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RESUMO

Do ponto de vista técnico-cientifico, a palavra “incerteza” expressa a duvida em relagdo a um
resultado analitico. A aplicacdo do conceito de incerteza de medi¢do ¢ fundamental para os
laboratodrios brasileiros que almejam obter o reconhecimento da capacidade de realizacao de
ensaios em conformidade com a norma ABNT NBR ISO/IEC 17025. Independentemente da
area de atuagdo, ¢ de extrema importancia o estudo e o conhecimento da incerteza de medig¢ao
associada a um resultado de andlise, em particular quando aplicado a industria de alimentos.
A incerteza expandida informa o grau de confiabilidade de um resultado analitico e, através
dela, ¢ possivel avaliar, a um nivel de abrangéncia estabelecido, se o resultado de uma analise
transmite credibilidade, ou seja, se o valor da incerteza estd em uma faixa de concentracao
aceitavel ou ndo. Quando o percentual de incerteza ultrapassa o limite aceitdvel, € necessario
conhecer quais as variaveis do método que mais contribuem para a incerteza e executar as
medidas corretivas a fim de minimizar este impacto e, consequentemente, reduzir a incerteza
total. O objetivo geral deste trabalho foi determinar a incerteza expandida associada a anélise
titulométrica de agtcares redutores totais (ART) pelo método de Lane-Eynon, tendo como
matriz uma amostra de mel, utilizando balanca analitica ¢ semi analitica ¢ buretas de 10mL e
25mL. Para o célculo da incerteza padrao (u), utilizaram-se os dados obtidos nos certificados
de calibragdo de equipamentos e vidrarias empregados na analise. A incerteza combinada (u,)
foi obtida derivando os fatores de influéncia e considerando, quando necessario, o grau de
liberdade efetivo (veff), dado pela Equacdo de Welch-Satterthwaite. Obteve-se a incerteza
expandida (U) multiplicando-se por 2 (dois) o valor de u. para um nivel de confianca de
95,45%. Os resultados obtidos mostraram que a incerteza expandida de ART utilizando
balanca analitica nao foi significativa (<2%) e que a variavel que mais influenciou foi o
volume de amostra gasto (~80%), seguido do Titulo (~20%). A andlise da incerteza expandida
de ART obtida com balanga semi analitica e buretas de 10mL e 25mL gerou resultados
confiaveis. No entanto, deve haver cautela neste caso, especialmente ao se utilizar bureta de
25mL, visto que o valor percentual de incerteza superou 3,5%. Observa-se que a variavel que
mais contribui para a incerteza foi o Titulo com 79,82% (bureta de 10mL) e 87,10% (bureta

de 25mlL).

Palavras-chave: Acucares redutores totais (ART), incerteza expandida e confiabilidade.



ABSTRACT

From the scientific viewpoint, the word “uncertainty” expresses doubt about an analytic
result. The implementation of the concept of uncertainty of measurement is a crucial step that
the Brazilian laboratories must take in the process for obtaining the certification of the ability
to perform essays in accordance with the Brazilian technical norm ABNT NBR ISO/IEC
17025. Regardless the technical area of application, the determination of the uncertainty of
measurement associated with the result of an analysis is extremely important, especially in the
food industry. The expanded uncertainty is related with the degree of reliability of an
analytical result, and by means of this information it is possible to evaluate if the result of an
analysis is consistent, i.e., if the uncertainty associated to the measurement remains inside an
acceptable range. When the percentage of uncertainty exceeds a threshold, it is necessary to
find the process variables that more intensely contribute to increasing the uncertainty and, in
the sequence, to take corrective actions in order to minimize the impact caused for those
variables over the uncertainty of measurement. The aim of this study was to detect the
uncertainty of measurement associated with the analysis of total reducing sugars (TRS) by the
Lane-Eynon method. The equipments used were analytical and semi analytical balances,
burettes with 10mL and 25mL, and the food matrix studied was wild honey. To perform the
calculations of the standard uncertainty, u, information about the uncertainty of the laboratory
materials used in the analysis — obtained from the certificate of calibration. The combined
uncertainty, u., was obtained by deriving the influence factors and considering, if necessary,
the effective degree of freedom, veff, as stated in the Welch-Satterthwaite equation. The
expanded uncertainty, U, was obtained by multiplying u. by the appropriate coverage factor, &
= 2 (at level of confidence of 95,45%). The results showed that the expanded uncertainty
obtained for the analysis of TRS was less than 2,0% when the analytical balance was used.
The process variable having the greatest impact was the volume (close to 80,0%), followed by
the title (close to 20,0%). The analysis of the expanded uncertainty obtained for the analysis
of TRS when the semi analytical balance, and 10mL as well as 25mL burettes were used
provided reliable results. However, care must be taken in such a combination of equipments,
especially when using the 25mL burettes, since the percentage of uncertainty was great than
3,5%, too close to the limit established by the Codex Alimentarius, 4,0%. It was observed
that, in this case, the variable having the greatest impact on the uncertainty was the title, with
79,82% (10mL burettes), and 87,10% (25mL burettes).

Keywords: Total reducing sugars (TRS), expanded uncertainty and reliability.
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1. INTRODUCAO

Nas tultimas décadas ¢ perceptivel o elevado crescimento no uso de técnicas ou
ferramentas estatisticas na area cientifica e industrial, com foco na melhoria continua da
qualidade, produtividade e na obtencao de novos produtos.

Cada vez mais ¢ visivel e necessario que tomadas de decisdes sejam baseadas em
resultados analiticos e por meio desses resultados, produtos e subprodutos sdo comprados,
limites e legislagdes sdo instituidas, empresas sdo fechadas ou mantidas, autoridades tomam
atitudes e prejuizos ou lucros acontecem.

Sendo assim, quando se emite um resultado de qualquer espécie, € necessario saber,
ou ao menos estimar, o quanto se pode confiar neste resultado, ou o quanto o mesmo esta
proximo da realidade. A confianga em tal resultado ¢ obtida através de um conjunto de
procedimentos visando favorecer o aumento da qualidade da informacao.

Para obtermos dados experimentais confidveis, ¢ necessario que executemos um
procedimento bem definido, com os detalhes operacionais que sdo dependentes da finalidade
do experimento.

A aplicacdo do conceito de incerteza de medi¢dao ¢ fundamental para os laboratérios
brasileiros que almejam obtencdo de reconhecimento da capacidade de realizagdao de ensaios
em conformidade com a norma ABNT NBR ISO/IEC 17025.

A norma ABNT NBR ISO/IEC 17025 estabelece os requisitos gerais necessarios para
a competéncia de realizagdo de ensaios e/ou calibragdes. Esta norma se aplica a todos os
laboratérios que realizam ensaios e/ou calibracdes, independente do nimero de pessoas ou da
extensdo do escopo das suas atividades, e deve ser utilizada no desenvolvimento do seu
sistema de gestdo para qualidade, operagdes técnicas e administrativas do laboratério.

A utilizagdo da palavra incerteza transmite certo desconforto imediato, uma sensacao
de inseguranca. Do ponto de vista técnico-cientifico, esta palavra expressa diivida em relagao
a um resultado analitico. Independentemente da area de atuagdo, ¢ de extrema importancia o
estudo e o conhecimento da incerteza de medicdo associada a um resultado de analise, em
particular quando aplicada a industria de alimentos. O conhecimento da incerteza possibilita a
tomada de decisdes quanto as conformidades econdmicas, legais e de saide em produtos
passiveis de fiscalizagao.

Medicao ¢ definida pelo VIM (2009) como o “processo de obtengdo experimental de

um ou mais valores que podem ser, razoavelmente, atribuidos a uma grandeza”. Em geral, o
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resultado de uma medicdo ¢ somente uma aproximagao ou estimativa do valor verdadeiro e,
dessa forma, s6 ¢ completa quando acompanhada pela incerteza dessa estimativa. Entretanto,
incerteza de medicao ¢ um parametro nao negativo que caracteriza a dispersdao dos valores
atribuidos a um mensurando, com base nas informacgoes utilizadas.

A busca pela melhoria da qualidade analitica de resultados ¢ um desafio continuo e
que deve estar presente em laboratérios de andlise e calibragdo. Dessa forma, os laboratorios
que atuam na area de alimentos e que almejam a acreditagdo, devem comprovar a sua
capacidade de realizagdo de ensaios em conformidade com a norma ABNT NBR ISO/IEC
17025.

Além de ser um requisito para obtencdo da acreditacdo, o laboratorio pretendente deve
estimar a incerteza expandida dos resultados de andlise para os quais almeja o
reconhecimento. A incerteza de medicdo, por ser uma ferramenta importante no
monitoramento da qualidade analitica de ensaios, vem se desenvolvendo em elevada expansao
em diversas areas do conhecimento, inclusive na area de alimentos em ensaios quimicos. No
entanto, ¢ notorio que os grandes responsaveis pela producdo de conhecimento cientifico
nesta area sdo, principalmente, os profissionais dos ramos da fisica, engenharia mecanica e
elétrica devido ao grande niimero de trabalhos cientificos divulgados no meio académico.

Uma 4rea que ja utiliza esta ferramenta para o controle de seus produtos e processos,
devido a importincia de seus resultados e a necessidade de que os mesmos sejam
extremamente confidveis ¢ a industria farmacéutica, em especial, a producao de farmacos.

Este trabalho concentra esfor¢os no sentido de contribuir para o aumento de
informagdes relativas a incertezas de medigdes aplicadas a laboratérios de andlise de
alimentos, utilizando como objeto de estudo a técnica de andlise titulométrica de actcares de
ampla utilizacdo em laboratorios deste setor.

O objetivo geral deste trabalho foi determinar a incerteza expandida associada a
analise de acgucares redutores pelo método de Lane-Eynon, utilizando amostra de mel como
matriz. Para tanto, estabeleceram-se alguns objetivos especificos que consistiram em
distinguir, conceituar e aplicar corretamente os diferentes tipos de incerteza; identificar as
diferentes formas de contribuigdes de incerteza e tratd-las adequadamente; identificar as
etapas que contribuem significativamente para a incerteza final do resultado; calcular o grau
de liberdade efetivo (veff) e o fator de abrangéncia (k) adequado e, determinar a incerteza

expandida associada ao titulo obtido no padrao de glicose.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Incerteza

Incerteza refere-se a falta de conhecimento, a duvida e/ou a inseguranca de uma agao
ou efeito, neste caso, porém de um resultado. A utilizagdo desta palavra do ponto de vista
técnico-cientifico, expressa a davida ou a imperfeicdo em relagdo a um resultado analitico
(INMETRO, 2003).

Segundo o Vocabulario Internacional de Metrologia Incerteza de medigdo ¢ um
parametro ndo negativo que caracteriza a dispersao dos valores atribuidos a um mensurando,
com base nas informacdes utilizadas (VIM, 2009).

O Guia EURACHEM/CITAC (2002) define Incerteza (de medi¢do), baseado no
conceito adotado pelo VIM de 2002 como sendo “um parametro associado ao resultado de
uma medi¢do, que caracteriza a dispersdo de valores que poderiam ser razoavelmente
atribuidas ao mensurando”. Essa mesma definicdo ¢ também utilizada pela norma do
INMETRO NIT-DICLA-021 (2007), a qual harmoniza a avaliagdo da incerteza de medigdo na
calibragcdo. Esse “parametro” pode ser um desvio padrdo (ou multiplo dele), ou ainda a
metade de um intervalo correspondente a um nivel de confiangca estabelecido.
(EURACHEM/CITAC, 2002).

A incerteza de medigdo compreende, em geral, muitos componentes, dos quais alguns
podem ser estimados por meio da distribuicdo estatistica dos resultados das séries de
medi¢cdes e podem ser caracterizados como desvios padrio experimentais. Os demais
componentes, que também podem ser caracterizados por desvios padrdo, sdo avaliados com
base na distribuicdo de probabilidades assumidas, levando em conta a experiéncia e outras
informacdes (EURACHEM/CITAC, 2002).

De acordo com INMETRO (2003) diversas sdao as fontes de incerteza de medigao
possiveis, as quais prevalecem: a definicdo incompleta do mensurando; a realizacdo
imperfeita do mensurando; amostragem nao representativa; conhecimento inadequado dos
efeitos das condigdes ambientais sobre a medigdo; erro de tendéncia pessoal na leitura de
instrumentos; valores inexatos dos padrdes de medicdo e materiais de referéncia; valores
inexatos de constantes e de outros parametros; aproximagdes ou suposi¢des incorporadas ao
método e procedimentos de medi¢do e variagdes nas observagdes repetidas do mensurando
sob condi¢des aparentemente idénticas (EURACHEM/CITAC, 2002).

As fontes de incerteza citadas acima podem ndo ser necessariamente independentes,
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ou seja, uma fonte pode contribuir para que a outra aconteca ou se intensifique. Naturalmente,
um efeito sistematico que ndo tenha sido reconhecido, ndo pode ser considerado na avaliacao
da incerteza do resultado de uma medicdo, porém contribui para seu erro
(EURACHEM/CITAC, 2002; INMETRO, 2003).

Na estimativa da incerteza total, pode ser necessario tratar separadamente cada fonte
de incerteza para se obter a contribui¢do de cada uma individualmente. Cada uma das distintas
contribuicdes ¢ denominada “componente de incerteza”. Quando cada componente de
incerteza € expresso como um desvio padrdo, essa componente ¢ conhecida por incerteza
padronizada (EURACHEM/CITAC, 2002)

A incerteza do resultado de uma medi¢cdo normalmente contém varios componentes.
Esses diversos componentes, varidveis ou incertezas de entrada u(x), podem ser agrupados em
duas categorias, de acordo com as caracteristicas do método utilizado para avalia-los, sendo
avaliagdo da incerteza do Tipo A e avaliagdo da incerteza do Tipo B (MENDES &
ROSARIO, 2005).

2.1.1 Avaliagdo da Incerteza Padrdo do Tipo A

A avaliagdo da incerteza tipo A € “o método de avaliacao pela andlise estatistica de
uma série de observagdes”, portanto, pode ser caracterizado pelo desvio padrao experimental
(EURACHEM/CITAC, 2002; MENDES & ROSARIO, 2005).

O desvio padrao experimental da média ¢ obtido de um procedimento de analise, do
calculo da média aritmética ou de uma analise de regressao adequada (INMETRO, 2003).

A melhor estimativa de uma grandeza que varia aleatoriamente ¢ a média aritmética,
X, das diversas, n, observagdes independentes obtidas sob as mesmas condi¢des de medigao.
A variancia estimada, sz, ou desvio padrao estimado, s, caracteriza a variabilidade dos valores
medidos, X;, ou seja, a dispersdo em torno do valor médio (MENDES & ROSARIO, 2005).

A melhor estimativa da variancia da média ¢ a variancia experimental da média, sA(%),

que origina o desvio padrao experimental da média, s(x), cuja equacio ¢:
2(5) = 5
s?(%) =— (1
Logo,
— — N
5= s(0) == @)
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O desvio padrdo experimental da média, equacao (2), quantifica quanto o valor médio
representa a grandeza a ser medida X;. Quanto maior for o nimero de repeti¢des, tanto melhor
serd esta estimativa (MENDES & ROSARIO, 2005).

Por razdes principalmente de carater econdmico o numero de repetigdes, n, de uma
medi¢do € reduzido, variando tipicamente entre trés e dez. Quando isso acontece, € necessario
utilizar um coeficiente, conhecido como coeficiente t-Student, que considera o fato da
amostragem ser pequena. Essa distribuicdo t-Student permite estimar a incerteza tipo A,
obtida estatisticamente, mesmo com pequeno niimero de repeticdes (MENDES & ROSARIO,
2005).

Deste modo, a Incerteza padrao tipo A, ua, para um nivel de significancia (confianga)
de 95,45% de probabilidade ¢ obtida através da equacao (3) abaixo:

s

uA=\/—Et (3)

Onde ¢ € o valor #,(v) da distribui¢do-t, para v graus de liberdade, os quais sdo iguais a

n-1 para uma grandeza unica estimada pela média aritmética de n observacdes independentes.

2.1.2 Avaliagdo da Incerteza Padrdo do Tipo B

A avaliacdo da incerteza padrao do Tipo B “¢ o método de avaliacao da incerteza por
outros meios que nao a analise estatistica de uma série de observacdes”
(EURACHEM/CITAC, 2002; MENDES & ROSARIO, 2005). Neste caso, a avaliagdo ¢
baseada no julgamento cientifico. Geralmente sdo calculados em fun¢do de uma probabilidade
assumida ou por desvios padrdes estimados, que levam em conta a experiéncia do analista ou
outras observacdes (INMETRO, 2003; MENDES & ROSARIO, 2005).

Mendes e Rosario (2005) enfatizam que incertezas do tipo B sdo determinadas a partir
de informacgdes acessorias e externas ao processo de medicdo, tais como resultados de
medic¢des similares anteriores, experiéncia e conhecimento do comportamento do instrumento,
dados do fabricante, dados do certificado de calibragdo e manuais de instru¢do. Os autores
citam que gradientes e oscilagdes de temperatura durante a medigdo, tipo de medidor
(analogico ou digital), instabilidade da rede elétrica, instabilidade de padrdes, deformacdes

mecanicas, estabilidade temporal sdo alguns exemplos deste tipo de incerteza.
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Uma avaliacdo da incerteza padrdo do tipo B exige discernimento baseado na
experiéncia e conhecimento geral, sendo essa uma habilidade que pode ser desenvolvida com
a pratica pelo analista. Quando bem fundamentada, utilizando adequadamente a informacgao
disponivel, essa pode ser tdo confidvel quanto uma avaliagdo do tipo A, especialmente em
uma situa¢do em que a avaliagdo do tipo A ¢ baseada somente em um numero pequeno de
medig¢des estatisticamente independentes (INMETRO, 2003).

Algumas observagdes sdo importantes para avaliacdo da incerteza. Sempre que
possivel os erros sistematicos devem ser corrigidos, e, ao adicionar as incertezas do tipo B,
deve ser feita uma andlise criteriosa para que ndo haja repeti¢do, isto €, que ndo se considere

mais de uma vez a mesma fonte de incerteza (MENDES & ROSARIO, 2005).

2.2. Incerteza Padrao

E a incerteza associada aos dados de entrada u(x) relativos ao resultado de medigéo e é
expressa como um desvio padrdo estimado do mensurando. Em alguns casos utiliza-se a
incerteza padrdo relativa de medigdo, que ¢ a incerteza padrdo de medigdo associada a uma
estimativa dividida pelo mddulo desta estimativa, portanto adimensional. Quando a estimativa
for igual a zero este conceito nao se aplica (INMETRO, 2003).

Essa incerteza deve expressar todas as componentes, tipos A e B, correspondentes a
um desvio padrdo. Para obté-la divide-se o valor de cada contribui¢do de incerteza pelo seu
respectivo divisor correspondente a distribui¢do de probabilidade assumida ou atribuida, de
acordo com a Tabela 1 abaixo, que mostra o divisor atribuido a cada distribui¢do (MENDES

& ROSARIO, 2005).

Tabela 1. Divisor utilizado em cada distribui¢ao de probabilidade.

Distribuicao Divisor

Normal (certificado de calibracio) k (Fator de abrangéncia)
Retangular V3
Triangular NG

Fonte: MENDES & ROSARIO, 2005.
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2.2.1 Distribuicdo Normal (Gaussiana)

E a distribuicdo de probabilidade mais importante dentre as utilizadas em Metrologia.
Sua funcgdo densidade de probabilidade tem forma de um sino (Figura 1) sendo média, u, e

desvio padrao, o, representados abaixo (MENDES & ROSARIO, 2005).

k

p(x) |

L

L0
- X

L

Figura 1. Representagdo da distribuicao normal.
A distribuicao normal possui a seguinte equacgdo (4):

2
1 -z

) = —— e 4)

onde:

Z= — (%)

Segundo Mendes e Rosario (2005) quanto maior o nimero de medi¢des feitas de um
mesmo mensurando, mais proximos da “normalidade”, ou seja, mais proximo da distribuicao
normal serd seu comportamento. A medida que aumenta o nimero de medicdes (n>200) a
distribuicao tende a ser normal.

Para se obter uma distribuicdo proxima a normal, faz-se necessario um nimero grande
de medic¢des (n>200). Entretanto, como nao ¢ viavel realizar em um laboratério 200 medic¢des
de um mesmo mensurando, deve-se aplicar um fator de correcdo com o objetivo de
aproximar, ou estimar, a distribui¢do de pequenos valores a uma distribuicdo normal. Esse
fator é conhecido como t-Student, ¢ ¢ calculado em funcdo do tamanho da amostra, n, e do
grau de liberdade, v, além do nivel de confianga (probabilidade) desejado. Utiliza-se,
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geralmente, o nivel de confianga de 95,45% (MENDES & ROSARIO, 2005). O coeficiente t-
Student ¢ um dado tabelado (anexo A), porém também pode ser facilmente calculado através
dos conceitos de estatistica basica .

Qualquer que seja a distribuigdo estatistica, a distribuicdo das médias amostrais sera
normalmente distribuida. A medida que aumenta o tamanho da amostra, as médias amostrais
tenderdo progressivamente a uma distribuicdo normal, sendo o desvio padrao da distribuicao
normal representado matematicamente pela equagdo (6) abaixo (sendo s o desvio padrao da
amostra). Essa tendéncia ¢ denominada de Teorema do Limite Central (MENDES &

ROSARIO, 2005).
s(® = = (6)

2.2.2 Distribuicdao Retangular (Uniforme)

E uma distribuicdo que descreve razoavelmente, em termos de probabilidade, o
conhecimento inadequado sobre a grandeza de entrada, na auséncia de qualquer outra
informagdo que ndo os limites de variabilidade (INMETRO, 2003).

Sabe-se que valores de uma grandeza em questdo, préximos ao centro do intervalo de
variabilidade sd3o mais provaveis do que valores proximos aos limites, quando uma
distribui¢do triangular ou normal pode ser um modelo melhor empregado. No entanto, se os
valores proximos aos limites sdo mais provaveis do que valores proximos ao centro, uma
distribuicao em forma de “U” pode ser mais apropriada (INMETRO, 2003).

A distribuigdo retangular ¢ bem aplicada quando h& uma distribui¢do com densidade
de probabilidade constante entre os limites superior e inferior, devendo assim ser suposta para
a possivel variabilidade da grandeza de entrada (INMETRO, 2003). Desta maneira quando a
distribuicdo de probabilidade for a mesma num determinado intervalo, ou seja, quando a
probabilidade de ocorrer de maneira igual a todo o intervalo, tem-se uma distribuigdo
retangular, cujo divisor é V3 (MENDES & ROSARIO, 2005).

A distribui¢do retangular ¢ adotada, na maioria dos casos, para a resolu¢do de
instrumentos de medicdo, por ser considerada uma distribuicdo mais conservadora, pois
aumenta um pouco a incerteza final. Sendo assim quando na duvida de qual distribui¢ao
adotar, recomenda-se a retangular por fornecer uma incerteza maior e ndo privilegiar nenhum

intervalo (MENDES & ROSARIO, 2005).
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Quando ndo houver base para se crer que ¢ mais provavel um erro maior ou um erro
menor, a estimativa de incerteza deve ser tratada como caracterizando uma distribui¢ao

retangular (INMETRO, 2002).

2.2.3 Distribuicdo Triangular

E a distribuicdo utilizada quando a probabilidade de ocorréncia do resultado de uma
medicao for maior na parte central, e que apresente a tendéncia de decair linearmente nas
extremidades de um determinado intervalo (MENDES & ROSARIO, 2005).

Se os limites de um intervalo de dados forem informados sem um nivel de confianca,
mas com razodes para supor que valores extremos sejam improvaveis, assume-se geralmente
uma distribuigdo triangular, utilizando-se o divisor da distribui¢io como v6 (INMETRO,
2002; MENDES & ROSARIO, 2005).

Quando houver uma tendéncia, ou seja, quando um erro menor ou entdo um erro maior
for considerado substancialmente mais provavel a estimativa da incerteza deve ser tratada
como uma distribui¢do triangular (INMETRO, 2002).

Alguns profissionais de Metrologia adotam a distribuicdo triangular para estimar a
incerteza de indicadores analdgicos (tipo ponteiro). Sua incerteza final ¢ menor quando
comparada a utilizacdo da distribuicdo retangular para este mesmo caso (MENDES &

ROSARIO, 2005).

2.3. Incerteza Padrao Combinada

A incerteza combinada ou incerteza padrdo combinada (u.) € a incerteza padrdo do
resultado de uma medi¢do quando este resultado ¢ obtido por meio dos valores de varias
outras grandezas (MENDES & ROSARIO, 2005).

Esta incerteza ¢ definida matematicamente como igual a raiz quadrada positiva de uma
soma de termos, sendo estes as variancias e/ou covariancias destas outras grandezas,
ponderadas de acordo com quanto o resultado da medi¢cdo varia com mudangas nestas
grandezas. Calcula-se a incerteza combinada, u., conforme as expressdoes matematicas (7), (8)
e (9) INMETRO, 2003):

O Guia para a Expressdo da Incerteza de Medicao (INMETRO, 2003) declara que a
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incerteza padrdo combinada, u.(y), € a combinagdo das incertezas do Tipo A e do Tipo B.

Define ainda, que esta incerteza é a raiz quadrada positiva da variancia combinada, u2(y), que

¢ dada por:
2
u () = T 2] 62 () (7
ou
ul(y) = X uf () (8)
ou

uc(y) = / iz uf () ©)

A incerteza combinada, u., pode ser obtida derivando os fatores de influéncia,
considerando quando necessario o grau de liberdade efetivo, veff, através da equacdo de

Welch-Satterthwaite (10) (11) INMETRO, 2003; MENDES & ROSARIO, 2005):

u*(y)
= — 10
Ueff n u;:l-(y) ( )
=17y,
ou
ul ut  ud u?
=242 =2 (11)
Veff V1 ) Un

Os graus de liberdade, v, sdo iguais a n-1 para uma grandeza Unica estimada pela
média aritmética de n observacdes independentes. Se n observagdes independentes sdo usadas
para determinar tanto a inclinacdo como a intersecdo de uma linha reta pelo método dos
minimos quadrados, o grau de liberdade de suas respectivas incertezas padrdo ¢ v = n-2
(INMETRO, 2003).

O numero de grau de liberdade efetivo, veff, ¢ o nimero de termos de uma soma
menos o numero de restrigdes aos termos da soma. Quando fazemos um numero reduzido de
medi¢des, aproxima-se de uma distribuicdo normal, aplicando-se o fator de correcdo da
distribuigdo de t-Student (MENDES & ROSARIO, 2005).

Estima-se o grau de liberdade efetivo resultante da incerteza combinada quando as
incertezas padrdo de varias fontes de incerteza sdo consideradas para estimar a incerteza

padrio combinada (MENDES & ROSARIO, 2005).
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2.3.1 Coeficiente de sensibilidade

E a variagdo diferencial na estimativa de saida gerada por uma variagdo diferencial em
uma estimativa de entrada dividida por esta variacdo na estimativa de entrada (NIT-DICLA-

021, 2007).

As derivadas parciais, apresentadas na equacdao (7), sdo frequentemente

Fy
denominadas coeficientes de sensibilidade, e, descrevem como a estimativa de saida, y, varia
em funcao das alteracdes dos valores das estimativas de entrada, x;, x,... x,. Em particular, a
alteragdo em y provocada por uma variagdo em Ax; na estimativa de entrada x;, ¢ dada por
(Ay); = (0y/dx;)(Ax;). Caso esta alteragdo seja gerada pela incerteza padrdo da estimativa
x;, a variagdo correspondente em y é (dy/dx;) u(x;). A variancia combinada, uZ(y), pode ser
vista como a soma de termos, onde cada um deles representa a varidncia estimada associada
com a estimativa de saida y gerada pela variancia estimada, associada com cada estimativa de
entrada x; (INMETRO, 2003).

Os coeficientes de sensibilidade sdo determinados experimentalmente e medem a
variacdo em Y causada por uma variacao em um dado Xj, enquanto se mantém constantes as
demais grandezas de entrada (INMETRO, 2003). E importante conhecer o coeficiente de
sensibilidade porque este parametro informa quanto uma varidvel influencia no resultado final
de uma medida indireta e, através dele, minimizar tal influéncia e reduzir assim a sua

incerteza (MENDES & ROSARIO, 2005).

2.4. Incerteza Expandida

Incerteza Expandida, U, ¢ a grandeza que define um intervalo em torno do resultado
de uma medi¢do, com o qual se espera abranger uma fragdao da distribuicdo dos valores que
possam ser razoavelmente atribuidos ao mensurando (INMETRO, 2003).

Essa Incerteza ¢ calculada multiplicando-se a incerteza combinada, u., por um fator de
abrangéncia, k, a uma dada probabilidade assumida (geralmente 95,45%) da distribuicdo de
Student (t) (MENDES & ROSARIO, 2005).

Nos casos em que uma distribuicdo gaussiana (normal) possa ser atribuida ao
mensurando e a incerteza padrdo associada a estimativa de saida tenha suficiente
confiabilidade, o fator de abrangéncia padronizado, k = 2,00, deve ser utilizado (NIT-DICLA
021).
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O valor k atribui a expansdo requerida para a incerteza combinada calculada. A
multiplica¢do por um constante, k, ndo fornece nenhuma informagao adicional, ¢ apenas uma
maneira de representar a incerteza final a um nivel de confianga estabelecido. O valor obtido
atribui o intervalo de dados com a probabilidade de ocorréncia associado ao resultado de
medi¢do. A incerteza expandida, U, pode ser calculada através das equagdes (12) e (13)

abaixo (INMETRO, 2003; MENDES & ROSARIO, 2005):

U=k.u, (12)
Ou
U=kyuc (13)

Assumindo-se uma distribuicdo normal, a Tabela 2, a seguir relaciona o fator de
abrangéncia, k£, a um dado nivel de confianga, p. Quando temos um numero elevado de
medic¢des (n>30), utiliza-se como regra k = 2 para expressar a incerteza expandida (MENDES

& ROSARIO, 2005):

Tabela 2. Relagado entre nivel de confianca e fator de abrangéncia.

Nivel de confianga Fator de abrangéncia

p (%) k

68,27 1,000
90,00 1,645
95,00 1,960
95,45 2,000
99,00 2,576
99,73 3,000

Fonte: MENDES & ROSARIO (2005).

2.5. Expressoes e Terminologias

E de extrema importancia que as expressdes utilizadas em Metrologia sejam bem
entendidas, pois se tratando de um assunto relativamente recente faz-se necessario que os
conceitos sejam apresentados de modo bem claro.

13 bh)

As expressoes “mensurando”, ‘“erro” e “incerteza” sdo frequentemente mal

interpretadas. Assim sendo, com o intuito de tornar mais clara a presente discussdo, o
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Vocabulario Internacional de Metrologia (2009) define mensurando como a “Grandeza que se
pretende medir”. Semelhante, ¢ o conceito adotado pelo Guia para a Expressdo da Incerteza
de Medigao (INMETRO, 2003), que define Mensurando como sendo a ‘“grandeza a ser
medida”, como também, a “Grandeza especifica sujeita a medi¢ao” (NIT-DICLA 021).

E importante ressaltar a distingdo dos conceitos “erro” e “incerteza”. Erro de medigo
¢ definido como a “Diferenga entre o valor medido de uma grandeza e um valor de
referéncia” (VIM 2008).

Matematicamente, o erro pode ser positivo ou negativo: quando positivo, denota que a
medi¢do do instrumento ¢ maior que o valor verdadeiro; j& quando o erro ¢ negativo, a
medigio é menor que o valor verdadeiro (MENDES & ROSARIO, 2005).

Uma situagao simples, mas que se presta a ilustrar o conceito matematico de erro, ¢
quando intencionalmente adiantamos a hora marcada em um reldégio em cinco minutos (por
exemplo, para evitar atrasos). Neste caso, estamos frente a um erro positivo de + 5 (mais
cinco) minutos, por exemplo. Se quisermos saber a hora exata, temos que subtrair da leitura
(medigdo) cinco minutos (erro).

Portanto, temos um valor numérico para o erro quando conhecemos o valor verdadeiro
do mensurando, determinado através de uma calibracdo e/ou de um ajuste. Desta forma,
podemos somar tal valor de erro, ou diminui-lo, da leitura e assim obter o valor verdadeiro.

Conforme definido na secdo 2.1, ressalta-se novamente que a incerteza de medigdo ¢
um “Pardmetro ndo negativo que caracteriza a dispersao dos valores atribuidos a um
mensurando, com base nas informagdes utilizadas” (VIM, 2009).

A incerteza expressa, porém, o efeito de uma flutuacdo do valor obtido na medicdo e ¢
conceituada como a duivida associada ao valor que se procura. Como nao existe valor absoluto

para a medigdo, a incerteza sempre existird e ndo podera ser eliminada.

2.6. Carboidratos

E a classe de biomoléculas mais abundante na natureza e é o principal meio de
abastecimento energético, através de oxidacgdo, em células nao fotossintéticas. O carboidrato ¢
a Unica fonte energética aceita pelo cérebro, importante para o funcionamento do coragdo e
todo sistema nervoso (FELTRE, et. al., 1974).

Os agticares, amidos e a celulose, compostos que t€m importantes fungdes estruturais e

de energia nos seres vivos, sdo todos hidratos de carbono; os aglicares sdo os carboidratos
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soluveis em agua. Os carboidratos recebem o nome de hidratos de carbono ou carboidratos
porque a férmula geral empirica de muitos membros da familia pode ser escrita por
C.(H,0),, ou seja, carbono hidratado. No entanto, nota-se que nio sdo todos os hidratos de
carbono que sdo representados por essa formula (FELTRE, ef al., 1974; ALLINGER et al.,
1991).

Os carboidratos existem difundidos em toda natureza e alguns existem praticamente
puros, tais como: sacarose, glicose, frutose, amido e celulose, este ultimo no algodao, madeira
e papel. Em termos de volume de producdo mundial, os carboidratos ficam atras apenas dos
Oleos vegetais. Cerca de 95% da biomassa produzida na natureza ¢ formada de carboidratos
(200 bilhdes de toneladas). Apesar desta enorme quantidade, apenas 3% sdo usadas pelo
homem. O resto se decompde e ¢ reciclado pela natureza (FERREIRA, et.al., 2001).

Na utilizacao industrial, excluindo a alimentagdo, essa percentagem cai muito mais e
seu uso ¢ restrito a alguns mono e dissacarideos de baixo peso molecular. Esses carboidratos
de baixos pesos moleculares sdo extremamente atrativos como matéria-prima para
experimentos laboratoriais de quimica, devido aos seguintes aspectos: disponibilidade em
grandes quantidades, baixos custos, produtos oriundo de tecnologia renovaveis e
ecologicamente adequados (FERREIRA, et.al., 2001).

A importancia dos carboidratos para os seres humanos ¢ dificil de ser avaliada. Na
alimentagdo, os carboidratos t€ém fun¢ao no suprimento energético € como elemento estrutural
das células. Sdo ingeridos diretamente em alimentos como paes, batatas, milhos, ervilhas e
indiretamente em carnes, ovos e gorduras de animais que tenham sido alimentados por
gramineas e graos (ALLINGER et al., 1991).

A producdo de -carboidratos efetua-se naturalmente pelas plantas através da
fotossintese. As plantas contém um pigmento verde denominado clorofila que catalisa a
conversdao de didxido de carbono e dgua em aclcar. A reacdo ndo ¢ termodinamicamente
favoravel, mas ocorre porque o sol fornece energia na forma de luz (ALLINGER et al., 1991).

+ hf, CLOROFILA

6 CO, + 6 H,O

Ce(H,0)6 + 6 O

— ENERGIA, METABOLISMO ANIMAL

Enquanto as plantas produzem carboidratos a partir de didoxido de carbono e agua, os
animais degradam os hidratos de carbono a didxido de carbono e agua. Os animais obtém

carboidratos ao comerem plantas e os combinam com oxigénio do ar em uma reagdo a
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fotossintese. A oxidacdo dos carboidratos fornece ao animal a energia necessaria para a
manutencdo da vida e a0 mesmo tempo regenera o didoxido de carbono que as plantas utilizam
na fotossintese (CONN & STUMPF, 1975; ALLINGER et al., 1991).

Todos os carboidratos sdo poliidroxialdeidos, poliidroxicetonas ou moléculas que dao
origem por meio de hidrolise a tais compostos. Os monossacarideos sdo as menores moléculas
de carboidratos e compreendem os agucares de quatro, cinco e seis atomos de carbono. A
sacarose, acucar de mesa, ¢ um dos dissacarideos que por hidrélise origina dois agtcares
(frutose e glicose). Os polissacarideos que incluem o amido e a celulose originam por
hidrélise muitas moléculas de monossacarideos (ALLINGER et al., 1991).

A Figura 2 mostra a estrutura quimica de um poliidroxialdeido (D-glicose) e uma

poliidroxiacetona (D-frutose).

CH=D0 CHz—0OH
HC —OH ¢=0
HO—CH HO—CH
HC —OH HC ——OH
CH—OH CH —OH
Hi —OH HaC —OH
D-glicose D-frutose

Figura 2. Representagdo da formula molecular de uma aldose (poliidroxialdeido, D-glicose) e

uma cetose (poliidroxicetona, D-frutose).

2.6.1 Nomenclatura e Classificacio dos Carboidratos

Os carboidratos foram primeiramente nomeados de acordo com a sua ocorréncia
natural: agucar de beterraba, agucar de cana, a¢tcar de uva, agicar de malte, actcar do leite,
amido, glicogénio hepatico. Os nomes triviais foram entdo formados, muitas vezes a partir do
sufixo “-ose” para designar carboidratos. Nomes decorrentes desta forma, por exemplo, sdo
frutose (acucar da fruta), maltose (agicar do malte), xilose (agucar da madeira) e celulose

(membranas celulares) (CONN & STUMPF, 1975; HODGE & OSMAN, 1976).

2.6.1.1 Monossacarideos
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Os monossacarideos sdo os agucares mais simples, consistem basicamente de uma
unidade de poliidroxialdeidos ou cetonas alifaticas chamadas respectivamente aldoses ou
cetoses (HODGE & OSMAN, 1976). Devido a alta polaridade, sdo solidos cristalinos em
temperatura ambiente, soluveis em dgua e insoluveis em solventes organicos (FRANCISCO

3

JR., 2008). Na nomenclatura oficial, o sufixo “-ose” ¢ anexado ao prefixo para denotar o
numero de atomos de carbono do monossacarideo: trioses (n=3), tetroses (n=4), pentoses
(n=5), hexoses (n=6). Para distinguir aldoses de cetoses, as cetoses sdo designadas como “—
uloses”. Assim, a cetose mais simples ¢ a triulose € mais comum ¢ a d-frutose, que ¢ uma
hexulose (CONN & STUMPF, 1975; HODGE & OSMAN, 1976).

Por serem poliidroxialdeidos ou cetonas de cadeia aberta, os monossacarideos sdo
muito reativos. Apresentam uma importante propriedade, que ¢ a capacidade de serem
oxidados por ions cupricos (Cu™?) e férricos (Fe™). Os aclicares com tal propriedade sdo
denominados agucares redutores. O grupo carbonila ¢ oxidado a carboxila com a
concomitante reducdo, por exemplo, do fon ctprico (Cu™?) & cuproso (Cu”). Tal principio é
util na anélise de ag¢ucares (HODGE & OSMAN, 1976; FRANCISCO JR., 2008).

As plantas protegem o monossacarideo reativo no transporte e armazenamento por
condensagcdo, com perda de 4agua, tornando-o menos reativo como um oligo e/ou
polissacarideo. Por exemplo, os agucares redutores mais comuns, glicose e frutose, sdo
condensados de maneira que suas fungdes (carbonilas reativas) sdo perdidas para formar um
acucar dissacarideo nao-redutor, a sacarose. A sacarose menos reativa ¢ entdo transportada
para todas as partes da planta por sintese enzimatica de um oligo e/ou polissacarideo. A partir
do agrupamento de frutose e glicose sdo formados outros agucares como a sacarose. Outros
polissacarideos sdo formados a partir de outros aglcares que surgem por transformagdes
enzimaticas de hexoses fosforiladas e agucares nucleotideos (CONN & STUMPF, 1975;
HODGE & OSMAN, 1976).

2.6.1.2 Oligossacarideos

Os oligossacarideos sdo polimeros soliiveis em agua e formados por cadeias curtas
de monossacarideos. Os mais comuns sdo os dissacarideos, dos quais se destacam a sacarose
(agucar da cana) e a lactose (agucar do leite), ambos representados na Figura 3 (HODGE &

OSMAN, 1976).
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Figura 3. Formulas moleculares de lactose (A) e sacarose (B), importantes dissacarideos

presentes no leite e na cana.

A sacarose ¢ hoje no Brasil um dos mais importantes produtos devido a producao do
alcool combustivel, cuja obten¢do se da também por fermentagdo. A primeira etapa ¢ a
hidrélise da sacarose, da qual se obtém uma mistura de glicose e frutose, também conhecida
por agucar invertido, comumente utilizado na fabricacdo de doces, para evitar a cristalizacao
da sacarose e conferir maior maciez ao doce. O termo invertido ¢ empregado porque, apds a
hidrdlise, o desvio da luz polarizada sofre inversdao de sentido, inicialmente para a direita e,
apo6s a hidrolise, para a esquerda. A etapa seguinte consiste na fermentacdo, semelhante a da
producdo de bebidas alcoodlicas. A lactose também pode sofrer fermentagdo. O processo de
fermentacgdo lactea € utilizado na producdo de queijos e iogurtes. O tipo de produto depende

do microorganismo empregado (FRANCISCO JR., 2008).

2.6.1.3 Polissacarideos

Sao cadeias longas de unidades glicosidicas de agucares sintetizados por enzimas de
apenas um tipo de hexoses e pentoses. A primeira cadeia consiste geralmente de um ou dois
tipos de monossacarideos. Cadeias laterais podem ser construidas por agtlicares diferentes dos
da cadeia principal, com diferentes tipos de ligagdes glicosidicas (HODGE & OSMAN,
1976).

Acucares contendo mais de 20 unidades sdo denominados polissacarideos, os quais
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podem possuir milhares de monossacarideos e predominam a forma dos carboidratos na
natureza. A diferenciacdo ¢ dada pela unidade monomérica, comprimento e ramificacdo das
cadeias. Quando os polissacarideos contém apenas um tipo de monossacarideo, ele ¢
denominado de homopolissacarideo. Se estiverem presentes dois ou mais tipos de
monossacarideos, o resultado ¢ um heteropolissacarideo (CONN & STUMPF, 1975;
FRANCISCO JR., 2008).

2.6.2 Métodos de Andlises de Carboidratos

Existem diversos métodos para a analise de acucares. Eles podem ser divididos em
titulométricos (EDTA, Lane-Eynon, Luff-Schoorl), gravimétricos (Musson-Walker),
espectrofotométricos (ADNS, Antrona, Fenol-Sulfirico, Somogyi-Nelson) (MEYER, 1976),
opticos (SILVA, et. al., 2003) e instrumentais (Cromatograficos — CLAE-IR) (DRUZIAN et.
al., 2005).

2.6.2.1 Método Lane-Eynon

Os métodos quimicos mais amplamente utilizados para a determinagdo quantitativa
dos agucares possuem a capacidade para reduzir, em meio a solugdes alcalinas de metais,
como prata, mercurio, bismuto e cobre. De todos os métodos, os que dependem da reducao de
ions cupricos a 6xido cuproso sao os mais amplamente utilizados (MEYER, 1976).

Neste método, o cobre presente na solucao de Fehling (solucao alcalina de cobre em
tampao de tartarato duplo de sddio e potassio) € reduzido a 6xido cuproso (Figura 4). O sal de
sodio que se forma como produto primario da oxidacdo do agucar redutor sofre posterior

oxidacdo, na sequéncia da reagdo (MEYER, 1976).

CHO C|0mTa COONa  oOoNa
HCO o |
@ + I \ Cu + NaOH > @ + HCOH + Cu0
HCO / A\ |
| H(|:0H
COOK COOK

Figura 4. Representagdo das reacdes referentes ao Método de Lane-Eynon.
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2.6.2.2 Método do acido 3-5-dinitrossalicilico (ADNS)

O ADNS ¢ reduzido pelo acticar redutor em meio alcalino para acido 3- amino-5-
nitrossalicilico, enquanto que, no caso mais simples o grupamento aldeido parece ser oxidado
a acido aldonico (Figura 5). Entretanto a equivaléncia entre o 4cido aminonitrossalicilico
produzido e a quantidade do agucar ndo ¢ exata e diferentes agucares produzem diferente
intensidade na cor desenvolvida. Isso sugere que a quimica da reagdo deva ser mais complexa
que a apresentada, podendo estar relacionada com as reagdes de decomposicdo de acucares

em solucao alcalina (MEYER, 1976).

COOH CHO COOH COOH
OH 0OH
+ é OH’ > + (5
N0y NO; NO; NH;
AR = Aciear Acido aMénico

Acido 3,5 — dinimrossalicilico Acido 3—-ammino—

redutor genético ] .
S-nitrossalicilico

Figura 5. Reagdes do Método ADNS.

2.6.2.3 Método de antrona

A reacdo de antrona se baseia na agdo hidrolitica e desidratante do acido sulftrico
sobre os carboidratos. Quando a reagdo ¢ levada a efeito com carboidratos com ligagdes
glicosidicas, estas sdo hidrolisadas e os agucares simples desidratados para furfural ou
hidroximetilfurfural. Essas substiancias se condensam com a antrona (9,10-dihiro-9-

oxoantraceno) formando um produto de coloracao azul-petroleo (MEYER, 1976).

2.6.2.4 Método do fenol-sulfurico

Baseia-se na determinag¢do de aglcares simples, polissacarideos e seus derivados
incluindo os metil-ésteres com grupos redutores livres, apos a desidratacdo dos mesmos pelo
acido sulfurico e subsequente complexacdo dos produtos formados com o fenol. A mudanga
da cor da solucdo ¢ medida na regido do visivel e é proporcional a quantidade de agucares

presentes na amostra. A reacao ¢ sensivel e de cor estavel (MEYER, 1976).
31



2.6.2.5 Método complexométrico de EDTA

Os agucares presentes na amostra reagem com uma solucdo de cobre, antes e depois da
. ~ r +2 + L 4
inversdo. Os ions Cu “ se reduzem a Cu' que precipitara como Cu,0. O excesso de cobre que

ndo reagiu ¢ determinado posteriormente por complexometria com EDTA (MEYER, 1976).

2.6.2.6 Método de Luff-Schoorl

, . , +2 + .. ,
O agticar redutor se oxida e os ions Cu ~ se reduzem a Cu', que precipitard como

Cu,0. O excesso de Cu™ se determina iodometricamente (MEYER, 1976).

2 Cu? + Acgtcar redutor —» Cu,0
2Cu?+ 41" —» 2Cul, —» 2Cul+1,
I, +2S,0,7% —» 21"+ S,0,72

2.6.2.7 Método Munson-Walker

Fundamenta-se na quantificagdo do precipitado de 6xido cuproso formado apds a
redugdo de ions cobre bivalentes, em meio basico, pelos agucares redutores (glicose e frutose)

(MEYER, 1976).

2.6.2.8 Método de Somogyi-Nelson

Os glicideos redutores aquecidos em meio alcalino, transformam-se em enodiois (dois
atomos de carbono duplamente ligados) que reduzem o ion clprico presente a ion cuproso. O
oxido cuproso assim formado reduz a reac¢do arsénio-molibdico a 6xido de molibdénio de
coloragdo azul cuja intensidade de cor ¢ proporcional a quantidades de agucares redutores

existentes na amostra (MEYER, 1976; SILVA, et. al., 2003).

2.6.2.9 Método por refratometria — em escala grau Brix (°B)

Esse método ¢ largamente utilizado na industria agucareira, constitui em um método
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fisico baseado no principio da refragdo (quando uma luz passa de um meio para outro, sua
velocidade diminui ou aumenta conforme as diferencas nas estruturas atdmicas ou densidades
opticas das duas substancias). Com o indice de refracao, IR, ndo ¢ possivel determinar qual(is)
o(s) acucar(es) presente(s), porém, o IR indica a quantidade de agucar presente em uma
solugdo, pois tem uma relagdo com a concentracdo de so6lidos soluveis (° Brix) que ¢ a

unidade de interesse (SILVA, et. al., 2003).

2.6.2.10 Método por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Andlises por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) tém sido utilizadas
para determinagdo de agucares em diversos tipos de alimentos e bebidas, como sucos,
sorvetes, frutas e vegetais, e chocolates. Entre os métodos cromatograficos, a técnica mais
sensivel e rapida para determinar estes compostos em outros produtos, ¢ a Cromatografia
Liquida de Troca Anidnica com Deteccdo Amperométrica Pulsada (HPAEPAD). Entretanto,
para usé-la como método de rotina, além do alto preco do equipamento, ¢ necessaria a adi¢ao
de bases fortes no eluente pos-coluna para detec¢do e a regeneragdo da coluna entre as
corridas. Diversos estudos mostram que os métodos por CLAE sdo muito mais praticos,
rapidos e simples no manuseio da amostra, mais facilmente interpretados, pois cada actcar
origina somente um pico e a analise ¢ realizada a temperatura ambiente (DRUZIAN, et. al.,

2005).

2.7. Titulacao Redox

E uma técnica que utiliza agentes oxidantes para a titulagio de agentes redutores e
vice-versa. Tem como restricdo basica a necessidade de grande diferenga entre os potenciais
de oxidagdo e reducdo para se obter resultados mais confidveis. Os produtos da reacdo sdo
detectados por meio de indicadores quimicos ou métodos eletrométricos (indicadores fisicos).

Titulagdes que envolvem reagdes de transferéncias de elétrons entre agentes oxidantes
(que os recebem) e agentes redutores (que os perdem) sdo utilizadas para a determinagdo de
muitas substancias. O ponto final da titulagdo ¢ identificado visualmente segundo varios
métodos e conforme a reagdo envolvida. Os indicadores de oxi-reducao sdo substincias que se
deixam oxidar ou reduzir reversivelmente com mudan¢a de coloragdo, essa mudanga se da

como consequéncia de variacdo de potencial dos sistemas envolvidos na reagdo de oxi-
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reducdo durante a titulagdo. Se o reagente ¢ corado, ele proprio pode atuar como indicador,
como por exemplo, sulfato de cobre (CuSO4). Em certos casos sdo usados indicadores
especificos (amido-coloragdo azul com iodo), assim como corantes que atuam de maneira
irreversivel (mudanga de coloragao) como o alaranjado de metila que atua como indicador

irreversivel nas titulacdes com bromato de potassio (KBrOs) (DEMIATE, et. al., 2002).

2.8 Matriz

Devido a complexidade de matrizes alimenticias, os efeitos da matriz e suas
interferéncias sdo considerados como fontes de incerteza de medicdes, além de condicdes
ambientais e outros fatores que causam variagdes aleatorias e ndo estdo diretamente inseridas
na expressao matematica do calculo para o mensurando (EURACHEM/CITAC, 2002).

Como o foco principal desta dissertagdo foi a utilizagdo da ferramenta estatistica de
incerteza de medi¢cdo e consequentemente, a determinagdo da incerteza expandida associada
ao método, utilizou-se o mel neste trabalho pelo fato desta matriz possuir baixo contetido de
interferentes como proteinas e lipideos na sua composicao (SILVA, et. al., 2003).

A escolha pela matriz — mel — baseou-se também na sensibilidade do método a
elevadas concentragdes de acucares redutores (SILVA, et. al., 2003), e, pela alta concentragao
de acgucares redutores (glicose) no mel de abelha.

A matriz utilizada nesta dissertacdo foi uma amostra de mel, da flora “Morrdao de
Candeia” (Safra 2008), obtida no setor da fazendinha da Universidade Federal Rural do Rio

de Janeiro, localizada no municipio de Seropédica — RJ.

34



3. MATERIAL E METODOS

A técnica utilizada para o estudo foi a analise titulométrica para a quantificacao de
Acgucares Redutores pelo método de Lane-Eynon, recomendada pelo Ministério da
Agricultura Pecudaria e Abastecimento (MAPA). A escolha do método em questdo baseia-se
na gama de produtos alimenticios em que esta analise ¢ aplicada e pela grande importancia
que seu resultado possui, tanto do ponto de vista fiscal, levando em conta o aspecto
nutricional, quanto com relagao a saide dos consumidores.

Os experimentos foram realizados no Laboratério Analitico de Alimentos e Bebidas —
LAAB, do Departamento de Tecnologia de Alimentos — Instituto de Tecnologia da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (DTA/IT/UFRRJ), campus Seropédica — R1J.

3.1. Materiais

As analises foram realizadas utilizando um Determinador de Agucares Redutores

(Redutec™) Modelo TE — 088, Marca TECNAL® (Figura 6);

Figura 6. Redutec” — Determinador de Aglicares Redutores utilizado nos experimentos.
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Todas as vidrarias volumétricas (baldes volumétricos, pipetas volumétricas e buretas)
que foram utilizadas nesta dissertacdo foram calibradas por laboratorios acreditados pela
Coordenacdo Geral de Acreditacdo do Inmetro (CGCRE/INMETRO).

Os certificados de calibragdao dos baldes e pipetas volumétricas (ANEXO A) sdo
compostos do valor nominal, valor calibrado, incerteza expandida (U) e fator de abrangéncia
(k). O que difere no certificado de calibragdo dessas vidrarias, em relagdo ao das buretas, ¢
que nestas ultimas ha a calibragdo em mais de um ponto. Por exemplo, uma bureta de 10mL
fornece no certificado de calibragdo valores nominais de 1, 5 e 10mL com os seus respectivos
valores calibrados, cada um com sua incerteza expandida e fator de abrangéncia individual.

A Tabela 3 apresenta as vidrarias e os equipamentos utilizados neste trabalho de

pesquisa com suas respectivas especificagoes de calibragao:

Tabela 3. Valores de incerteza das vidrarias e equipamentos utilizados nesta
dissertacao.

Vidraria/ Codigo  Volume Volume U (incerteza  k (fator de u*
Equipamento/ nominal calibrado expandida) abrangéncia) (incerteza
(Unidade) (mL) (mL) padrao

combinada)

0,998 0,003 2,649 0,001

Bureta de 707282 5 4,967 0,010 2,087 0,005

10mL 10 9,991 0,020 2,035 0,010

1 0,994 0,003 2,649 0,001

Bureta de 707287 5 4,943 0,010 2,181 0,005

10mL 10 9,960 0,020 2,023 0,010

5 5,021 0,010 2,320 0,005

Bureta de 712130 15 15,061 0,030 2,021 0,015

25mL 25 24,975 0,015 2,018 0,007

Pipeta V297 5 5,001 0,010 2,105 0,005

Pipeta V304 10 10,008 0,020 2,042 0,010

Pipeta V308 10 10,005 0,020 2,036 0,010

Balao V364 100 100,037 0,020 2,019 0,010
volumétrico

Balao V385 250 250,000 0,050 2,023 0,025
volumétrico

Balao V393 500 499,88 0,10 2,021 0,05

volumétrico

Balanca BEL - - Max 0,0002 2,000 0,0001

analitica (g)

u* - refere-se a incerteza padrao combinada da vidraria e/ou do equipamento, que € calculada
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dividindo-se a incerteza expandida, U, pelo coeficiente de expansdo, k, declarado no
certificado de calibracdo — U/k (conforme equagdo (15) mostrada adiante).

A amostra de mel, foi adquirida do Apiario da Fazendinha da UFRRJ em Seropédica —
RJ, da flora “Morrao de Candeia” de 2008. O padrao de glicose anidra utilizado no
experimento para obtencdo do Titulo, T, foi seco em estufa a 105°C + 2°C por duas horas e
resfriado a temperatura ambiente em um dessecador para posteriormente ser utilizado no

preparo da solucdo de referéncia.

3.2 Métodos

A metodologia proposta para o estudo foi avaliada a partir da expressao (14) que
representa o teor de agucares redutores (%), separando cada varidvel significativa do método e
tratando-a adequadamente para avaliagdo da contribui¢@o individual de incerteza no resultado

final do ensaio

dg T 100

mg Vg

ART = (14)

Onde:

d, = diluicdo da amostra (volume do baldao volumétrico) (mL).
T = titulo da solu¢do padrao de glicose (g).

m, = massa da amostra (g).

V, = volume (mL) da amostra gasto na titulagao.

3.2.1 Procedimento experimental para determinacgao do teor de ART

Esta analise seguiu o procedimento (MQT-014) descrito pela IN n° 20 de 21 de julho
de 1999 do Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento (MAPA).

Principio do método:
Os glicidios redutores sdo solubilizados em &gua, separados por filtragdo e

determinados pelo método Lane-Eynon, onde os ions cupricos da solucdo de Fehling sdo
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reduzidos quantitativamente, sob ebulicdo, a 6xido cuproso por titulagio com solugdo de
acucar redutor. O ponto final ¢ alcangado quando um pequeno excesso do agucar redutor

descolora o azul de metileno.

Material

v Equipamentos:
Balanga analitica; Banho-maria; Estufa; Placa aquecedora.

4 Vidraria, Utensilios e outros:
Baldes volumétricos de 100, 250 e 1000mL; Bastdo de vidro; Béquer de 250mL; Bureta de
25mL; Erlenmeyer de 250mL; Funil; Papel de filtro qualitativo; Pinga de metal; Pipeta
graduada de 1mL; Pipeta volumétrica de 10mL; Proveta de 50mL.

v Reagentes:
Acido latico (C3H¢O3) p.a.; Solugdo de azul de metileno (CicH;sCIN3S.3H,0) a 1% (m/v);
Solugdo de ferrocianeto de potéssio trihidratado (K4[Fe(CN)g].3H,0) a 15% (m/v); Solugdo
de sulfato de zinco heptahidratado (ZnSO4.7H,O) ou acetato de zinco dihidratado
((CH3C00),Zn.2H,0) a 30% (m/v);

Etapa I — Preparo da Solugdo de Fehling A:
Dissolver 34,639¢g de sulfato de cobre pentahidratado (CuSO4.5H,0) p.a. em agua e

diluir a 1000mL em baldo volumétrico;

Etapa 2 — Preparo da Solugdo de Fehling B:
Dissolver 173g de tartarato duplo de sdédio e potassio (C4HsNaOs.4H,0) p.a. (sal de
Rochelle) e 125g de hidroxido de s6dio (NaOH) p.a. em agua. Diluir a 1000mL em baldo

volumétrico;

Etapa 3 — Preparo da Solu¢do Padrdo de Glicose (CsH [ ,0¢):

No experimento, o titulo foi obtido utilizando-se glicose padrido anidra, previamente
seca em estufa a 105°C + 2°C, cuja massa de 0,5004g + 0,0002g com £ = 2,00 foi mensurada e
avolumada para baldo volumétrico de 100,037mL = 0,020mL, com &£ =2,019. Os dados de U
e k da massa e volume foram obtidos nos certificados de calibracdo da balanca analitica e do

balao volumétrico respectivamente.
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Etapa 4 — Determinagdo do Titulo da Solug¢do de Fehling:

Colocar na bureta a solugdo padrdo. Transferir com pipeta volumétrica 10mL de cada
uma das solugdes de Fehling A e B para erlenmeyer de 250mL. Adicionar 40mL de dgua e
aquecer até ebulicao. Gotejar a solucdo padrao, sem agitagdo, até quase o final da titulagdo.
Manter em ebulicdo. Adicionar 1 gota de solu¢do de azul de metileno a 1% e completar a
titulagdo até descoramento do indicador. A titulacdo deve ser feita sob ebuli¢do e ndo pode

ultrapassar 3 minutos.
Titulo da Solucao de Fehling:

T = Volume gasto de glicose . massa de glicose (0,50)

Diluicao (balao volumétrico de 100mL)

Prepararam-se os licores de Fehling em um erlenmeyer de vidro com capacidade
aproximada de 125mL utilizando 10,008mL =+ 0,020mL, &£ = 2,042 para a solu¢ao de Fehling
A; 10,005mL £ 0,020mL, k£ = 2,036 para a solucdo de Fehling B e, aproximadamente, 40mL
de agua destilada.

Etapa 5 — Procedimento para Determinagdo do teor de ART no mel

Pesar 25g de amostra homogeneizada em béquer de 250mL. Adicionar 50mL de agua
quente ¢ homogeneizar com bastdo de vidro. Transferir para baldo volumétrico de 250mL.
Adicionar 2mL de 4cido latico, SmL de solucao de ferrocianeto de potéssio a 15% e SmL de
solucdo de sulfato ou acetato de zinco a 30%. Agitar bem e completar o volume. Deixar
sedimentar por 15 minutos. Filtrar em papel de filtro seco para erlenmeyer.

Colocar na bureta de 25mL o filtrado obtido. Pipetar volumetricamente 10mL de
solugdo de Fehling A e 10 mL de solu¢do de Fehling B para erlenmeyer de 250mL. Adicionar
40mL de agua. Aquecer até ebulicao e gotejar a solugdao da amostra até o liquido sobrenadante
ficar levemente azulado. Mantendo a ebulicdo, adicionar 1 gota de solu¢do de azul de
metileno a 1% e continuar a titulacdo sob ebulicao, até¢ descoloracdo do indicador. Esta

titulagdo nao devera ultrapassar 3 minutos, manter em ebuli¢do durante toda a titulagao.

Procedimento para titulagdo da solugdo padrdo de glicose e para as amostras
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Com a caldeira aquecida, transferiu-se um dos licores de Fehling para o
compartimento reacional do Redutec® (Figura 6), aguardou-se 1 minuto em ebuli¢io e
iniciou-se a titulagcdo com a solugdo padrao de glicose anteriormente preparada.

Quando a solucdo comegou a perder a coloragdo azulada, dada pelo ion Cu®,
adicionou-se duas gotas do indicador azul de metileno e prosseguiu-se a titulagdo até a
descoloracdo total da solu¢do azul e aparecimento de um precipitado de coloragdo vermelho

tijolo (Cu,0), indicando o final da titulagao.

Calculos
Porcentagem de Agucares:
%de ART=d 100 T
V m
Onde:
d = volume da solucao.
100 = porcentagem.
T = titulo da solucgao de Fehling.
V' = volume da amostra gasto na titulagdo (mL).

m = massa da amostra (g).
3.2.2 Identificagdo das fontes de incerteza
A primeira etapa consistiu em identificar as fontes (varidveis) que contribuem

diretamente para a incerteza do resultado e sdo apresentadas na Figura 7 através de um

diagrama de Ishikawa (ou diagrama de causa e efeito).

Massada

w(d), —

w(V), = w(m), —
u(m), —

U(ART)

”(d)a . ”(\_-')a —

Ly, +

Diluicao Volume gasto
Figura 7. Diagrama de causa e efeito para identificacdo das variaveis de influéncia que

contribuem para a estimativa da incerteza de medi¢do de ART.
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Esse diagrama facilita a visualizacdo de maneira global do problema proposto, sendo
possivel observar quais os pardmetros ou sub-varidveis que compdem cada uma das variaveis
de influéncia no teor de agucares redutores totais.

Apos a identificacdo das varidveis de influencia (ou fontes de incerteza), descontam-se
dos valores de leitura (medig¢des), os erros sistematicos e aleatorios a elas associados, obtidos
de certificados de calibrag¢do ou da experiéncia do analista com o instrumento de medi¢do, ou
ainda, no caso de baldes volumétricos ou pipetas volumétricas, pode-se utilizar o valor

calibrado (ja descontado o erro) diretamente ao invés do valor nominal.
3.2.2 Cadlculo das incertezas padrio, combinada e expandida.

Para o célculo da incerteza padrao (#) de cada etapa, utilizaram-se os dados obtidos
nos certificados de calibracdo de balanga, pipetas e baldes volumétricos empregados na
analise, dividindo-os pelos seus respectivos fatores de abrangéncia (k) declarados, de acordo

com a expressao (15) abaixo:
U
uy) =+ (15)

A incerteza padrdo combinada (u.) foi obtida derivando os fatores de influéncia,
obtendo-se os coeficientes de sensibilidade, considerando quando necessario, o grau de
liberdade efetivo (veff) através da equagao de Welch-Satterthwaite.

Obteve-se a incerteza expandida (U) multiplicando-se por 2 (dois) o valor encontrado
na incerteza padrdo combinada para uma probabilidade de 95,45% (MENDES & ROSARIO,
2005)

A seguir ¢ apresentada a contribui¢do de cada etapa para a obten¢do da estimativa da

incerteza com o uso do método de Lane-Eynon para anélise de agucares redutores totais:

3.2.3 Avaliagdo das componentes

3.2.3.1 Incerteza do Titulo

E uma componente que se subdivide em variaveis que alteram significativamente seu

resultado e sua incerteza. Para estimar a incerteza do componente ‘T’, partiu-se da equacao
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(16) que a representa, aplicando adequadamente a derivada de suas variaveis de influéncia
direta para obter a incerteza padrdo combinada (20) tendo considerado as incertezas padrao de

cada varidvel, e posteriormente, obter a incerteza expandida (21).

T = —mZ,,Vp (16)

Onde:
m,, = massa (g) de glicose utilizada no preparo de sua respectiva solugdo padrao;
V, = volume (mL) da solugdo padrio de glicose gasto na titulacdo;

d, = diluigdo da solugdo padrio de glicose — volume (mL) do baldo volumétrico.

Derivando-se as variaveis de entrada (x;), na primeira varidvel da expressao (16) faz-se

a derivada do Titulo em rela¢do a massa da amostra utilizada (17):

T Vp

=2 (17)

omy dp

Em seguida, determinamos a derivada Titulo em relagdo ao volume de amostra gasto

na titulacao:

oT _ Mp
v,  dp (18)

E por tultimo, a derivada do Titulo em relacdo a diluicio a que a amostra foi

submetida:

oT _ mp Vp
—=-2_F
ad, dp

(19)
Ap6s o calculo da derivada parcial, sdo substituidos na equacao, os valores de medi¢ao
(leitura) obtidos de cada variavel com suas respectivas incertezas associadas ja dividas do
fator de abrangéncia (k).
Logo, combinam-se estas variaveis oriundas de fontes ndo correlacionadas, com o uso
da equagdo (7) citada anteriormente. Substituindo os componentes, a Equacdo (20) a referente

a incerteza combinada do Titulo é descrita como:
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ue = [(12) um),? + (22) uw),? + ("‘5?2?)2 u(d), (20)

3.2.3.2 Volume de solugdo padrao de glicose (V)

E atribuida uma distribui¢io normal a variavel volume da solugdo padrio de glicose
gasto na titulagcdo, avaliada com desvio padrao e coeficiente de variacao percentual (CV %).
Para essa variavel, ndo se utiliza apenas uma medigdo para representd-la e sim a média de, no
minimo, trés repetigdes. Dessa maneira, faz-se uso da equacdo de Welch-Satterthwaite para
calcular seu grau de liberdade efetivo, veff, e consequentemente seu respectivo fator de

abrangéncia, k, para posteriormente obter a incerteza expandida associada a essa variavel.
U=uck (21)
3.2.3.3 Massa do padriao de glicose (m,)

A massa (g) de glicose utilizada no preparo do padrdo ¢ mensurada apenas uma vez,
ou seja, a massa de glicose ¢ pesada e dissolvida no preparo da solugdo, portanto, ndo ha
repeticao para o dado. Foi atribuida a ela uma distribui¢@o de probabilidade do tipo retangular
(divisor = v/3), pois a probabilidade durante a pesagem de ocorrer qualquer valor, na iltima
de casa decimal da balanga analitica, ¢ igualmente distribuida a todos.

A pureza do padrao de glicose ¢ uma contribuicdo de incerteza do Tipo B (ndo
contribuindo diretamente no calculo do Titulo (T) e ART), j& que sua massa “real” gasta na

reagdo com Cu' " é determinada na pela padroniza¢io com o Licor de Fehling.
3.2.3.4 Dilui¢do da solu¢do padrdo de glicose (d,)

A diluigdo refere-se ao volume do baldo volumétrico utilizado no preparo da solugao
padrdo de glicose, assim como a massa, esta varidvel ¢ mensurada apenas uma vez, portanto,
ndo ha repeti¢io para o dado. E atribuida a ela uma distribui¢do de probabilidade do tipo
triangular (divisor = v/6), pois para esse volume, ha uma tendéncia (central) em diluir para

100mL.
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Incerteza de ART

3.2.3.5 Massa da amostra (m,)

Uma componente da incerteza de influéncia direta na quantificacio de acgucares
redutores (equagio 14) é a massa da amostra. E uma varidvel a qual se atribui uma
distribui¢do de probabilidade do tipo retangular (divisor = v/3), pois ndo ha uma tendéncia em
mensurd-la com um valor “mais provavel” considerando a ultima casa decimal da balanca
analitica ou semi-analitica e ¢ um dado sem repeti¢ao. A incerteza a ela associada, ¢ obtida no

certificado de calibragdo da balanga analitica com seu respectivo fator de abrangéncia, k.

3.2.3.6 Diluicao da amostra (d,)

A dilui¢do a qual a amostra foi submetida ¢ mais uma componente da incerteza de
influéncia direta na quantificagdo de agucares redutores (equagdo 14). E uma variavel que
também se atribui uma distribui¢io de probabilidade do tipo triangular (divisor = v/6), pois ha
uma tendéncia (valor calibrado) em mensura-la conforme descrito no procedimento de
analise. E um dado sem repeti¢dio e a sua incerteza é obtida no certificado de calibragio do

baldo volumétrico empregado no ensaio com seu respectivo fator de abrangéncia, k.

3.2.3.7 Volume de amostra gasto na titulagdo (V,)

Para o célculo da incerteza do volume enquanto componente de influéncia direta na
quantificagdo de agucares redutores, equagdo (14), ha a necessidade de avalid-lo com no
minimo trés repeti¢des, possibilitando o calculo da sua incerteza padrao da média, S, tratando-
se de uma distribuicdo normal. Assim sendo, emprega-se a equacdo (34), apresentada mais
adiante, que leva em conta § e a incerteza padrdo do instrumento de medicdo de volume
(bureta), u,. Essa incerteza padrao com seu respectivo fator de abrangéncia, &, sdo obtidos no
certificado de calibragdo da bureta, adotando-se a maior incerteza dos pontos calibrados, no
intervalo de volume (faixa de trabalho) do volume lido durante a titulagdo de uma
determinada amostra.

A Tabela 4 apresenta a planilha dos componentes que contribuem de forma direta na

estimativa da incerteza pelo método de Lane-Eynon na determinagdo de agucares redutores.
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Tabela 4. Planilha dos componentes da incerteza da analise de ART pelo método de

Lane-Eynon.
Grandeza Estimativa Distribui¢do Divisor Fontede  Contribui¢do Unidade Graus de
da de incerteza  de incerteza liberdade
grandeza probabilidade padrdo — (veff)
x) u(x)
Massa da
amostra 1,5000 Retangular NE) Balanca 0,0001 g 2,000
Volume
(diluigdo) 250,000 Triangular NG Baldo 0,025 mL 2,023
volumétrico
Volume
(titulag@o) 10,05 Normal 2,00 Bureta 0,010 mL 2,023
Massa de
glicose 0,0501 Normal 2,00 Balanca 0,0001 g 2,000
(Titulo)

A Tabela 4 possibilita observar a influéncia que cada etapa apresenta na variabilidade
e qualidade global do resultado de medi¢do, dando indicando onde ¢ necessario mais atencao
para a melhoria continua da analise em questao.

Apods a realizagdo da avaliagdo separadamente da contribui¢do de cada etapa de
incerteza, derivou-se parcialmente a equacao (14) que representa o teor de actcares redutores,
para insercao dos dados obtidos anteriormente e determinagdo da incerteza combinada do teor
de acucares redutores, dada pela equagao (26).

A primeira derivada da equacdo (14) foi em relagdo a diluicdo, equacao (22);

OART __ T 100
ddg - mg Vg

(22)

Em seguida, derivou-se a equagdo (14) em relacdo ao Titulo, obtendo-se a equagao

(23);

OART _ dq 100 (23)

oT mg Vg

A terceira derivada foi em relagdo a massa da amostra, como mostra a equagao (24);

OART _ dg T 100
amg  mg2Vy,

(24)
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E por ultimo, a derivada da equacdo (14) em relacdo ao volume de amostra gasto na

titulagdo, fornecendo a equagdo (25);

OART _ d, T 100
Ve  mg V42

(25)

Logo, a incerteza combinada do teor de ART ¢ dada por:

D = (8 (2 + (S22 + (S5 0y

A incerteza expandida foi obtida multiplicando-se o valor obtido na equacdo (26) pelo
fator de abrangéncia, k = 2, para um nivel de confianca de 95,45%, através da equacdo (27), a
seguir:

U = u.(ART) k (27)

Para avaliar as contribuigdes de incerteza em cada etapa do método propriamente dito
e assim permitir observar sua importancia na influéncia do resultado da analise, utilizou-se
como amostra a matriz mel, devido ao seu alto contetido percentual de acticares redutores. A
massa de mel foi pesada em balanga analitica (1,5000g £+ 0,0002g) com £ = 2,00 e diluida em
baldo volumétrico de 250,000mL + 0,050mL, com £ = 2,023. Os valores de incerteza padrao,
u, foram obtidos dividindo a incerteza expandida, U, do certificado pelo fator de abrangéncia,

k.

3.2.4 Avaliacdo da contribuicio de incerteza do Titulo e ART utilizando balanca semi
analitica e buretas de 10mL e de 25mL.

Nesses experimentos avaliou-se a contribuicao de incerteza de cada etapa do método
Lane-Eynon para ART e do Titulo (padrao de glicose) utilizando balanca semi analitica, com
resolugdo de 3 (trés) casas decimais.

A massa de glicose pesada em balanga semi analitica para o preparo da solucdo padrao
foi 2,504g + 0,001g com k£ = 2,00 e dilui¢do a 499,88mL + 0,10mL com k£ = 2,021. A massa
de mel foi pesada utilizando a mesma balanga semi analitica (1,503g = 0,001g com k& = 2,00) e
diluida em baldao volumétrico de 250,000mL + 0,050mL, com k£ = 2,023. Os valores de

incerteza padrao, u, foram obtidos dividindo-se o valor de U pelo k, de cada massa.
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Da mesma maneira, para o calculo da incerteza do volume gasto na titulagdo (incerteza
padrdo de repetitividade) levou-se em conta a incerteza da propria bureta na faixa de volume
gasto, o numero de repeticdes e sua variabilidade, associada ao valor t — Student para um
nivel de confianga de 95,45%. A seguir aplicou-se a equagdo (34) que contempla as duas

variaveis.

3.2.5 Determinacdo do ponto final da rea¢do com medicio de pH.

Durante a realizag¢do das titulacdes da solugdo padrao de glicose para a obtencdo do
Titulo, fez-se o acompanhamento da mudanca de cor que determina o ponto final da reagao,
através de uma possivel relagdo da reducio de Cu™ para a precipitagio de Cu,O em intervalos
de pH especificos.

As titulagdes da andlise de actcares redutores e da solugcdo padrao de glicose pelo
método Lane-Eynon ocorreu em temperatura proxima a 80 + 5°C, inserindo um eletrodo
(Modelo L 2896), preenchido com KCl em gel, que trabalha nesta faixa de temperatura
(termo-resistivel) no compartimento reacional do Redutec”®. Tal eletrodo foi entio conectado
a um medidor de pH para determinar o possivel ponto final da reagdo através dessa medicao.

Fez-se comparagdes com leituras de pH realizadas com medidor de pH de bancada a
temperatura ambiente ¢ com medidor de pH conectado ao Redutec