverso, tem diminuido o problema da corrente capacitiva
que dificultou as medicdes volumétricas por muitos anos (ECONOMOU et al,
2002; SOUZA et al, 2003; ALEIXO, 2009).

2.8.Métodos Quimiométricos

Na ciéncia as idéias surgem bem antes da tecnologia necessaria para
explora-la. A quimiometria surgiu formalmente na primeira metade da década
de 70 e se firmou realmente com a crescente utilizacdo do computador em
laborat6rios quimicos.

A quimiometria é uma éarea especificamente destinada a analise de
dados quimicos de natureza multivariada. Ela se prop0e a resolver problemas
de interesse e originados na quimica utilizando ferramentas de trabalho
provenientes principalmente da matematica, estatistica e computacdo. Sendo
assim, “a quimiometria é uma disciplina quimica que emprega métodos
matematicos e estatisticos para planejar ou selecionar experimentos de forma
otimizada e para fornecer o maximo de informacéo quimica com a andlise dos
dados obtidos” (FERREIRA et al, 1999).

No final da década de 70, o Brasil ainda ndo dispunha de
microcomputadores e os calculos muito extensos eram feitos em computadores
de grande porte que funcionavam em centros de computagdo. O grande
avango computacional ocorreu em 1985 com o0 aparecimento de
microcomputadores de 16 bits os primeiros PCs. Estes PCs permitiam a
execucdo em um determinado micro de um programa que tinha sido compilado
por outro, faciltando a transferéncia dos programas computacionais de
quimiometria de um grupo de pesquisa para outro. Algumas industrias
nacionais mostraram muito interesse pela aplicacdo de métodos eficientes de
otimizacao.

Nos ultimos anos da década de 80, aumentou a demanda das
universidades e empresas por cursos de quimiometria. O trabalho com a
indUstria estimulou o grupo da Unicamp a desenvolver outros programas
computacionais para tratar dados gerados por experimentos estatisticamente

planejados, como planejamentos fatoriais completos ou fracionarios,
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planejamentos compostos centrais e planejamento de misturas. Do ponto de
vista computacional, fazer célculos quimiométricos com centenas de amostras
e milhares de variaveis hoje é coisa rotineira (NETO et al, 2006).

Devido aos recentes avancos em “hardware” e “software” a aquisicéo de
dados na area de quimica analitica foi bastante satisfatério devido ao
interfaceamento de instrumentos aos computadores produzindo uma enorme
quantidade de informacdo complexa e variada.

Observa-se métodos quimiométricos em quimica analitica, porém pouco
desta literatura tem se dedicado ao campo da eletroquimica e eletroanalitica
(CORREIA et al, 2007).

2.8.1. Planejamento experimental

A utilizacdo de planejamentos experimentais baseados em principios
estatiticos, possibilita aos pesquisadores extrair do sistema em estudo o
maximo de informacé&o util realizando um nimero minimo de experimentos.

A atividade estatistica mais importante é o0 planejamento dos
experimentos para a obtencdo de dados, para evitar um grande numero de
informagdes sem importancia para o trabalho realizado. Para realizar um bom
planejamento deve-se projetar um experimento de forma a obter informacdes
gue sejam uteis (NETO et al, 2002).

Atualmente o planejamento experimental esta sendo usada em grande
escala para determinar as variaveis que exercem maior influéncia no
desempenho de um determinado processo. Sua utilizagdo possibilita a reducéo
da variacdo do processo e melhor concordancia entre os valores nominais
obtidos e os valores pretendidos, reducdo do tempo do processo e do custo
operacional e melhoria no rendimento do processo (CALADO &
MONTGOMERY, 2003).

O planejamento de experimentos tem como principios basicos a
replicacdo, aleatoriedade e blocagem.

Realizar um experimento com réplicas € util por permitir a obtencédo do
erro experimental e da estimativa do erro afim de verificar se os erros sdo
estatisticamente diferentes; a replicagdo permite a obtencéo de uma estimativa
mais precisa de um determinado fator do experimento.

Os experimentos com suas réplicas devem ser realizados de maneira



REVISAO BIBLIOGRAFICA 18

aleatoria, garantindo a distribuicdo dos fatores ndo considerados. Sendo assim,
0s erros ou as observacdes devem ser variaveis aleatérias distribuidas
independentemente.

A blocagem é utilizada quando uma determinada medida experimental é
realizada por duas pessoas diferentes levando a uma possivel nao
homogeneidade nos dados. Controlando e avaliando sistematicamente a
variabilidade resultante da presenca de fatores conhecidos que perturbam o
sistema, mas que ndo se tem interesse em estuda-lo (CALADO &
MONTGOMERY, 2003; NETO et al, 2002).

As experiéncias devem ser realizadas sequencialmente e a Figura 5

apresenta um resumo desta estratégia inicial de realizagdo de um experimento.

Experimentos

Analise de
Planejamento Objetivos resultados e revisdo
do modelo e do
planejamento

Modelo(s)

Figura 6. Estratégia Inicial (CALADO & MONTGOMERY, 2003).

Para realizagdo de um planejamento fatorial deve-se primeiramente
selecionar o melhor modelo. Todo experimento comeg¢a com uma série de
experimentos afim de definir as variaveis qualitativas ou/e quantitativas e os
niveis que sdo mais importantes. Os resultados devem ser analisados e se
necessario devem ser feitas algumas modificagbes. ApOs selecionar as
varidveis de maior significancia deve-se levar em consideracdo o tempo e o
custo para realizacdo deste experimento, ou seja, avaliar a metodologia
experimental. Desta forma, as variaveis ndo selecionadas devem ser fixadas
durante todo o experimento.

A realizacdo da triagem dos fatores, as interacdes principais e de
segunda ordem entre as varidveis obtidas pelos planejamentos fatoriais

completos ou fracionarios sdo muito importantes para compreender o
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comportamento do sistema.

O planejamento experimental permite eficiéncia e economia no processo
experimental e 0 uso de métodos estatisticos na analise dos dados obtidos
resulta em objetividade cientifica nas conclusées (CALADO & MONTGOMERY,
2003).

2.8.2. Planejamento fatorial

7

O planejamento fatorial € utilizado quando se tem duas ou mais
variaveis independentes, fatores. Esta técnica é bastante util para medir os
efeitos de uma ou mais variaveis na resposta de um processo. Normalmente
usa-se um planejamento com dois niveis, no maximo trés, pois planejamentos
com numero maior de niveis torna-se inviavel em estudos de variaveis
(CALADO & MONTGOMERY, 2003).

O planejamento fatorial fracionéario € utilizado para realizar uma triagem
dos fatores em estudo e descartar as variaveis ndo significativas afim de
economizar tempo e dinheiro no laboratorio.

O planejamento fatorial completo tem como objetivo avaliar
quantitativamente a influéncia dos fatores sobre a resposta de interesse, assim
como as possiveis intera¢des de uns fatores com 0s outros.

A representacdo de um planejamento fatorial em dois niveis & 2 onde 2
significa o nimero de niveis e k o nimero de fatores. E comum codificar as
variaveis utilizando os sinais mais (+) € menos (-) aos niveis superiores e
inferiores respectivamente, de forma arbitraria sem interferir na realizacdo do
experimento ou interpretacdo dos resultados.

O planejamento fatorial completo é a Unica maneira de prever a
interacdo entre todos os fatores. O efeito principal é referente aos fatores
primarios de interesse do experimento. Quando a diferenga na resposta entre
0s niveis de um fator ndo é igual a todos os niveis de outros fatores ocorre uma
possivel interacdo entre estes fatores e é possivel calcular o valor do efeito de
interacdo entre estas duas variaveis.

Softwares estatisticos como MINITAB® e o STATISTICA® podem ser
utilizados para realizar a analise de dados e proporcionam a utilizacdo de
técnicas de planejamento e analise de experimentos (NETO et al, 2002).

Para realizar a otimizacdo do experimento os fatores significativos



REVISAO BIBLIOGRAFICA 20

selecionados apds experimentos de triagem sdo utilizados em uma

metodologia de superficie de resposta.
2.8.3. Metodologia de superficie de resposta

A metodologia de superficie de resposta (RSM, de Response Surface
Methodology) € uma técnica baseada em planejamentos fatoriais que foi
introduzida por G.E.P.Box nos anos 50 (NETO et al, 2002).

A superficie de resposta deve ser utilizada quando as variaveis de
resposta sao influenciadas por muitas variaveis independentes com o objetivo
de otimizar essas respostas (CALADO & MONTGOMERY, 2003).

A RSM é composta de duas etapas, a modelagem e o deslocamento,
gue sdo repetidas enquanto for necessario para atingir uma regidao 6tima da
superficie investigada. A modelagem é feita ajustando modelos lineares ou
quadraticos a respostas obtidas apds planejamentos fatoriais. O deslocamento
ocorre ao longo do caminho de méaxima inclinagdo de um determinado modelo
(NETO et al, 2002).

A superficie de resposta colocada em um grafico demonstra o
comportamento da resposta em funcdo de fatores tomados dois a dois,
permitindo analisar os fatores que afetam o sistema.

No processo de otimizagdo € de grande importancia a escolha do
planejamento fatorial para uma melhor construcdo da superficie de reposta. Um
modelo empirico de primeira ordem (linear) ou de segunda ordem (quadratico)
€ usado em sistemas cujas respostas sédo fun¢des de dois ou mais fatores.

A funcdo matematica utilizada € dada pela equacdo 1 onde Xi, Xa,..., Xk
sdo os fatores experimentais e ¢ é o0 residuo ou erro experimental.

N =/ (X1, X2,y Xx) + € (1)

Para iniciar a superficie de resposta € necessario determinar a relacéao
matematica entre a variavel de resposta e as variaveis independentes. A
primeira relacéo a ser verificada no ajuste da resposta dever ser o polinbmio de
menor grau chamado de modelo de primeira ordem, sendo que fo fi. fo.... Pk
representam os coeficientes do polindmio; Xi, Xo,..., Xk sS40 os fatores
experimentais e ¢ € o erro experimental.

Y=ot fiXe+ oXot... + fiXk + € (2)

Se o sistema apresentar curvatura deve-se usar o modelo quadrético ou
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de segunda ordem, pois o modelo linear inicialmente utilizado ndo foi bem
ajustado as respostas experimentais. A funcdo a ser aproximada no conjunto
de resultados € um polindbmio de ordem maior como um modelo quadratico
(Equacao 3) sendo que fo f1, fo.... fcrepresentam os coeficientes do polinbmio

de 2° grau; X3, Xa,..., Xk S80 0s fatores experimentais e ¢ é o erro experimental.
k k 5
Y =B+ D BX + D BXE+ DD Bixx +& (3)
i=1 i=1 i

Portanto, deve-se utilizar o planejamento composto central (Central
Composite Design - CCD) que é apropriado para ajustar o modelo polinomial
completo de segunda ordem. O CCD dever ser utilizado quando se quiser
verificar a existéncia de termos quadraticos no modelo de regressao
(MONTGOMERY & RUNGER, 2002).

O CCD, introduzido por Box e Wilson no inicio da década de 1950, sdo
construgbes que usam um planejamento fatorial (niveis baixos e altos),
superposto a pontos axiais e pontos centrais (Figura 7 A) dando a ele uma

forma esférica (Figura 7 B).
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Figura 7. (A) planejamento composto central para dois fatores (k=2 e a=\/§). (B)

Planejamento Composto Central para trés fatores (k=3 e a:\/§ ).

O CCD pode ser utilizado para construir modelos de primeira e segunda
ordem. Para estimar os coeficientes de uma superficie de segunda ordem deve
ser acrescido de alguns pontos experimentais. O CCD para K fatores é
formado por trés partes: uma parte chamada de fatorial, em que normalmente
os niveis codificados escolhidos sdo igualmente espacados e assumem valores
iguais a +1 e -1; uma segunda parte é composta de pontos axiais formado por
Nax = 2k pontos com todas as coordenadas nulas exceto as axiais que

assumem o valor a ou — q; e finalmente os ensaios centrais em que Xx;= ..Xx=
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0 (CALADO & MONTGOMERY, 2003; NETO et al, 2002).
O CCD proporciona o teste para a variancia da estabilidade e o modelo
de segunda ordem pode ser construido com o niamero de graus de liberdade

fornecido pela combinacao de tratamentos.

2.9.Validacdo dos métodos analiticos - conceitos das figuras de

mérito

A validacdo de um método analitico € muito importante para a obtencéo
de informacdes confiaveis e para que facilite a interpretacédo dos dados obtidos
da amostra (RIBANI et al.,2004). O método analitico a ser utilizado deve
apresentar o valor obtido da concentracdo do analito dentro do erro
experimental.

O processo de validacdo envolve os parametros erro, desvio, desvio
padrdo, e os resultados da analise por mais de uma técnica analitica ocorrendo
também uma comparacao entre si dos varios valores obtidos (ALEIXO,2003).

A validacdo de um método ocorre de forma continua iniciando pelo
planejamento de estratégia analitica e continua durante todo seu
desenvolvimento e transferéncia, sendo feita portanto uma avaliacdo da
precisdo e exatiddo dos resultados obtidos sobre a concentragdo da amostra
através de parametros como a linearidade, seletividade, limite de deteccéo e a
sensibilidade (RIBANI et al, 2004; ALEIXO, 2003).

2.9.1. Sensibilidade
Segundo BRITO et al, 2003, a medida da sensibilidade de um método
indica a possibilidade de distinguir duas concentracbes proximas, com
determinado nivel de confianca. Esta medida constitui o coeficiente angular do
grafico analitico,como:

s- 47
dy

2.9.2. Seletividade

A seletividade de um método garante que a resposta obtida como pico
de corrente seja exclusivamente do composto de interesse. O estudo do analito

na presenca de interferentes é utilizado para medir o grau de seletividade do
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método.
2.9.3. Precisao

A precisao representa a dispersdo dos resultados obtidos em ensaios
independente repetidos de uma mesma amostra ou padrdo, sendo avaliada
pelo desvio padrédo relativo. Em métodos de andlises tracos sdo aceitos um
desvio padrdo relativo de até 10% em amostras complexas. A precisdo é
avaliada em termos de repetitividade, precisdo intermediaria e
reprodutibilidade.

A repetitividade deve ser avaliada sob as mesmas condigbes de
medicdes sucessivas utilizando o mesmo método, sendo que a execucao da
metodologia deve ser realizada pelo mesmo analista sendo utilizado o mesmo
procedimento. O instrumento usado para as analises deve ser submetido as
mesmas condi¢cdes, no mesmo local e as medi¢cdes devem ser repetidas em
um curto intervalo de tempo. O resultado dessas medicdes sucessivas sob as
condi¢cdes citadas representa a repetitividade.

A preciséo intermediaria ira garantir que em um mesmo laboratério os
resultados obtidos irdo ser repetidos.

A reprodutibilidade é a concordancia dos resultados de medi¢des de
uma mesma amostra em condicOes diferentes, como outro aparelho, outro
analista e local diferente. Seria o0 resultado obtido em colaboracdo entre
laboratérios. Os valores de desvio padrdo e de variancia obtidos a partir dos

dados experimentais sao indicadores da precisdo (RIBANI, 2004).
2.9.4. Exatidéo

A exatiddo mede o grau de concordancia entre um valor de referéncia
considerado como verdadeiro e os resultados individuais em um determinado
ensaio processos como comparacdo de métodos, ensaios de recuperacdo e

adicao padrao sédo os mais utilizados para avaliar a exatidao.
2.9.4.1. Linearidade

E a capacidade do método em fornecer resultados diretamente

proporcionais a concentracdo do analito, dentro de uma faixa de aplicacao.



REVISAO BIBLIOGRAFICA 24

Deve-se medir a concentracdo da espécie de interesse utilizando padrdes de
concentracdo conhecida através de uma relagdo matemética chamada de
curva analitica utilizando no minimo cinco pontos sem incluir o zero da curva.

A regressao linear fornece uma estimativa dos coeficientes da curva
analitica a partir de um conjunto de medicdes experimentais, calculando assim
os coeficientes de regressao linear e angular e o coeficiente de correlagéo r.
Quanto mais proximo do valor 1,0 estiver o coeficiente de correlagdo menos
dispersos estdo os pontos experimentais obtidos e menor a incerteza dos
coeficientes de regressao estimado, mas isto ndo garante um modelo bom para

realizar previsoes.
2.9.4.2. Ensaio de recuperacao

O ensaio de recuperacdo avalia a quantidade recuperada de analito

adicionada inicialmente na matriz utilizando o método voltamétrico proposto.
2.9.4.3. Comparacao de métodos

Consiste em comparar o0s resultados obtidos pelo uso do método
voltamétrico com os resultados obtidos em outro método analitico, avaliando o
grau de proximidade entre os resultados obtidos pelos dois métodos.

Normalmente usa-se o teste t pareado para fazer as comparacoes.
2.9.4.4. Limite de deteccao e quantificagéo

O limite de deteccdo (LD) € a quantidade de analito que pode ser
detectado sem ser quantificado utilizando um dado método analitico. O valor da
concentracdo do analito que corresponde ao menor sinal que pode ser
detectado com certeza razoavel em um dado método analitico. O valor
recomendado para o limite de deteccdo obedece a equacao 4.

D=3 (4)
b
sendo Sg a estimativa do desvio padrdo da média aritmética e o b o valor do
coeficiente angular da reta de calibracdo obtida da curva analitica.
O limite de quantificacdo (LQ) e a menor quantidade de um analito que pode

ser determinada com exatiddo. O valor recomendado para o limite de
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quantificacdo obedece a equacao 5

SB
Q=10 (5)

2.10. Ambiente computacional

O software Statistica® possui uma linguagem computacional composta por
variadas metodologias e apresenta ferramentas graficas de integracdo e
producao de relatérios, facilita a interpretacdo dos resultados do ponto de vista
estatistico .

O software Statistica® vem sendo aplicado a variadas atividades cientificas
e industriais, devido a reducéo de custo.

E muito atil no processo de andlise descritiva de dados pois fornece os
intervalos de confianca, desvio-padréo, erro-padréo, testes t para uma e duas
amostras e teste t pareado, teste de estimativas e regressao.

Em cada tratamento realizado no Statistica® é possivel obter gréficos que
ajudam na exploracdo dos dados e visualizacdo dos resultados através de
graficos de probabilidade normal, grafico de superficie de resposta, e varios
outros. O objetivo do sistema é extrair informacgdes Uteis sobre problemas em

estudo, realcando aspectos importantes até entdo desconhecidos.



MATERIAL E METODOS 26

3. MATERIAL E METODOS

3.1.Limpeza do material

Para a limpeza do material de vidro foi preparada uma solugcdo de HNO3
6,0 mol L™ onde foram mergulhadas toda a vidraria a ser utilizada, por um
periodo de 72 horas, em seguida foram lavadas com agua destilada para retirar
os residuos de acido nitrico e a lavagem foi completada utilizando-se agua
deionizada.

As solucbes de trabalho foram armazenadas em recipientes de
polietileno que foram tratados com solucdo de HNO3; 20% por 72 horas e em
seguida, lavados com agua deionizada.

A célula voltamétrica foi lavada com solucdo de HNO3 1:1. Entre uma
analise e outra a célula era lavada com agua deionizada.

As adicbes de solucdo padrdao foram realizadas utilizando-se
micropipetas volumétricas cujas ponteiras eram descartadas ap0s cada

analise. Foram utilizadas micropipetas volumétricas de 50 e 100 pL.
3.2. Afericdo de material volumétrico

O material volumétrico utilizado foi submetido ao processo de calibracao,
através da pesagem da quantidade de agua neles contida a uma temperatura
de 25 °C.

O volume real calculado (V) foi obtido através da multiplicacdo da massa
de agua (m) obtida pelo fator de conversdo Tabelado (f), correspondente a
temperatura de trabalho (25 °C), conforme a expressdo da equacéo 6:

V=m.f (6)

Foram realizadas a afericdo de baldes de 50 e 100 mL, pipetas
volumétricas de 1, 5, 10 e 20 mL. As variacdes encontradas foram em média

0,18% e 0,10% para os balBes, 1% e 2% para as pipetas volumétricas.
3.3.Reagentes

Os reagentes quimicos utilizados foram de grau analitico e ndo foram

previamente submetidos a etapas de purificacdo. Para preparar todas as
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solucdes foi utilizada a agua deionizada obtida do purificador da BAUMER®
(CIRURTEC HOSPITALAR — TKA — DI 800 / 1900).

Para o preparo do eletrélito de suporte para o Método A (tampdo NH3 /
NH.CI), utilizou-se hidréxido de sédio (Vetec®), hidréxido de amdnio (Merck®),
acido cloridrico (Merck®) e cloreto de aménio (Merck®).

Para o preparo do eletrélito de suporte para o Método B (HCI 30% (v/v))
utilizou-se &cido cloridrico (Merck®).

Em ambos os métodos foram preparadas solu¢cdes padrdo de &cido
fumarico (FLUKA Analytical®) e de acido maleico (Merck®).

Para o controle da forca ibnica utilizou-se uma solugdo de nitrato de
potéssio 2,0 mol L™*(Merck®).

Para o preparo das amostras de suco de maca foram utilizados o reagente
metanol (Merck®), etanol (Vetec®) e também tubos de 3 mL, tipo seringa,
SupelcleanTMEnNvi C-18, 300mg, para realizar a extracdo em fase sélida.

O mercurio utilizado como eletrodo indicador é proveniente da Merck® e o
nitrogénio, ultrapuro, utilizado para a desaeracdo do conteudo da célula

voltamétrica foi obtido da White Martins, com teor de pureza de 99,996%.
3.4.Preparo de solucdes

As solucdes de HCI 30% (v/v), NH3 25%(v/v) e o tampao de NH3/NH,CI
foram preparadas semanalmente.

A solucédo de HCI 30% (v/v) foi preparada medindo um volume de
162,20 mL de HCI 12,06 mol L e transferido a um baldo volumétrico de
200,0 mL contendo 37,20 mL de agua deionizada.

Para preparar a solucdo de aménia 25%(v/v) foram medidos 86,20 mL
de solucédo de NH3 29%(v/v) e transferido a um baldo volumétrico de 100,0 mL
completando com agua deionizada.

Apbés a preparacdo destas solucdes preparou-se a solucdo tampao de
NH3/NH4Cl medindo-se 56,30 mL de solucdo de amoénia 25% e 26,50 mL de
HCI 30% (v/v) que foram transferidas para um baldo volumétrico de 200,0 mL,
esta solucéo teve seu valor de pH ajustado para 9,60 utilizando HCI 30% (v/v).

O NaOH 30% (m/v) foi preparado pesando-se 30,3000g de NaOH 99%

(m/v) que foi dissolvido com agua deionizada e transferido a um baldo de
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100 mL. As solucdes utilizadas para ajuste de pH foram obtidas através de
diluigbes da solugéo de NaOH 30% (m/v).

As solucdes de HCI utilizadas para o ajuste de pH de diversas solucdes
foram preparadas realizando diluicbes a partir de solucdes padrdo de acido
fumarico e de acido maleico (1000 mgL™).

A solucdo padrao de &cido fumarico foi preparada pesando 0,1000g de
acido fumarico e 2,0 mL de solu¢do tampédo NHs / NH4Cl sendo dissolvido em
agua deionizada; a dissolucdo era completada com o ajuste do pH desta
solucdo padrdo ao valor 8,0 utilizando solucées de NaOH em diferentes
concentracoes.

A solucéo padrao de acido maleico foi preparada pesando 0,1000g de
acido fumarico e 2,0 mL de solucdo tampdo NH3 / NH,4Cl sendo dissolvido em
agua deionizada, o valor de pH desta solucao foi ajustado a 8,0.

O sistema de titulacdo potenciométrica automatizado é baseado no
potenciometro da ORION, modelo 901, e o controle das injegbes ocorria
através de valvulas solendides de teflon (GUIMARAES, 2000).

O programa que controla o sistema e os dados potenciométricos foi
desenvolvido em ambiente Windows, na linguagem Visual Basic 5.0 da
Microsoft. As curvas de titulacdo foram preparadas no programa grafico
Microcal Origin 6.01 (MICROCAL, 1999).

Para determinar as constantes de acidez do acido fumarico e do &cido

maleico fez-se necessario a realizacdo da titulacdo potenciométrica e para isto
foram preparadas as seguintes solugdes:
Para o preparo da solucdo de &cido fumarico 5,0x10% molLem KNO;
0,100molL™?, pesou-se 1,4510g de &cido fumarico e 2,5275g de nitrato de
potassio que juntas foram dissolvidas em um béquer sob agitacdo constante e
transferida para um baldo de 250 mL.

Para o preparo da solucdo de acido maleico 5,0x102 molL™ em KNO;
0,100 molL™?, pesou-se 1,4510 g de acido maleico e 2,5275 g de nitrato de
potassio que juntas foram dissolvidas em um béquer sob agitacdo constante e
transferida para um baldo de 250,0 mL.

Para o preparo da solucdo de NaOH 0,100molL™* contendo KNO;
0,100 molL™, foram dissolvidos 4,0000 g de NaOH em aproximadamente

200 mL de &gua deionizada, acrescentou-se 10,1000 g de KNO;z (Merck®)
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solubilizada em 200 mL de agua deionizada e completou-se o volume para
1000 mL em baldo volumétrico.

A solucdo de NaOH foi padronizada com biftalato de potassio.
Preparou-se esta solucdo pesando-se 0,2500 g de CgHsO4K (previamente seco
em estufa a 100 °C por uma hora) em balanca analitica, a qual foi dissolvida
em 25mL de solucdo de KNOs; 0,1molL™ Iniciou-se a titulacdo
potenciométrica adicionando a solu¢do de NaOH de 0,2 em 0,2 mL até 25 mL.
Registrando 126 valores de pH.

Apoés a padronizacéo da solucdo de NaOH, a titulacdo potenciométrica
foi iniciada, adicionando-se a solu¢do de NaOH, de 0,5 em 0,5 mL até 50 mL a
25 mL de solucdo de acido fuméarico. Registrando 100 valores de pH.

A mesma titulagdo potenciométrica foi realizada para o 4cido maleico, de

forma idéntica ao acido fumarico.

3.5.Instrumentacgéo

3.5.1. Instrumentacao para analises voltamétricas

O analisador voltamétrico modelo 797 VA Computrace da Metrohm® foi
utilizado para a realizagdo das medidas voltamétricas (Figura 8).

(A) (B)
Figura 8. (A) Instrumento voltamétrico 797 VA Computrace. (B) Montagem completa

do sistema (CARVALHO, 2008).
O eletrodo de referéncia utilizado foi o eletrodo de prata/cloreto de prata

Ag/AgCI (3,0 mol L* KCI) e o eletrodo auxiliar de platina, como mostrado na

Figura 9.
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Figura 9. Célula voltamétrica do analisador polarografico 797 VA Computrace
(CARVALHO, 2008).

Para o controle do pH da solugéo na célula voltamétrica foi utilizado um
pHmetro Orion-Jundilab, modelo 720 A (Figura 10), com eletrodo de vidro de

dupla juncéo que foi adaptado ao polarégrafo da Metrohm®.

Figura 10. Medidor de pH acoplado ao aparelho 797 VA Computrace
(CARVALHO, 2008).

3.5.2. Cromatografia Liquida de Alto Desempenho (HPLC)

A identificacdo e quantificacdo do acido fumarico e do acido maleico foi
realizada por Cromatografia Liquida de Alto Desempenho. A andlise foi
realizada em um HPLC da marca SHIMADZU, modelo SPD-10A VA acoplado
ao Detector Ultravioleta utilizando-se comprimento de onda de 210 nm. A

coluna utilizada foi a SCR-101H de 30 cm x 7,9 mm de diametro, utilizando um
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fluxo da fase movel na coluna de 0,6 mL/minuto, a presséo utilizada na coluna
foi 24 Kgf e a fase movel foi agua em 1% de 4cido orto fosforico. O volume de
amostra injetado foi de 20 pL.

3.6.Aquisicao e tratamento de dados

A manipulacdo dos dados, o armazenamento e a saida para
visualizagdo dos resultados sdo controlados através do “software” VA
Computrace 1.2 (METRODATA, 2005).

Os dados voltamétricos aduiridos foram processados por programas
comerciais que operam dentro do ambiente Windows, como o OriginPro 7.5% e
o Statistica 7.0°.

3.7.Parametros eletroanaliticos

O trabalho foi dividido em duas partes, utilizando-se dois eletrélitos de
suporte diferentes tendo em vista as determinag¢des individuais e total dos
acidos.

O eletrdlito de suporte utilizado em analises voltamétricas deve
apresentar alta solubilidade, alto grau de ionizacdo, estabilidade quimica e
eletroquimica tendo, portanto, ampla aplicacdo em processos de eletrodo.

O eletrdlito dissolvido em um dado solvente produz uma solucdo com
condutividade elétrica maior que a condutividade do solvente, sua
concentracdo deve ser de 10 a 100 vezes maior que a concentracao das
espécies a serem estudadas, devendo ser eletroinativo na faixa de potencial do
eletrodo onde os estudos com o analito de interesse séo realizados.

Dentre as inameras importancias do uso do eletrolito destaca-se a
diminuicdo da espessura da dupla camada elétrica, sua capacidade de manter
os coeficientes de atividade praticamente constantes e tornar o niamero de
transporte da espécie eletroativa praticamente nula. Também permite
incrementar a condutividade em meios de solventes polares organicos e
inorganicos (AGOSTINHO et al, 2004).

3.7.1. Variacao do potencial em funcéo do pH

O valor do pH da solugéo a sofrer o processo de varredura catédica tem



MATERIAL E METODOS 32

grande influéncia sobre o potencial de pico do acido fumarico e do acido
maleico. Os voltamogramas de onda quadrada podem ser obtidos em
diferentes tipos de eletrélito em diferentes valores de pH e neste caso 0s picos
dos dois acidos podem se sobrepor parcialmente ou totalmente de forma a
prejudicar a determinacdo separada dos dois acidos (GULABOSKI et al, 2001;
WARSHOWSKY et al,1947).

Para as visualiza¢cdes do deslocamento do potencial de pico em fungao
da variacdo do pH foram adicionados 100 pL de &cido fumarico 1,0x10° mgL™ e
50 pL de acido maleico 1000mgL™ na célula voltamétrica contendo 11,0 mL de
agua e 1,0 mL de KNO3 2 molL™, adicionando-se 10 pL de HCI 30% (v/v) ou 10
UL de NaOH 30%. Apés a adicdo de HCI 30% (v/v) ou NaOH 30% o valor

encontrado de pH na solucéo foi registrado e realizada a varredura catédica.
3.7.2. Método A

No método A o eletrélito de suporte utilizado foi o tampao NH3/NH4CI na
concentracdo de 2,0 mol L™, seguindo a literatura que recomenda a utilizagéo
deste eletrdlito na determinacdo dos dois acidos em valor de pH 8,20. Desta
forma, era possivel a identificacdo e quantificacdo do acido maleico e fumarico
em potenciais diferentes sem que um interfira na onda voltamétrica do outro
(WARSHOWSKY et al,1947).

O processo de otimizacdo da metodologia de determinacdo do acido
fumarico e maleico separadamente em pH 8,20 foi iniciado realizando uma
analise univariada de fatores que possivelmente influenciariam na resposta
voltamétrica como Amplitude (mV), Frequéncia (Hz), Incremento de
Voltagem (mV), a Concentracéo do eletrélito (mol L) e o Tamanho da gota de
mercurio (mmd).

A triagem dos fatores é de grande importancia para verificar os possiveis
fatores que apresentam importancia relativa no experimento. Foram
determinados valores para dois niveis de cada fator, um minimo(-) e o
maximo (+) através de uma andlise univariada, pois a voltametria de onda
guadrada é uma técnica de rapida execucdo. Foi entdo realizado um

planejamento fatorial fracionario 2" realizando um total de dezesseis ensaios,

obtendo assim informacdes importantes sobre os fatores realizando um menor
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namero de ensaios e em menor tempo do que utilizando o planejamento fatorial
completo 2°.

O procedimento para otimizacédo foi realizado adicionando-se em um
béquer 11,0 mL de agua deionizada e 1,0 mL de solucdo tampdo NH3/NH4Cl a
pH 9,60. O valor de pH foi ajustado sob constante agitacdo a 8,20 adicionando-
se algumas gotas de NaOH; regulado o pH o conteddo do béquer foi
transferido para a célula voltamétrica.

Esta solucao foi submetida ao processo de desaeracdo com N ultrapuro
durante 5 minutos, uma varredura no sentido catodico de -1,00 a -1,85 V foi
realizada para a leitura do branco. Em seguida foram adicionados 100 pL de
solucdo padréo de &cido fumérico 1000 mgL™ e 50 pL de solucdo padrdo de
acido maleico 1000 mgL™, uma nova desaeracdo de 3 minutos foi realizada
antes da nova varredura catddica. Entre uma adicdo e outra foram realizadas
desaeracdes de 30 segundos cada.

O aparelho voltamétrico foi programado para realizar trés varreduras em
cada ensaio, a média das correntes de pico no potencial de reducdo de cada
acido foi registrada.

Cada ensaio no planejamento fatorial completo foi realizado em
duplicata e os resultados foram registrados para o estudo dos niveis dos

fatores a serem empregados posteriormente na superficie de resposta.

3.7.2.1. Aplicagdo da Técnica Otimizada

3.7.2.1.1. Linearidade

As curvas analiticas foram obtidas através da adicao de solucdes padréo
de acido fumarico e de acido maleico. A célula polarogréafica contendo o branco
foi desaerada por 5 minutos e em seguida foram adicionadas aliquotas de 25
uL de solucéo padrdo de &cido fumarico 1000 mgL™ e 20 L de solucéo padrédo
de &cido maleico 1000 mgL™, que foram desaeradas por 3 minutos e
submetidas a varredura catédica. Foram realizadas mais 6 adicdes de cada

acido e entre uma adicédo e outra, a desaeracao foi de 30 segundos.
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3.7.2.1.2. Repetitividade

A repetitividade do método de determinacdo do acido fumarico e do
acido maleico foi avaliada realizando-se sete leituras em um mesmo dia, para
amostras de 200 pL de dgua deionizada fortificadas com adi¢c6es de 100 pL de
solucdo padrdo de &cido fumarico 1000 mgL™* e 50 pL de solucéo padréo de
acido maleico 1000 mgL™. Os célculos da estimativa do desvio padréo relativo
obedeceram as recomendacdes do INMETRO 2003 (RIBANI, 2004).

3.7.2.1.3. Limite de deteccédo e quantificacdo

O desvio padrédo do branco do método A para determinacédo dos acidos
foi avaliado realizando-se dez leituras em um mesmo dia do branco, trocando o
contetdo da célula voltamétrica nas dez leituras realizadas, sob as mesmas
condicbes de andlise, para amostras livres de qualquer residuo de &cido

fumarico e de acido maleico.
3.7.2.1.4. Precisédo intermediaria

Para avaliacdo da precisdo intermediaria foram utilizadas 3 amostras de
suco de maca que foram fortificadas com solucéo padréo de acido fumarico e
de &cido maleico. A concentracdo do acido fumarico na célula voltamétrica foi
de 8,26 mgL™,16,40 mgL™* e 24,40 mgL™" e a concentrac&o do &cido maleico foi
de 4,15 mgL™, 8,26 mgL™" e 12,35 mgL™. Estas amostras foram submetidas a

técnica voltamétrica em trés dias diferentes.
3.7.3. Método B

No método B o eletrolito suporte utilizado foi HClI 30% (v/v), nesta
solucdo contida na célula voltamétrica, os isdmeros acido fumarico e o acido
maleico sdo determinados como acido butenodioico por sofrerem reducdo em
um mesmo valor de potencial, impedindo a diferenciacéo dos acidos.

O processo de otimizacdo da metodologia de determinacdo do acido
fumarico e maleico juntos foi iniciado realizando uma analise univariada de
fatores afim de determinar seus possiveis valores. Os fatores que

possivelmente influenciariam na resposta voltamétrica como Amplitude (mV),
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Frequéncia (Hz), Incremento de Voltagem (mV) e o Tamanho da gota de
mercurio (mmd).
Foi realizado um planejamento fatorial fracionario 2j' realizando um

total de dezesseis experimentos, obtendo assim informacdes importantes sobre
os fatores com um menor numero de experimentos e em menor tempo do que
utilizando o planejamento fatorial completo 2°.

O procedimento para otimizacéo foi realizado adicionando 11,0 mL de
agua deionizada e 1,0 mL de HCI 30% (v/v) diretamente na célula voltamétrica.
Esta solucédo foi submetida ao processo de desaeracdo com N, ultrapuro
durante 5 minutos, uma varredura no sentido catédico de -0,30 a -0,75 V foi
realizada para a leitura do branco. Em seguida foram adicionados 100 pL de
solucdo padréo de &cido fuméarico 1000 mgL™ e 50 pL de solucdo padrdo de
acido maleico 1000 mgL™?, uma nova desaeracéo de 3 minutos foi realizada
antes da varredura catodica.

O aparelho voltamétrico também foi programado para realizar trés
varreduras em cada experimento, a meédia das correntes de pico no potencial
de determinacdo do &cido butenodidico era registrada. Cada ensaio no
planejamento fatorial completo foi realizado em duplicata e os resultados foram
registrados para o estudo dos valores dos niveis dos fatores a serem

empregados posteriormente na superficie de resposta.

3.7.3.1. Aplicabilidade da técnica otimizada

3.7.3.1.1. Linearidade

A curva analitica foi construida adicionando-se aliquotas de 25 pL de uma
mistura equimolar de solucdo padrdo de &cido fumérico 1000 mgL™ e de
solucdo padréo de acido maleico 1000 mgL™? em 11,0 mL de 4gua deionizada
e 1,0mL de solucao HCI 30%(v/v).

3.7.3.1.2. Repetitividade

A repetitividade do método de determinacao do acido butenodidico foi avaliada
realizando-se sete leituras em um mesmo dia, para amostras de suco de maca,

200 pL, fortificadas com 150 pL de uma mistura equimolar de solucdo padréo
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de &cido fuméarico 1000 mgL? e solucdo padrdo de &cido maleico
1000 mgL™.

3.7.3.1.3. Limite de deteccédo e quantificacdo

O desvio padréo do branco do método voltamétrico de determinacdo do acido
butenodiodico foi avaliado realizando-se dez leituras em um mesmo dia, sob as
mesmas condi¢des de andlise, para amostras livres de qualquer residuo deste
acido. Os calculos da estimativa do desvio padrdo relativo obedeceram as
recomendacdes do INMETRO 2003 (RIBANI, 2004).

3.7.3.1.4. Precisédo intermediaria

Foram preparadas trés amostras de suco de maca fortificadas, nos
respectivos dias de avaliacdo, com 25 pL de solucdo equimolar de acido
fumarico e acido maleico nas concentracdes de 1,0x10° mgL™, apresentando a
concentracdo de &cido butenodibico, na célula voltamétrica, de 4,15 mgL™,
6,21 mgL' e 8,26 mgL'. Estas amostras foram submetidas & técnica

voltamétrica, em trés dias diferentes.
3.7.4. Pré- tratamento das amostras

As seis amostras de suco de maca industrializado foram centrifugadas a
uma velocidade de 10000 rpm por 15 minutos e posteriormente filtradas em
filtro milipore 0,45um e submetidas ao processo de extracdo em fase sdlida
(EFS) utilizando cartuchos de C18.

No processo de EFS o cartucho foi condicionado com sucessivas
passagens de 10 mL de metanol e 10 mL de agua seguido de 10 mL de etanol
10%. Apo6s o condicionamento do cartucho C18 as amostras foram eluidas,
recolhidas e armazenadas em frascos de polietieno em congelador, para
posteriormente serem analisadas por voltametria de onda quadrada e por
HPLC.

Neste trabalho foi adicionado um volume de 50 pL de amostra na célula
voltamétrica contendo o respectivo eletrélito de suporte em agua dependendo
do método trabalhado: Método A ou Método B (3.7.2. e 3.7.3.).
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3.7.4.1. Aplicacdo datécnica de recuperacao
3.74.1.1. Método A

O aparelho voltamétrico foi ajustado sob as condi¢cdes descritas na
Tabela 9. Uma solucdo contendo 11,0 mL de &gua deionizada e 1 mL de
tamp&o NHs/NH,Cl 1molL™ teve seu pH ajustado para 8,20 e em seguida foi
adicionada na célula polarografica para leitura do branco durante um tempo de
300s. Em seguida foram adicionados juntamente com 100 pL de amostra de
suco de maca fortificada com 100 pL de solucdo padrdo de &cido fumarico
1000mgL™ e 50 pL de solucdo padrdo de &cido maleico 1000mgL™ para
obtencdo dos voltamogramas de onda quadrada que foram submetidas a
varredura catédica por 180s. Foram feitas 5 adicbes de 100 pL de solucéo
padrao de acido fumérico e 50 pL de solucdo padrdo de acido maleico, entre

uma adicdo e outra a desaeragéo foi de 30s.
3.7.41.2. Método B

Os dados do aparelho voltamétrico foram ajustados sob as condi¢cbes
descritas na Tabela 19. Foi adicionado na célula voltamétrica 11,0 mL de agua
deionizada e 1 mL de HCI 30%(v/v) para leitura do branco durante um tempo
de 300s. Em seguida foram adicionados 100 pL de amostra de suco de maca
(amostra referéncia) fortificada com 150 pL de uma mistura equimolar de
solucdo padrdo de acido fumarico 1000mgL™ e de solucdo padrdo de Aacido
maleico 1000mgL™. Foi realizada uma desaerac&o por 180s desta solucdo. Em
seguida foram feitas 5 adicbes de 150 puL da mistura de acido fuméarico e de

acido maleico, entre uma adicdo e outra a desaeracéao foi de 30s.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.Efeito do pH

Os deslocamentos do potencial em funcéo do pH pode ser observado na
Figura 10 em diferentes valores de pH. O eletrdlito suporte utilizado foi 0 KNO3
2 molL™ e o HCI 30 % ou o NaOH 30 % foram utilizados para regular o valor do
pH. Os parametros voltamétricos foram Incremento de voltagem (1V) 20,00 mV,
amplitude (AM) 94,80 mV e Frequéncia (FR) 99,5 Hz e tamanho da gota
0,07 mm?,

Um Unico pico referente a reducéo do &cido fumérico e do &cido maleico
a acido succinico em pH 1,30. Neste valor de pH os dois acidos encontram-se
protonados, como pode ser previsto pelos valores de pK; e pK; de cada acido
na Tabela 1. Os acidos séo reduzidos em um mesmo valor de potencial, em
torno de -0,45V, podendo ser determinados simultaneamente como acido
butenodidico em pH 1,30.

A medida que o valor de pH aumenta ocorre uma ligeira diminuicdo na
intensidade da corrente de pico. Em pH 3,15 ocorre a formacdo de um
monoanion do acido fumarico e um monoéanion do acido maleico, que devido a
sua carga difunde-se mais lentamente que um &acido ndo ionizado
(Warshowsky et al.,1947). A curva obtida € a fusdo das duas ondas
polarogréaficas, com um maior alargamento da base da onda.

No pH 5,20 o &cido fumarico encontra-se totalmente desprotonado
formando um dianion que devido a sua carga apresenta menor velocidade de
difusdo. Isto provoca o aparecimento de um pico menor e 0 pico de maior
intensidade € devido ao acido maleico que ainda apresenta-se em solucao
como monoanion. A fusdo das duas curvas permite a visualizacdo de dois
picos, o primeiro do acido maleico de maior intensidade e o segundo do dianion
do &cido fumarico.

No pH 8,15 os dois acidos encontram-se totalmente desprotonados,
ondas polarograficas mais negativas aparecem e sua altura aumenta
juntamente com o pH até que ondas permanecam sozinhas e possibilitem a
visualizacdo do pico do &cido maleico a potencial -1,40 V e do acido fumarico
em potencial -1,75V aproximadamente.

O pH em torno de 8,15 é o mais indicado para determinacéo dos acidos
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separadamente.

-3,0

-2,54
-2,0
-1,54

-1,0

pA

02 04 -06 -08 -10 -12 -14 -16 -18
E(V) vs. Ag/AgCl
Figura 11. Voltamogramas do acido fumarico e do &cido maleico

simultaneamente em diferentes valores de pH.

A Figura 12 apresenta a curva de titulagdo do acido maleico e do &cido
fumarico, podendo observar a presenca de dois pontos de inflexdo na titulacéo
do acido maleico e apenas uma no acido fumarico. Isto ocorre provavelmente a

configuracdo em Z do acido maleico e em E do acido fumarico.

154 ) 159
Acido Maleico Acido Fumdrico
104 10
I I
Q o
5 54
O T T 1 O L T J
0 20 40 0 10 20
Vol.NaOH adicionado (mL) Vol de NaOH adicionado(mL)

Figura 12. Curvas de titulag&do do acido maleico e do acido fumarico
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Tabela 1. Valores obtidos da titulacdo potenciométrica.

PK1 pk2
ACIDO FUMARICO 2,96 4,02
ACIDO MALEICO 1,52 5,94

Os valores da Tabela 1 concordam com os valores de pK; e pK;
encontrados na literatura (GULABOSKI et al, 2001).

4.2.Método A
4.2.1. Métodos Quimiométricos

4.2.1.1. Triagem dos fatores

Um planejamento fatorial fracionario 27"foi elaborado para investigar a

importancia relativa dos fatores, incremento de voltagem (IV), amplitude (AM),
frequéncia (FR), concentracdo do eletrdlito suporte (C) e tamanho da gota
(TG), na resposta voltamétrica.

Os niveis escolhidos para cada fator séo listados na Tabela 2 e a matriz

de planejamento com as respostas em cada ensaio na Tabela 3.

Tabela 2. Fatores e niveis escolhidos para o planejamento fatorial fracionério

5-1
251,

Niveis
Simbolo Fatores - +
v Incremento de voltagem (mV) 10 20
AM Amplitude (mV) 18 70
FR Frequéncia (Hz) 20 90
C Concentracéo do Eletrélito (molL™) 1,0 2,0

TG Tamanho da gota (mm?) 0,2 0,7
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Tabela 3. Planejamento fatorial fracionario e respectivas respostas
instrumentais para a SWV, a relacao geradora é 5 = 1234.

Experimento Fatores Resp.(nA)
v AM FR C TG
01 -1 -1 -1 -1 +1 67,40
02 +1 -1 -1 -1 -1 40,08
03 -1 +1 -1 -1 -1 120,7
04 +1 +1 -1 -1 +1 663,8
05 -1 -1 +1 -1 -1 79,15
06 +1 -1 +1 -1 +1 293,7
07 -1 +1 +1 -1 +1 605.8
08 +1 +1 +1 -1 -1 621,3
09 -1 -1 -1 +1 -1 28,94
10 +1 -1 -1 +1 +1 147.,6
11 -1 +1 -1 +1 +1 181,7
12 +1 +1 -1 +1 -1 198,3
13 -1 -1 +1 +1 +1 257,4
14 +1 -1 +1 +1 -1 106,6
15 -1 +1 +1 +1 -1 185,7
16 +1 +1 +1 +1 +1 686,9

Na Tabela 4 pode-se observar que os valores dos contrastes variam de
9,86 nA a 257,77 nA, portanto é razoavel que se possa considerar aqueles
contrastes com valores acima de 100 nA como sendo 0s que tem maior

importancia relativa.

No planejamento fatorial 20" os contrastes de primeira ordem ficam

confundidos com os de quarta ordem e os contrastes de segunda ordem com
os de terceira ordem. Consequentemente 0s contrastes de 12 e 42 ordem séo
estimativas das somas dos efeitos principais com os efeitos de interagao de 42
ordem no fatorial completo 2°, j& os contrastes de 22 e 32 ordens sdo
estimativas das somas dos efeitos de 22 ordem com os efeitos de 32 ordem.

De acordo com estas consideracdes observa-se que os contrastes? i, {,

{3 e f5 sdo os contrastes de maior importancia e devem ser analisados.
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Tabela 4. Estimativas dos contrastes do fatorial fracionario 25™"e suas relagdes
com os efeitos do fatorial completo.

Relacdo entre Contrastes Estimativa dos
as colunas efeitos (nA)
1=2345 21 = [2345 21 =1+ 2345 131,28
2 =1345 22 = [1345 22 =2+ 1345 257,77
3=1245 =10 1045 £;=3+1245 150,87
4 =1235 =005 f4=4+1235 -64,70
5=1234 25 = [1234 25 =5+ 1234 213,10
12 = 345 {1o= 2345 {1,=12 + 345 92,52
13 =245 {13= Loss {13=13+ 245 -31,46
14 = 235 {14= 2035 £14=14+ 235 -9,86
15 =234 215: 2234 215 =15+ 234 38,63
23 =145 223 = 2145 223 =23 + 145 37,66
24 =135 bLa=18135 {,,=24+ 135 -79,75
25=134 fs=10134 {,5=25+134 85,25
34 =125 l3a=10105 034=34+125 19,15
35=124 235 = 2124 235 =35 +124 45,00
45 =123 fa=10123 f45=45+ 123 -24,55

| = 12345 ti=média+1/2(12345) 256,49

O contraste {; representa o incremento de voltagem (IV){ . a amplitude
(AM), {5 a frequéncia (FR) el s o tamanho da gota (TG), todos estes contrastes
possuem importancia relativa devido aos valores de corrente apresentados.

O valor do contrasted 5 sugere que um aumento no tamanho da gota
produz melhores respostas. Porém o aumento do tamanho da gota de mercurio
produz voltamogramas irregulares, provavelmente porque a grande area
superficial formada prejudica a polarizagdo da gota, causando um aumento no
valor da corrente capacitiva. Portanto o valor do tamanho da gota foi fixado em
0,7 mm?.

Como o contraste {4, que representa a concentracao do eletrdlito, possui
valor de corrente baixo, ndo apresenta importancia relativa e portanto pode ser
usado qualquer valor de concentracdo dentro da faixa de concentracdo
estudada. Assim, optou-se por trabalhar com a menor concentracdo do
eletrélito suporte a ser adicionado na célula voltamétrica que foi 1 molL™,

Portanto, apos a analise do planejamento fatorial fracionario foi realizado

0 planejamento composto central.
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4.2.2. Superficie de Resposta

Para estudar os trés fatores de maior significancia: incremento de
voltagem (IV), amplitude (AM) e frequéncia (FR), foi utilizado o planejamento
composto central (CCD).

No processo de elaboracdo do planejamento CCD, os niveis -1 e +1
foram os mesmos utilizados no planejamento fatorial completo 23, ja os demais

niveis (Tabela 13) foram calculados a partir da equacéo 7:

Xi—X
L=TAX ™
2

Onde Z representa a variavel codificada do CCD, Xi é a variavel nao

codificada, X o valor médio entre os niveis +1 e -1 e AX é o valor da diferenca
entre o nivel +1 e -1.

A Tabela 6 mostra o planejamento composto central (com a = 1,682)
construido para os trés fatores nas condi¢des descrita.

ApoOs a verificacdo da importancia relativa dos fatores IV, AM e FR foi
realizado um planejamento composto central (CCD) para estabelecer os
valores a serem trabalhados destes fatores na otimizagéo; ja que foram fixados

os valores da C e do TG.
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Tabela 5. Resultado do Planejamento CCD com k = 3.

Ensaio IV (Z1) AM(Z) FR(Zs) IV(mV)  AM(mV) FR(Hz) I(nA)
01 -1 -1 -1 10,00 30,00 3500 290,40
02 1 1 -1 20,00 30,00 3500 449,95
03 1 1 -1 10,00 1100 3500 349,41
04 1 1 -1 20,00  110,0 3500 469,16
05 1 1 1 10,00 30,00  110,0 412,26
06 1 1 1 20,00 30,00 110,0 436,34
07 1 1 1 10,00 1100  110,0 816,48
08 1 1 1 20,00 1100  110,0 866,43
09 1,682 0 0 6,500 70,00 72,50 465,89
10 1,682 0 0 2341 70,00 7250 581,78
11 0 1,682 0 1500 2,720 72,50 20,110
12 0 1,682 0 1500  137,3 72,50 448,34
13 0 0 -1,682 1500 70,00 9,430 864,41
14 0 0 1,682 1500 70,00 1356 778,13
15 0 0 0 1500 70,00 72,50 703,44
16 0 0 0 1500 70,00 72,50 604,33
17 0 0 0 1500 70,00 72,50 693,14
18 0 0 0 1500 70,00 72,50 663,30

Tabela 6. Coeficientes e erro para o0 modelo da superficie de resposta.

Simbolo Coeficientes * Erro Relacéo t(3) wtad
bo 666,37 + 22,23 29,97 3,18
\Y; 40,14 + 12,05 3,33

AM -51,72 + 12,05 4,13

FR 119,55 + 12,05 9,92

I\V/2 -154,09 + 12,52 -12,31

AM? 60,58 + 12,52 5,03

FR? 53,41 + 12,52 4,27

IVXAM -1,74 + 15,74 -0,11

IVXFR -25,66 + 15,74 -1,63

AMXFR 94,51 + 15,74 6,00

** Os coeficientes em destaque foram significativos pelo teste t.
1 com 3 graus de liberdade e a = 0,05.

Os célculos referentes aos valores dos coeficientes e do erro de cada
fator estudado na superficie de resposta estéo listados na Tabela 6 e foram

calculados pelo programa Statistica7.0.
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Tabela 7. ANOVA do planejamento CCD.

SQ GL oM Fcalc.
Regressao* 70.9178,0 9 78797,5 7,45*
Residuos 84.648,3 8 10581,0
Falta de ajuste 78.699,5 5 11241,8 5,67n.s
Erro puro 5.948,80 3 1982,93
Total 793.826 17
% da variancia explicada 89,88
% Maxima da variancia explicavel 99,25

*Coeficientes significativos.
n.s - ndo significativo

A Tabela 8 mostra que a regressao foi significativa e a falta de ajuste foi
nao significativa o que garante um modelo de segunda ordem bem ajustado
para o planejamento proposto.

Nas Figuras 13(A) e 13(B) observa-se uma indicacdo grafica da
qualidade do modelo sendo que na Figura 13(B) os pontos encontram-se bem

distribuidos em torno do zero, confirmando o bom ajuste do modelo.
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Figura 13. (A) Gréficos de valores observados vs. valores previsto. (B) Grafico dos

residuos.

Para obter a superficie de resposta os valores do IV (Incremento de
voltagem) foram variados de -1,682 a 1,682 e a melhor resposta de corrente
obtida foi no nivel (+) que tem o valor de variavel codificada igual a 1,0 e o
valor da variavel decodificada igual a 20 mV. Desta forma o valor de IV foi

fixado em 20 mV e a superficie foi obtida entre os fatores principais AM e FR.
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A Figura 14 apresenta a superficie de resposta obtida ao fixar o IV em
20 mV. Pode-se observar uma superficie que apresenta duas regides de
maximo representadas pela cor vermelho intenso que apresenta um valor de
corrente préximo de 1000 nA, isto pode ser melhor visualizado na Figura 14 (B)
gque apresenta apenas duas dimensdes.

O modelo construido para determinacao voltamétrica do acido fumarico

e do acido maleico é representado pela equacgao ip.

i, =666,37 + 40,14 (IV) - 51,72 (AM) +119,55 (FR) - 154,09(IV)? + 60,58 (AM )? + 53,41 (FR)’
+ 12,05 + 12,52 + 12,52

+22,23 + 12,05 +12,05 + 12,52

+94,51( AMXFR)

+ 15,74

N
I
z @
7 2
0
=0
o
o
1200 L
= 120 B 1200
=1 400 B s00
[ 1400
o 0 - - o
- _400 =20 0 20 40 60 80 100 120 140 160 - -400

Amplitude/mV
(A) (B)

Figura 14. (A) Superficie de resposta com a variavel Incremento de voltagem fixa
no nivel (1), 20mV. X, = AM (94,8 mV), X3 = FR (99,5 Hz) em termos de
variaveis codificadas. (B) Projecao da superficie de resposta. A legenda
mostra os valores da corrente em nA, obtidos no ensaio.

Observando a Figura 14(B) pode-se constatar que o ponto de maximo seria no
ponto representado pelas variaveis codificadas X; = 0 e X3 = 1,682, porém a

onda polarografica obtida apresentou-se distorcida, ocorrendo uma perda de

simetria como pode ser observado pela Figura 15.
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E (V) vs. Ag/AgCI

Figura 15. Voltamograma do acido maleico e do acido fumarico utilizando
a SWV com os valores da X, =0 e X3 =1,682.

Devido a distorcdo da onda polarogréafica no ponto méaximo foi escolhido
0 ponto A cujos valores de X, = 0,62 (94,8mV) e X3 = 0,72 (99,5Hz) foram

utilizados para a constru¢éo do voltamograma apresentado na Figura 15.

Acido Fumérico

pA

14 Acido Maleico

e (V) V8. AgiAgC

Figura 16. Voltamogramas do &cido maleico e do &cido fumérico
utilizando a SWV com os valores do ponto A, X, = 94,8mV e
X3 =99,5Hz.
Os resultados obtidos na superficie de resposta indicam que aumentan-
do os valores da amplitude e da frequéncia a resposta da corrente aumenta
proporcionalmente. Porém o aumento da freqiiéncia causa um deslocamento

no potencial de reducdo para valores mais negativos nos picos polarograficos
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do acido fumarico e do acido maleico, prejudicando também a resolucédo e
dificultando a separacao dos dois picos.

O valor da amplitude provoca uma distorcdo do pico que prejudica a
determinacéo dos dois acidos pois provoca uma pequena fusdo dos dois picos
sendo impossivel aumentar o valor deste parametro.

A Tabela 8 apresenta os valores 6timos dos parametros otimizados e as
correntes estimada e observada para o acido fumarico. O erro relativo
representa a contribuicdo deste modelo para o0 aumento da corrente em uma
mesma concentracdo do acido fumarico e do acido maleico na célula

voltamétrica.

Tabela 8. Parametros otimizados para a analise do acido fumarico e do acido

maleico com onda quadrada.

Parametros Valores Otimos Corrente Estimada*
Potencial Inicial -1,20V 783,18 nA
Potencial Final -1,90 Vv
Incremento de voltagem 20,00 mV
Amplitude 94,8mV Corrente observada*
Frequéncia 99,5 Hz 786,19 nA
Velocidade de varredura 1,989 mvs™
Tamanho da gota 0,70 mm? *Erro relativo: +0,38 %

4.2.3. Aplicabilidade da técnica otimizada

4.2.3.1. Linearidade

Pode-se observar na Figura 17 os voltamogramas de onda quadrada do
acido maleico e do acido fumarico e suas respectivas curvas de adicdo padréo
estdo dispostas na Figura 18. A equacédo de reta obtida para o &cido maleico
Aiy(A) = 6,60x10® + 1,21x10°® [Acido Maleico], apresentando um coeficiente de
determinacdo de 0,999. O potencial de meia onda para o acido maleico
utilizando os parametros otimizados para a SWV (Tabela 9) foi de - 1,38 Volts.
A equacdo de reta obtida para o acido fuméricadi 5(A) = 1,91x107 + 1,83 x107®
[Acido Fumarico], apresentando um coeficiente de determinagdo de 0,999. O
potencial de meia onda para o acido maleico utilizando os parametros
otimizados para a SWV (Figura 18) foi de - 1,72Volts.
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Figura 17. Voltamograma referente ao estudo do comportamento da

corrente para avaliacdo da faixa de trabalho.
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Figura 18. Em (A) e (B) observam-se as curvas de adicdo padrdo do
comportamento da resposta voltamétrica em funcdo da variacdo da

concentracao do acido maleico e do acido fuméarico por SWV.

Verificou-se nestas condicbes a repetitividade do sinal analitico na
concentracédo de 8,23 mg L' para o &cido fuméarico e na concentracdo de
4,12 mg L™ para o 4cido maleico na célula polarogréfica.

Efetuou-se sete determinacfes para os dois &acidos, obtendo-se como
resultado a seguinte média: 8,223 + 0,005 mg L™, com um desvio padrdo
relativo, RSD de 0,061% para o acido fumérico, e 4,112 + 0,010 mg L™ e um
RSD de 0,24 %. Estes resultados indicaram uma boa repetibilidade e um baixo
desvio padréo relativo entre uma determinacdo e outra, sendo portando,

confiaveis.
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4.2.3.2. Sensibilidade

Tabela 9. Valores de sensibilidade do método A.
Sensibilidade (nA/mg.L™)
Acido Fumarico 18,3
Acido Maleico 12,1

4.2.3.3. Limite de deteccéo e quantificacao

Os célculos da estimativa do desvio padrdo relativo obedeceram as
recomendagdes do INMETRO 2003 (RIBANI, 2004).
Estimou-se para o acido fumarico o limite de deteccéo utilizando o critério
LD=3Sg/b encontrando um valor de 0,0689 mgL™ e um limite de quantificacdo
utilizando o critério LQ=10Sg/b igual a 0,340 mgL™.

Para o acido maleico o limite de deteccdo foi de 0,0108 mgL™ e o limite
de quantificacéo foi de 0,0209 mgL™.

Estes resultados mostraram que o método proposto provou ter um baixo
limite de detecc&o e quantificacdo, semelhante a outros métodos voltamétricos,
podendo, portanto, ser empregado em analises de rotina na determinacdo dos

dois acidos.
4.2.3.4. Precisao intermediéria

Foram preparadas trés amostras de agua deionizada fortificadas, nos
respectivos dias de avaliacdo, com solucdo padrdo de &acido fumarico
apresentando a concentracdo na célula voltamétrica de 8,26 mgL™*,16,40 mgL™
e 24,40 mgL™. Estas amostras foram submetidas & técnica voltamétrica, em
trés dias diferentes. Foram realizados 5 ensaios para cada amostra fortificada
apresentando o RSD 0,45%, 0,78% e 0,32% para cada uma das
concentracoes.

O &cido maleico foi utilizado para fortificar trés amostras de agua
deionizada apresentando a concentracdo na célula voltamétrica de 4,15 mgL™,
8,26 mgL? e 12,35 mgL™. Estas amostras foram submetidas & técnica
voltamétrica, em trés dias diferentes. Foram realizados 5 ensaios para cada
amostra fortificada apresentando o RSD 0,25%, 0,45% e 0,15% para cada uma
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das concentracoes.

4.3.Método B
4.3.1. Métodos Quimiométricos

4.3.1.1. Triagem dos fatores

Um planejamento fatorial fracionario 2}, 'foi elaborado para investigar a

importancia relativa dos fatores, incremento de voltagem (IV), amplitude (AM),
frequéncia (FR) e tamanho da gota (TG), na resposta voltamétrica. Os niveis
escolhidos para cada fator sdo listados na Tabela 12 e a matriz de
planejamento com as respostas em cada ensaio na Tabela 13.

Tabela 10. Fatores e niveis escolhidos para o planejamento fatorial
fracionario 2},".

Niveis
Simbolo  Fatores - +
\Y, Incremento de voltagem (mV) 6 18
AM Amplitude (mV) 15 55
FR Frequéncia (Hz) 20 80
TG Tamanho da gota (mm?) 0,2 0,7

Tabela 11. Planejamento fatorial fracionario e respectivas respostas

instrumentais para a SWV. A relagéo geradora é | = 1234,

Experimento Fatores Resp(nA)
v AM FR TG
01 -1 -1 -1 -1 161,45
02 +1 -1 -1 +1 359,71
03 -1 +1 -1 +1 505,01
04 +1 +1 -1 -1 417,86
05 -1 -1 +1 +1 553,54
06 +1 -1 +1 -1 444,67
07 -1 +1 +1 -1 535,02
08 +1 +1 +1 +1 1799,0

Na Tabela 11 pode-se observar que os valores dos contrastes variam de

233,52 nA a 472,05 nA, portanto é razoavel que se possa considerar aqueles
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contrastes com valores acima de 300 nA como sendo 0s que tem maior
importancia relativa.

No planejamento fatorial 2)' os contrastes de primeira ordem ficam

confundidos com os de terceira ordem e 0s contrastes de segunda ordem com
os demais contrastes de segunda ordem, como pode ser observado pela
Tabela 14. Consequentemente, os contrastes de 12 e 32 ordens sao estimativas
das somas dos efeitos principais com os efeitos de interacdo de 32 ordem no
planejamento fatorial completo 2*.

De acordo com estas considera¢cfes observa-se que os contrastes? i, {,

{3 e £,sd0 os contrastes de maior importancia relativa e devem ser analisados.

Tabela 12. Estimativas dos contrastes do fatorial fracionario 2},'e suas

relac6es com os efeitos do fatorial completo.

Relagdo entre Contrastes Resposta (nA)
as colunas

1=234 R £h=1+234 316,56
2=134 £ =113 £,=2+134 434,38
3=124 £3=1104 £3=3+124 472,05

4 =123 £i=1123 £,=4+123 414,57
12=34 £1o= 4034 £,=12+34 271,86
13=24 b= 124 £13=13+24 261,00

14 =23 £14= 23 £14=14 + 23 233,52

| =1234 f=média+1/2(1234) 597,03

O contrastef ; representa o incremento de voltagem, o contraste , a
amplitude, o contraste {3 a freqiiéncia e o contraste {, representa o tamanho da
gota, todos estes contrastes possuem importancia relativa devido aos valores
de corrente apresentados.

O valor do contraste £, sugere a utilizacao do nivel (+) da variavel TG, ou
seja 0,07 mm?, portanto a gota foi fixada neste valor.

Na andlise das voltamogramas obtidos em cada ensaio observou-se
uma perda de simetria e deslocamento da onda voltamétrica, provavelmente
por causa do alto valor dos fatores nos niveis (+). Desta forma resolveu-se

diminuir a faixa estudada, reduzindo os valores para a frequéncia e incremento
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de varredura realizando o planejamento composto central, sendo que o

tamanho da gota foi fixado em 0,07 mm? .
4.3.1.2. Superficie de resposta

Apés a triagem dos fatores os trés fatores de maior significancia:
incremento de voltagem (1V), amplitude (AM) e frequéncia (FR), foi utilizado o
planejamento composto central (CCD).

O planejamento CCD foi elaborado como descrito em 4.2.2. 0s niveis -1
e +1 foram os mesmos utilizados no planejamento fatorial completo 23
ja os demais niveis (Tabela 16) foram previamente calculados usando a

equacao 7.

Tabela 13. Resultado do Planejamento CCD com k = 3.

Ensaio IV (X)) AM (X2 FR(Xs)  IV(mV) AM(mV) FR(Hz) I(nA)

01 -1 -1 -1 3,00 350 45,0 610,27
02 1 -1 -1 7,00 35,0 45,0 779,53
03 -1 1 -1 3,00 60,0 45,0 693,77
04 1 1 -1 7,00 60,0 45,0 923,04
05 -1 -1 1 3,00 350 65,0 682,09
06 1 -1 1 7,00 35,0 65,0 940,27
07 -1 1 1 3,00 60,0 65,0 923,04
08 1 1 1 7,00 60,0 65,0 1023,0
09 -1682 0 0 1,64 475 55,0 581,11
10 1,682 0 0 8,36 47,5 55,0 1027,0
11 0 -1,682 0 5,00 26,5 55,0 653,03
12 0 1,682 O 5,00 68,5 55,0 963,67
13 0 0 -1,682 5,00 47,5 38,2 728,07
14 0 0 1,682 5,00 47,5 71,8 972,61
15 0 0 0 500 47,5 55,0 856,94
16 0 0 0 500 47,5 55,0 840,72
17 0 0 0 500 47,5 55,0 849,15
18 0 0 0 500 47,5 55,0 848,89

Os coeficientes de cada fator e seus respectivos valores de erro puro
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sdo encontrados na Tabela 19, onde observa-se que os trés fatores principais

e a média by sdo significativos pelo teste t. Na Tabela 20 foram levados em

consideracao apenas os fatores que apresentaram significancia na Tabela 19

para obtencdo da soma de quadrados da regresséao.

Tabela 14. Coeficientes e erro puro para o modelo da superficie de

resposta.

Simbolo Coeficientes * Erro Relacéo t(3) wtad
bo 848,80 + 3,31 256,4 3,18
v 110,31 + 1,79 61,63

AM 78,57 £ 1,79 43,89

FR 71,25+ 1,79 39,80

IVXIV -15,29 + 1,86 8,22

AMXAM -13,77 £ 1,86 7,40

FRxFR 1,07 £ 1,86 0,57

IVXAM -12,28 £ 2,34 5,25

IVXFR -5,05+2,34 2,16

AMXFR 12,08 + 2,34 5,16

** Os coeficientes em destaque foram significativos pelo teste t.

ttab

com 3 graus de liberdade e a = 0,05.

A equacdo obtida da regressdo estd representada por Z levando em

consideragcao apenas os fatores e as interacdes que foram significativas.
Z=848,80+110,31(1V) — 78,57 (AM) + 71,25 (FR) - 15,29(1V)? —13,77 (AM)? +12,08 (AMXFR)
1,79

+3,31 +1,79 +1,79 +1,
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Figura 19. (A) Graficos de valores observados vs. valores previsto. (B) Gréfico dos
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residuos.

Nas Figuras 19(A) e 19(B) observa-se uma indicacdo grafica da
gualidade do modelo sendo que na Figura 19(B) os pontos encontram-se bem
distribuidos em torno do zero.

A Figura 20 apresenta os valores do erro relativo em porcentagem de
cada medida experimental, estes valores demonstram um bom ajuste do
modelo de segunda ordem aos dados experimentais e os valores dos erros
relativos de cada medida experimental estdo abaixo de 10% sendo que o valor
mais préximo de 10% é referente aos baixos valores de cada variavel avaliada

na superficie devida ao nivel minimo (-).

10 4

Erro Relativo(%)
]
]
]

ﬂ [1]
LI LIS =L L R N B A L B L
\i"l 5 6 7 |8]||2 10H12131415|’+€I1713

Medidas Experimentais

Figura 20. Erro relativo em porcentagem das medidas experimentais.

Para obter a superficie de resposta os valores da FR (frequéncia) foram
variados de -1,682 a 1,682 e a melhor resposta de corrente obtida foi no
nivel (0) cujo valor de variavel decodificada representou 55 Hz. Assim, o valor
desta variavel foi fixado neste valor e a superficie obtida entre os fatores
principais IV e AM.

A Figura 21 (A) apresenta a superficie de resposta obtida, com os
pontos distribuidos sobre esta superficie. Nao foi possivel deslocar mais os
valores das variaveis, pois a medida que aumentavam-se os valores de IV e
AM ocorria perda de simetria. Uma melhor visualizacdo desta superficie pode
ser observada na Figura 21 (B) que apresenta uma projecao desta superficie, 0

voltamograma obtido pelos dados do maximo matematico apresentou-se
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distorcido e um deslocamento de potencial para potencial mais negativo.
Portanto, o ponto B foi escolhido por apresentar uma melhor simetria resultante
da reducdo do &cido butenodidico e pode ser observado na Figura 22,

utilizando os parametros presentes na Tabela 17.

75
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65
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Ess
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=
= 45
= Il 1000
40
§ B 500
3% B 500
30 1700
1000 1600
|| 25 B 500
I 800
20 B 400
|:|600123456?89-300
B 400

Incremento de voltagem/mV
Figura 21. (A) Superficie de resposta com a variavel Frequéncia (FR) fixada no nivel
(0), 55 Hz. X; = IV (TmV), X, = AM (53,75 mV) em termos de variaveis
codificadas. (B) Projecéo da superficie de resposta. As legendas mostram
os valores da corrente em nA, obtidos em cada ensaio.

lipA

0.0 4

0.3

-0,3 ’ 0.4 ’ -o',s ’ -o',e ’ 0,7
E(V)vs. Ag/AgClI
Figura 22. Voltamograma do acido butenodibico utilizando a SWV com

os valores do ponto A, X; = 1,0 (7,00 mV) e X, = 0,5
(53,75 mV).

Apés a realizacdo da superficie de resposta, os valores dos parametros
otimizados para analisar o acido butenodidico estdo na Tabela 15.
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Tabela 15. Parametros otimizados para a analise do acido butenodibico
utilizando a voltametria de onda quadrada.

Parametros otimizados Valores 6timos Corrente estimada*
Potencial Inicial -0,30V 998,40 nA

Potencial Final -0,75V

Incremento de voltagem 7,00 mV

Amplitude 53,75 mV Corrente observada*
Frequéncia 55,00 Hz 937,85 nA
Velocidade de varredura 0,386 mV s™

Tamanho da gota 0,700 mm? *Erro relativo: -6,07%

4.3.1.3. Aplicabilidade da técnica otimizada

4.3.1.3.1. Linearidade

A Figura 23 mostra os voltamogramas de onda quadrada do &cido
butenodidico e sua curva analitica.

A equacdo de reta encontrada para o acido butenodidico utilizando os
parametros da Tabela 17 foi Ai(A) = 1,3478x107 + 6,6231x10®4cido
butenodidico], obtendo um coeficiente de correlacéo igual a 0,996. O potencial

de meia onda para reducdo do acido butenodidico foi de -0,55V.

12

10 1,25 4

08 1,00 4

06

A

0,75

A

04 Y=A+B x

0501 A=1,3478E7

02 B=656231E8
0,25 R =0.996
00 N=T
| SD = 1,6637E-9
T v ) v ) v T v T T T T T T
44 45 06 o7 08 -3 0 3 [ 9 12 15
E(V) vs. Ag'AgCl [Acido Butenodidico] mg L’

Figura 23. (A) Voltamograma de onda quadrada referente ao estudo do
comportamento da corrente para avaliacdo da faixa de trabalho. (B)
Observa-se a curva de adicdo padrdo do comportamento da resposta
voltamétrica em funcdo da variacdo da concentracdo do acido

butenodidico.
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4.3.1.3.2. Sensibilidade
A sensibilidade obtida pelo método B foi de 6,62 nA/mg.L™.
4.3.1.3.3. Repetitividade

Os célculos da estimativa do desvio padrdo relativo obedeceram as
recomendacdées do INMETRO 2003 (RIBANI, 2004). Verificou-se a
repetitividade do sinal analitico na concentracdo de 12,34 mg L™ para o acido
butenodioico na célula polarogréfica.

Efetuou-se sete determinacdes obtendo-se como resultado, a seguinte
média: 12,331 + 0,012 mg L™, com um desvio padrao relativo,RSD, de 0,097%.
Estes resultados indicaram uma boa repetibilidade e um baixo desvio padrao

relativo entre uma determinac&o e outra, sendo portando, confiaveis.
4.3.1.3.4. Preciséo intermediaria

Foram realizados 5 ensaios para cada amostra fortificada apresentando
0 RSD 0,24%, 0,45% e 0,66% para cada uma das concentragoes.

4.3.1.3.5. Limite de deteccao e quantificacéo

Estimou-se para o &cido butenodidico um valor de limite de detecgéo
igual a 1,04 mg L™ e o valor do limite de quantificacdo igual a 1,32 mg L™.
Estes resultados mostraram que o método proposto possui um baixo limite de
deteccao e quantificacdo, semelhante a outros métodos voltamétricos, podendo
portanto ser empregado em analises de rotina na determinacéo dos dois acidos
em mistura usando o HCI 30% (v/v) como eletrdlito suporte.

4.3.2. Aplicagcédo datécnica de recuperacao

4.3.2.1. Método A

Os voltamogramas e as curvas de adi¢do padrdo obtidas para a amostra
referéncia podem ser observadas nas Figuras 24 e 25 respectivamente.
Foram realizadas trés ensaios da amostra referéncia e os resultados

obtidos para o &cido fumarico foram 8,08 mgL™, 8,14 mgL™ e 8,10 mgL™ , ja
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para o acido maleico os resultados obtidos foram 4,03 mgL™, 4,01 mgL™ e
4,06 mgL™.

O valor esperado para a concentragdo do acido fumarico na amostra de
agua deionizada fortificada é de 8,16 mgL™* e para o &cido maleico é de
4,08 mgL™. Portanto, a concentracdo média encontrada para o acido fumarico
foi de 8,11 + 0,036 mgL™ , uma recuperacdo de 99,39 % e o erro relativo obtido
foi de -0,61%. Para o acido maleico a concentracdo média encontrada foi
4,03 + 0,02 mgL™ , uma porcentagem de recuperacéo de 98,77 % e o erro
relativo obtido foi -1,23 %.

'5 T T T T
{ |=—AMOSTRA
_4_ —Adlgéo 1
— Adicéo 2 7
{ |=—— Adicao 3
— Adicdo 4
-34 |— Adicgo 5 -

uA

1,25 1,50 1,75 2,00

E(V) vs. Ag/AgCl

Figura 24. Voltamograma de onda quadrada da amostra referéncia.

g. i 09
= Y=A+Bx =
2 Y=A+Bx
A=1938E-7 06 A=2625E-7
B=975E-8 B = 6,458E-8
814mgl’ 1 R=09% 4,06 mgL* R=09%
N=6 031 N=6
SD =5 54E:10 \% SD=1,75E:9
0 0 10 2 30 4 5 0 5 10 15 2
[Acido fumérico] mgL™ [Acido Maleico] mgL™

Figura 25. Andlise por adicdo padrdo com deteccdo de 8,14 mgL™ para o é&cido

fumarico e 4,06 mgL™ para o 4cido maleico.
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4.3.2.2. Método B

Os voltamogramas e as curvas analiticas obtidas para a amostra

referéncia podem ser observadas na Figura 26.

— AMOSTRA
—— Adicgo 1 6
-6 |——Adicdo 2 T
——Adigdo 3
—Adigdo 4 54
——Adicd0 5
2 - <
=
34 Y=A+Bx
) A=11301E-6
“1 24 B =9,3678E-8
R=0,9%4
12,16 mgL? N=6
0 SD = 3,3678E-9
03 04 05 08 07 08 15 0 15 30 45 60
E(V) vs. Ag/AgCl [Acido Butenodidico] mg L™

Figura 26. Voltamograma de onda quadrada da amostra referéncia. Andlise por

adicdo padréo com deteccdo de 12,16 mgL™ para o &cido butenodidico.

Foram realizadas trés ensaios da amostra referéncia e os resultados
obtidos foram 12,16 mgL™?, 12,23 mgL™ e 12,18 mgL™. O valor esperado para a
concentracdo do acido butenodidico na amostra de suco de maca fortificado é
12,25 mgL™?, portanto, a concentracdo média encontrada foi de 12,19 + 0,040

mgL™ , uma recuperacéo de 99,51 % e o erro relativo obtido foi -0,49%.
4.3.3. Amostras

As amostras de suco de macad previamente preparadas foram
submetidas a analise por voltametria de onda quadrada.

As 6 amostras foram analisadas pelo método A utilizando os parametros
otimizados para determinacdo do &acido fumarico e do acido maleico
separadamente. As Figuras 27, 28 e 29 apresentam os voltamogramas obtidos
utiizando a voltametria de onda quadrada para cada uma das amostras de

suco de macga.
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Figura 27. Voltamogramas das amostras de suco de macéa analisadas utilizando os

parametros otimizados do Método A.
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Figura 28. Voltamogramas das amostras de suco de maga.
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Figura 29. Voltamogramas das amostras de suco de maga.

As amostras também foram analisadas pelo método B para
determinacdo de &cido butenodidico utilizando os parametros otimizados. Os

voltamogramas obtidos da voltametria de onda quadrada para cada uma das
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amostras de suco de maca esta presente nas Figuras 30, 31 e 32.

Nos dois métodos trabalhados foram realizadas 3 ensaios para cada
amostra. No método A, os voltamogramas obtidos pela técnica de adigcdo
padréo foram utilizados para obtencéo das curvas analiticas do acido fumarico
e do acido maleico e os resultados da regressao linear estdo apresentados nas
Tabelas 18 e 19 sendo a sigla Conc. a representacdo da Concentracéo
encontrada.

No método B, os voltamogramas obtidos pela técnica de adicdo padréao
foram utilizados para obter a curva analitica do acido butenodidico, visto que
nas condi¢des deste método, o acido fumarico e o acido maleico encontram-se
totalmente protonados e por sofrerem reducdo em um mesmo valor de
potencial, ndo é possivel a distingdo entre os dois 4cidos. Assim, observa-se na
Tabela 20 os resultados da regressao linear obtidos desta curva de adicéo

padréo.

e ATNOSEF A 1]
= Adic&0 1
-4+ |—Adicgo 2
—— Adicgo 3
—— Adicéo 4
—— Adicio 5

04 05 06 07 04 05 06 07
E(V) vs. Ag/AgCl E(V) vs. Ag/AgCI

Figura 30. Voltamogramas das amostras de suco de mac¢d analisadas

utilizando os parametros otimizados do Método B.
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Figura 31. Voltamogramas das amostras de suco de maga.
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Figura 32. Voltamogramas das amostras de suco de maca.

Tabela 16. Caracteristicas da regressao linear da equacéo
da curva analitica do acido fumérico (método A).
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AMOSTRA Coef.Linear

Coef. Angular

R? Conc. (mg.L™)

01 1,7497x107 3,7611x10° 0,997 4,65
02 2,6617x107 4,5556x10° 0,997 5,84
03 1,2513x107  3,6937x10° 0,991 3,39
04 2,9841x107  3,5545x10% 0,997 8,40
05 2,4131x107 4,7948x10% 0,996 5,03
06 2348x107 4,9276x10% 0,994 4,76

Tabela 17. Caracteristicas da regresséo linear da equacao
da curva analitica do 4cido maleico (método A).

AMOSTRA Coef.Linear Coef.Angular R? Conc.(mg.L™)
01 4,1974x10° 3,4088x10° 0,995 1,23
02 1,0617x10% 3,8299x10° 0,997 0,28
03 6,6771x10° 3,5223x10° 0,998 0,19
04 5,3079x10® 3,7850x10° 0,999 1,40
05 4,2168x10° 3,7069x10® 0,999 1,14
06 2,1183x10° 3,3241x10® 0,998 0,64

Observando-se as Tabelas 18 e 19, pode-se verificar que em todas as 6

amostras, os valores do coeficiente de determinacdo (R?) aproxima-se do valor

1, tanto para o acido fumarico quanto para o acido maleico, demonstrando um

bom ajuste dos dados obtidos para cada amostra no método A.
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Tabela 18. Caracteristicas da regresséo linear da equacéao

da curva analitica do acido butenodidico.

AMOSTRA Coef.Linear Coef.Angular R* Conc.(mg.L™)
01 3,0067x107 6,7690x10° 0,995 5,77
02 4,1240x107 6,7230x10° 0,994 6,13
03 2,4578x107 6,7351x10° 0,999 3,65
04 5,7907x107 5,9523x10% 0,994 9,73
05 4,1734x107 6,7271x10® 0,996 6,20
06 3,7235x107 6,8537x10% 0,996 5,43
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Na analise do acido butenodidico, pode-se observar pela Tabela 20 os
valores obtidos através da analise da regressao linear da curva analitica, para
determinar a concentracéo deste acido nas amostras de suco de maca.

O método de comparacdao utilizado na validacdo das duas metodologias
foi o HPLC, a curva analitica forneceu a equacao de regressdo para o acido
maleico, Y = -16826,47 + 135307,25 [Acido Maleico], sendo Y o valor da &rea
do pico do acido maleico, apresentando um R? igual a 0,995; para o acido
fumarico a equacao de regressédo obtida foi Y = -12580,40 + 122940,34 [Acido
Fumérico] onde Y é o valor da area referente ao pico do &cido fumarico,
apresentando um R?igual a 0,997.

As curvas analiticas obtidas no método A, proporcionou a determinacao
das concentracbes dos isdmeros do acido butenodidico e estes valores foram
comparados com o método HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia),
como pode ser obsevado na Tabela 21, ja na Tabela 22 encontram-se 0s
valores de concentracdo do acido butenodibico pelo método B comparados ao
HPLC.

Tabela 19. Comparacao entre os valores das concentracdes do acido fumarico
e do acido maleico.

AMOSTRA Método A HPLC
Acido Acido Acido Acido
Fumarico Maleico Fumarico Maleico
mgL™ mgL™ mgL™ mgL™
01 4,68 +0,03 1,22+0,01 4,66 + 0,04 1,24 + 0,02
02 583+0,02 0,27 +0,02 592+0,01 0,28+0,04
03 3,40+£0,02 0,19+0,01 3,37+£0,03 0,20+0,02
04 8,27+0,11 1,40+0,01 8,31+0,15 1,41+ 0,02
05 501+0,02 1,13+£0,01 5,10 + 0,03 1,14 + 0,01
06 4,76 + 0,03 0,62 +0,02 4,80+0,04 0,64+0,01
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Tabela 20. Comparacdo entre as concentracdes do acido
fumarico e do acido maleico em amostras de suco

de maca.

AMOSTRA

Método B (mgL™)

HPLC (mgL™)

01
02
03
04
05
06

5,77 £ 0,01
6,13 + 0,02
3,65+ 0,01
9,73+0,13
6,20 =+ 0,03
5,43 +0,01

5,90+0,01
6,20 + 0,01
3,57 +£ 0,03
9,72 + 0,02
6,24 + 0,02
5,44 + 0,03
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Os valores do erro relativo das concentracbes de cada amostra pelo

método A comparados ao método de referéncia, HPLC, estdo presentes na

Tabela 23. Pode-se observar que os valores do erro relativo para cada amostra

varia em modulo entre 0,43 a 5,0% para o método A, e para o método B esta
variacao foi de 0,64 a 2,24%.

Tabela 21. Erro relativo das concentracfes no método A para o
acido fumarico e maleico e no método B para o acido
butenodioico.

Erro Relativo (%)

Método A Método B
Amostra Acido Fumérico Acido Maleico Acido Butenodidico
01 0,43 -1,61 -2,20
02 -1,52 3,57 -1,13
03 0,89 -5,00 2,24
04 -0,48 -0,71 0,40
05 -1,76 -0,88 -0,64
06 -0,83 -3,13 -0,18

Pode-se observar pela Tabela 23, que o método A e o método B

apresentam pequenos valores de erro relativo, permitindo a utilizacdo destes

métodos na determinacdo da concentracdo de &cido fumérico e do &cido

maleico separadamente e a determinacdo do &cido butenodidico.

As amostras de suco analisadas que apresentaram concentracdo de

acido fumarico e maleico acima de 3,00 mgL™ podem ter sido fabricados com

macas de ma qualidade que devido a presenca de fungos e bactérias

proporcionam o aparecimento destes acidos.
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5. CONCLUSOES

O processo de otimizacdo da metodologia de determinagdo do acido
butenodidico (método B) e da determinacdo dos seus isdbmeros, o acido
fumarico e o acido maleico (método A), utilizando a técnica da voltametria de
onda quadrada, mostrou-se simples, rapida e de facil execu¢do. Os métodos
utilizados mostraram-se precisos e reprodutiveis, ndo necessitando da etapa
de pré concentracdo das amostras, a etapa de extracdo em fase solida &
simples e necessaria devida a utilizacdo de amostras complexas, como 0 suco
de maga.

A otimizacdo das duas técnicas foi possivel devido ao planejamento
fatorial utilizando a voltametria de onda quadrada trabalhando com o eletrodo
de gota pendente de mercurio (HMDE). Os parametros de maior significancia
foram o incremento de voltagem, a amplitude e frequéncia, utilizando eletrdlito
suporte adequado para cada método analisado. Apés a otimizacao, os métodos
foram devidamente validados e os resultados obtidos para cada amostra
demonstra a compatibilidade dos dois métodos, pois os teores encontrados do
acido butenodidico nas amostras equivalem a soma do teor de 4cido fumarico e
acido maleico. Portanto pode-se utilizar o método A para determinar a
concentracdo de cada &cido separadamente em pH 8,20 e utilizar o método B
para determinar a concentracdo do acido butenodidico em solu¢des acidas, de

forma a um método complementar o outro.
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