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1 TEMA
Quantificacao e caracteriza¢ao de acido nicotinico em amostras de café comercial.
2 DELIMITACAO DO TEMA

O presente projeto pretende analisar e determinar a quantidade de 4cido nicotinico, forma
acida da vitamina B3, em amostras de café comercial distribuido em supermercados locais de
duas torras diferentes, em forma de po6 e filtrado através das metodologias de espectrofotometria

no Ultravioleta - visivel (UV-VIS) e espectroscopia no infravermelho (IV).
3 PROBLEMA

Consequente do processo de torrefagdo do grao, o 4cido nicotinico ¢ a principal vitamina
encontrada no café¢ (LIMA, 2002), com conhecida importancia na saude e na nutri¢do (SILVA;
MURA, 2016). No entanto, a legislagdo brasileira nao delimita parametros para as quantidades
do composto em questdo, sendo este um valor que pode variar conforme os processos de
producdo adotados por cada produtor (ROSA, 2010). Nao se sabe o quanto ou se ha de fato uma
alteracdo na quantidade de acido nicotinico quando o pé comercializado passa pelo processo de

filtragdo para o preparo tradicional da bebida que ¢ efetivamente consumida.
4 HIPOTESES

e Ha uma quantidade significativa de acido nicotinico no café comercializado?
e Ha variagdo da quantidade do composto em questdo nos diferentes processos de torra
(tradicional e extra forte) adotados pela industria?

e Ha uma quantidade ligeiramente menor de acido nicotinico no café filtrado?



5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral

Quantificar o acido nicotinico em café comercial em pé e filtrado de diferentes torras

disponiveis no mercado, utilizando o método de espectrofotometria no UV-VIS.

5.2 Objetivos especificos

e (Quantificar o acido nicotinico presente no café em po6 e filtrado com dois métodos
distintos de torra - tradicional e extra forte - a partir da espectrofotometria UV-VIS.

e Confirmar a presenca do acido nicotinico a partir da analise da espectroscopia no IV.

e Validar a andlise em UV-VIS através da verificagdo da presenga de acido nicotinico em

espectroscopia no IV.
6 JUSTIFICATIVA

O Brasil ¢ o maior produtor e exportador do café, assim como o segundo maior
consumidor deste produto mundialmente. No ano de 2016, sua exportacao representou cerca de
9,8% de todas as exportagdes brasileiras. Estima-se que o parque cafeeiro ocupe 2,2 milhdes de
hectares divididos entre cerca de 287 mil produtores (BRASIL; 2017).

Sendo uma bebida amplamente consumida e de importancia significativa na economia
nacional, justifica-se assim o seu estudo. A cafeina ¢ o alcaléide que se encontra em maior
quantidade no café, sendo o mais estudado e conhecido. Deste modo, ¢ interessante analisarmos
outros compostos presentes na bebida final: os produtos formados da desmetilacao da trigonelina
- outro importante alcaldide do café. O processo de desmetilagdo € decorrente da torrefacdo do
grao, formando, entre outros, o composto acido nicotinico (ou niacina, forma acida da vitamina
B3) (TAVARES, FERREIRA; 2006), considerado a principal vitamina no café¢ em aspectos
nutritivos (CARVALHO, 1963). Nao h4 dados que apresentam a variagdo da quantidade desta

vitamina do café em p¢é torrado para o café filtrado que ¢ consumido - se esta variagao existir -,



buscando-se assim realizar tal quantificagdo e valida-la através da verificagdo por espectroscopia
no IV.

Os métodos de analise mais comuns do acido nicotinico sao a Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE) e espectroscopia no IV. No entanto, a primeira se mostra fora de acesso
para o grupo, enquanto esta ultima ¢ uma analise de natureza qualitativa, sendo que o grupo
propde uma abordagem quantitativa. Deste modo, observou-se em literatura a viabilidade do uso
de espectrofotometria UV-VIS para quantificacio de diversos compostos em alimentos
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008 & SILVA; OLIVEIRA, 2015), entre eles o acido

nicotinico em graos de café, foco do nosso estudo.

7 FUNDAMENTACAO TEORICA

7.1 Café

O café é uma das bebidas mais consumidas no mundo: rico em cafeina, acido nicotinico
(Vitamina B3), e sais minerais, tornando-o uma bebida funcional; e ¢ o segundo maior mercado
mundial de produtos naturais depois do petréleo (ENCARNACAO, LIMA; 2003). O consumo
moderado de café, entre 70 e 700 mg -que corresponde de 3 a 12 xicaras por dia- pode trazer
varios beneficios a saude, como melhora da concentracdo, melhor desempenho no
desenvolvimento de tarefas simples, o tempo de retencdo visual, diminuicdo do cansago e
sonoléncia, além de ajudar a prevenir doengas como Parkinson, depressdo e calculos renais
(ENCARNACAO; LIMA, 2003). Porém, o consumo exagerado da bebida aumenta o ritmo
cardiaco e pode causar transtorno mental temporario, sindrome de abstinéncias, ulcera, gastrite,
hipertensao; e em doses muito elevadas de 2.000 a 14.000 mg, equivalente a 118 xicaras diarias-

pode ser letal (SALDANA, 1997).
7.1.1 O Café no Brasil

O caf¢ foi trazido da Guiana Francesa ao Brasil pelo Sargento-Mor Francisco de Mello

Palheta em 1727. As primeiras sementes foram plantadas em Belém do Para (SOBRINHO,



1978) que devido as condigdes climaticas se adaptou bem ao ambiente, criando interesse em
grandes proprietarios (ROSA, 2010). Em pouco tempo o café se desenvolveu, ocupando grande
espacgo na economia nacional, de tal maneira que em 1831 as vendas externas de café
contribuiram significativamente para o pagamento da divida externa brasileira. Atualmente o

Brasil € responsavel por um ter¢o da producao mundial.

Nas primeiras décadas do século XIX, o Brasil dominou o cenario mundial respondendo

em média por 70% da produg@o. Atualmente o Brasil é o maior produtor mundial de
café, sendo responsavel por 30% do mercado internacional, suas areas cafeeiras estdo
concentradas principalmente nos estados de: Minas Gerais, Sdo Paulo, Espirito Santo e
Parand (ROSA, 2010).

Gragas ao Consoércio Brasileiro de Pesquisa e Desenvolvimento do Café, o Brasil
também possui lideranca absoluta de conhecimento cafeeiro (ENCARNACAO e LIMA, 2003).

As primeiras sementes percorreram Maranhdo, Rio de Janeiro até o Sul, onde se formou
o primeiro cafezal na periferia da corte. Apds receber vérias sementes de rubidcea (familia ao
qual o café pertence), D. Jodao VI distribuiu em pacotes para os proprietarios de terras no sul.
Com o incentivo de D. Jodo, essa regidao concedeu um grande progresso ao Brasil, produzindo

mais do que outros paises cafeicultores (SOBRINHO, 1978).
7.2 A Importancia do Café na satde

Ao beber uma quantidade moderada de café, ¢ notavel alguns efeitos psicoativos logo
apos o seu consumo. O individuo fica mais alerta e disposto, tende a prestar mais atengdo, possui
uma maior concentracio e tem maior facilidade para realizar suas tarefas (ENCARNACAO;
LIMA,2003).

Em nosso cérebro ha adenosina (figura 1), molécula responsavel por inibir -de forma
controlada- neurotransmissores presentes no sistema nervoso, que agem no cérebro de forma
cognitiva, deixando o individuo mais alerta e disposto (LIMA, 2002; AGUIAR et al, 2012) Ao
ser ingerido, a cafeina presente na bebida, por se assimilar estruturalmente com a adenosina, se
conecta com os seus receptores, impedindo que ela realize sua fungdo de inibir os

neurotransmissores estimulantes, resultando nos efeitos psicoativos citados acima (ALVES;
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CASAL; OLIVEIRA, 2009). Abaixo esta representado a formula em linha da adenosina,

molécula inibidora dos neurotransmissores estimulantes.

Figura 1. Formula estrutural da adenosina
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Fonte: Adaptado de ALVES; CASAL; OLIVEIRA, 2009.

Outro beneficio do café ¢ sua relagdo inversa com a depressdo. Foi comprovado que o
uso de café ajuda no tratamento e na prevengdo da depressdo; entretanto, nao se sabe ao certo
qual composto no café ¢ responsavel por tal efeito (GODOY; GONCALVES; MORAES, 2012).
Acredita-se que a harmana e a nor-harmana, duas [ - carbonilas, constituidas durante o processo
de torra do café, na reagdo entre indoletilaminas e compostos carbonilicos, estejam relacionadas
a isso. Ambas atuam inibindo a monoaminoxiadase A, responsavel por impedir o excesso de
moléculas neurotransmissoras - como a dopamina, a noradrenalina e a serotonina, que atuam no
cérebro deixando o individuo alegre e de bom-humor (REIS; PERON; VICENTINI, 2001;
SANTOS, 2013; CESAR; MORETTI; MIOTO, 2013). Esta inibi¢do permite que os
neurotransmissores se acumulem na fenda sinaptica e tenham uma interagdo mais forte com os
seus receptores no cérebro, resultando em uma melhora do humor e das emog¢des (HENRIZ;
CHAPARRO, 2006 apud ALVES; CASAL; OLIVEIRA, 2009; ABRAAHAO et al, 2008;
ARRUDA et al, 2009).

7.3 Trigonelina

A trigonelina ¢ um alcaldide presente no grdos do café, precursora do acido nicotinico,
agindo principalmente na secrecio da bile e no sistema nervoso central (SALDANA, 1997). A

molécula estd tendo sua importancia notoriamente estabelecida devido as descobertas das



propriedades sensoriais e nutricionais dos produtos provenientes de sua desmetilacdo, resultante
do processo de torra do produto (café¢) em que ¢ encontrada (ROSA, 2010).

Caracteriza-se como uma das substincias bioativas de maior importincia no café
(LICCIARDI et al, 2005 apud ABRAHAO et al, 2008), uma vez que, a partir de sua degradacio
térmica -ocasionada pelo processo industrial de torrefacdo-, ha a formacdo dos compostos
aromaticos pirrois e piridina, assim como o acido nicotinico (ROSA, 2010).

Por esse processo de degradagdo caracteristico, o café ¢ um dos nicos alimentos que tem
um aumento em seu valor nutricional apos ser submetido a um processo térmico (DE MARIA et
al, 1999; CASAL et al, 2000 apud ABRAHAO, 2008). Sua formula estrutural em linha é

representada abaixo:

Figura 2. Formula estrutural da Trigonelina.
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Fonte: Adaptado de SALDANA, 1997.

7.3.1 Desmetilagdo da Trigonelina

Quando submetida a temperaturas elevadas, a trigonelina sofre o processo de
decomposicdo térmica (VIANI, HORMAN; 1974 apud TAGUCHI, SAKAGUCHI,
SHIMABAYASHI; 1985), sendo o acido nicotinico o produto deste fenomeno que mais nos
interessa neste estudo. Sua formacao se da pela desmetilacdo da molécula de trigonelina (VIANI,
HORMAN; 1974 apud SALDANA, 1997) no processo de torra ao qual o café para consumo é
sujeito.

O processo de desmetilacdo, especificamente, se da apenas acima de 160°C (HUGHES,

SMITH apud SALDANA, 1997). Na industria, apés serem armazenados, os grios verdes de café

8



passam para o processo de torrefacdo, onde sdo torrados por no maximo 25 minutos a uma
temperatura de 200°C (GONZALES, 2004 apud BASSETTO; SANTO, 2016). Em temperaturas
maiores que 220°C, a producdo da niacina ¢ reduzida, presumindo-se que a molécula € instavel e
se degrada (SALDANA, 1997).

A imagem a seguir mostra a molécula de trigonelina sofrendo a desmetilagdo por

degradagdo térmica, formando o 4cido nicotinico e outros produtos.

Figura 3. Desmetilagdo da Trigonelina.
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Trigonelina Acido Nicotinico
Fonte: Adaptado de SALDANA, 1997.
7.4 Acido Nicotinico

7.4.1 Vitamina B3

Vitaminas sdo compostos organicos complexos encontrados na forma de micronutrientes
na maioria dos alimentos, essenciais para o funcionamento de diversos processos fisioldgicos do
corpo humano -mesmo que em quantidades pequenas. Vitamina, por sua vez, ¢ um termo
utilizado para se referir a substancias que apresentam o nitrogénio em forma de amina ¢ tem
papel importante na saude humana, eliminando sintomas de diversas doengas (SILVA;
OLIVEIRA, 2015).

As vitaminas do complexo B, junto da vitamina C, sdo hidrossoluveis -ou seja, o
organismo as elimina através da urina ao invés de armazend-las-, e estdo presentes tanto em
fontes animais quanto vegetais. Conduzidas através da circulagdo sistémica, o organismo

utiliza-as quase por completo no processo de metabolismo energético (SILVA; MURA, 2016).



A vitamina B3 ¢ componente de coenzimas relacionadas as enzimas respiratdrias e
vasodilatadoras (LIN; HUDSON, 1996 apud MENEZES, 2008), necessaria para a circulagdo
adequada e pele saudavel. Dentre as fontes de vitamina B3 na alimentagdo, destacam-se as
carnes magras, peixes, aves, trigo integral e o café (Bontempo, 1997; Hendler, 1997 apud
GARIB, 2002) - foco do nosso estudo.

De forma geral, sua participagdo no metabolismo se d4 nos mecanismos de oxidacdo
celular. Também intervém no aproveitamento normal das proteinas pelo organismo, influencia o
metabolismo do enxofre e tem sido usada como agente farmacologico, possibilitando o
metabolismo das gorduras, carboidratos e proteinas.

Ela atua no funcionamento do sistema nervoso, nas fungdes cerebrais e na producdo de
acido cloridrico para o sistema digestivo, além de ser eficaz no tratamento da esquizofrenia e
outras doencas mentais (LIN; HUDSON, 1996 apud MENEZES, 2008). Também ajuda a
prevenir e aliviar a dor de cabega provocada por enxaqueca, reduz a pressao sanguinea e protege

o figado. (MENEZES, 2008).
7.4.2.1 Forma Acida e Amida

A vitamina B3 existe na forma acida (acido nicotinico ou niacina) ¢ na forma de amida
(nicotinamida, niacinamida ou vitamina PP) (INFINITY PHARMA, 2017). Ambas as formas sdo
estaveis ao oxigénio atmosférico, luz e calor em estado seco e solugcdo aquosa (PAUL, 1969
apud GREENFIELD, SOUTHGATE, 2003). Em sua forma &cida, como ocorre no caf¢,
apresenta varias fungdes, entre as quais podemos citar:

e Acdo vasodilatadora e anti-hiperlipidémical;

~ 2
e Prevencdo e tratamento da pelagra ;

! Hiperlipidemia é uma condigdo na qual ha elevadas taxas de colesterol no sangue, sendo colesterol um tipo de
lipidio (University of California, Davis, s/d.).
% Pelagra é uma doenga decorrente da deficiéncia celular de niacina e da suplementagdo dietética e inadequada de
niacina e triptofano. As popula¢des mais atingidas sdo: alcoolistas cronicos, portadores de doenga gastrointestinal e
de distarbios psiquiatricos severos. (FILGUEIRAS et al, 2011). Em casos mais graves caracteriza-se como
deméncia, sendo que as criancas acometidas pelas doengas demonstram, ainda, apatia e depressio (NOBREGA,
1998 apud GARIB, 2002).
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e Uso como terapia adjuvante em pacientes com hiperlipidemia e em associacdo com
outros vasodilatadores.

Na infancia, a caréncia de substancias como acido folico, tiamina, riboflavina e, entre
elas o acido nicotinico, é comum. (NOBREGA, 1998 apud GARIB, 2002). A deficiéncia leve de
acido nicotinico pode retardar o metabolismo e causar dores de cabeca entre outros sintomas
menores, mas a deficiéncia severa causa pelagra, doenga caracterizada por diarréia, deméncia,
inflamacdo da boca e lingua, dermatite e outras doencas da pele, assim como outros sintomas
que podem ser fatais se a doenga nao for tratada (LAWRENCE, 2015).

O consumo de acido nicotinico também reduz os niveis de colesterol, mas esta associado
a diversos efeitos colaterais: suplementos vitaminicos contém nicotinamida, pois o acido
nicotinico produz uma liberacdo de histamina de mastocitos da face e nariz, causando um quadro

semelhante a rinite alérgica. (MENEZES, 2008).

Figura 4. Formula em linha de 4cido nicotinico (niacina).
O
|
T OH
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M

Fonte: Adaptado de SALDANA, 1997.

J4 a nicotinamida, em forma de amida, ndo apresenta atividade anti-hiperlipidémica e
tampouco vasodilatadora, portanto ndo apresenta os efeitos adversos decorrentes da
vasodilatacdo; entretanto ¢ indicada na profilaxia e tratamento da pelagra, assim como o acido

nicotinico (INFINITY PHARMA, 2017).
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7.4.2 Acido Nicotinico no Café

Apesar da notoriedade que a cafeina recebe, o café¢ contém uma série de outras
substancias também importantes para o organismo humano (Trugo, 1984; Lima, 1995; Flores et
al., 2000 apud ENCARNACAO; LIMA, 2003).

Juntamente com os sais minerais, lipidios, aglicares, aminoacidos e acidos clorogénicos,
econtra-se no café o 4cido nicotinico. De um ponto de vista nutricional, todos esses componentes
fazem do café uma bebida saudavel, superando em valor nutricional as bebidas isotonicas,
refrigerantes e a propria dgua mineral; apesar do consumo e prego da bebida serem bem
menores, uma vez que no Brasil o consumo de refrigerantes € superior a 10 bilhdes de litros por
ano, enquanto o consumo de caf¢ atinge cerca de 7 bilhdes de litros, ou seja, 70% desse consumo
(ENCARNACAO, LIMA; 2003).

Além da niacina, as vitaminas tiamina, riboflavina, acido pantoténico, colina, acido
folico, fator citrovarum, vitamina B6 e vitamina B12 -todas do complexo B- foram encontradas
no café em grao. Estas, porém, apresentam-se em niveis muito baixos em relagdo as necessidades
nutritivas humanas, tornando, assim, o dacido nicotinico a principal vitamina do café¢
(CARVALHO, 1963).

Quanto a isso, a relevancia nutricional da substancia na bebida consumida ¢ reconhecida:
O consumo per capita de café torrado anualmente no Brasil ¢ de 4,90 kg (ABIC, 2015), o que
corresponde a aproximadamente 13,425 g didrios. De acordo com dados bibliograficos, sdo
encontrados aproximadamente 20 mg de trigonelina em 100 g de café (ROSA, 2010), ou seja, a
niacina ¢ responsavel por 0,0002% de sua massa total. Deste modo, a ingestdo de 13,425 g de
café torrado diariamente no Brasil - como visto anteriormente - representa um consumo de 2,685
mg de acido nicotinico decorrente do café por dia. A ingestdo didria recomendada de acido
nicotinico ¢ em média de 16 mg (ANVISA, 2005); sendo assim, estima-se que o brasileiro supre,

através do consumo médio de café, 16,78% de suas necessidades diarias de acido nicotinico.
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Na tabela a seguir podemos verificar a ingestdo diaria recomendada da vitamina B3 em

sua forma 4cida. Ha variacdo na quantidade de miligramas diarios para cada faixa etdria indicada

na tabela, assim como entre os sexos biologicos e de gestantes, lactantes e lactentes.

Tabela: Quantidade recomendada de ingestdo de Niacina em mg/dia.

Estagios da Vida Niacina (mg/dia)
Lactentes

0 a 6 meses 2
7 a 12 meses 4
Criancas

1 a3 anos 6
4 a 8 anos 8
Homens

9 a 13 anos 12
>14 anos 16
Mulheres

9 a 13 anos 12
>14 anos 14
Gestantes

<19 anos 18
Lactantes

19 a 50 anos 17

Fonte: Adaptado de Silva; Mura, 2016.
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Entre os diversos beneficios que os compostos do café podem oferecer, vistos
anteriormente, o acido nicotinico especificamente com outros compostos do café pode proteger
os dentes da deterioracdo. Analises laboratoriais indicam que o acido clorogénico, o acido
nicotinico e a trigonelina impediram que as bactérias Streptococcus mutans se instalassem em
superficies dentarias, devido as suas propriedades anti-bactericida e anti-adesiva (Pruzzo, 2002;
Daglia et al., 2002 apud ENCARNACAO; LIMA, 2003). A partir disso, surgiu a hipotese de que

essas substancias podem prevenir a formacao de céries dentérias.
8§ METODOLOGIA

Para a realizagdo da pesquisa, o método escolhido pelo grupo ¢ a espectrofotometria
UV-VIS, a fim de quantificar o 4cido nicotinico presente nas quatro amostras de café comercial
tradicional e extra forte (tipo torrado e moido) em po e filtrado, de marca escolhida pelo critério

de maior disponibilidade ao grupo.
8.1 Espectrofotometria UV-VIS

Este método analitico consiste em submeter as amostras a um feixe de radiagao
eletromagnética na regido do Ultravioleta/visivel (SILVA; OLIVEIRA, 2015). A radiagdo
UV/vis ¢ absorvida por algumas moléculas através do fendmeno de excitacdo eletronica. O
processo se da entre niveis de energia definidos, pois os elétrons absorvem energia apenas
quando esta promove sua passagem para um nivel mais energético. Assim, os elétrons de
diferentes moléculas absorvem quantidades diferentes e definidas de energia da radiacdo que
incidem sobre sua estrutura (SASSAKI, 2010).

Esse fendmeno torna possivel a quantificagdo de compostos moleculares através da Lei

de Lambert-Beer, que descreve:

A=E.b.c
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Onde A ¢ o grau de absorbancia da amostra, E ¢ chamado coeficiente de absorcdo
(caracteristico do soluto), b ¢ o caminho dptico e ¢ ¢ a concentracdo da amostra (SASSAKI,

2010).
8.1.1 Preparacao das Amostras

A preparagdo de amostras seguird a indicada pelo Instituto Adolfo Lutz (2008). Para cada

uma das amostras, sera necessario o preparo das seguintes solugdes:

e Solucdo-estoque de acido nicotinico: 50 mg de acido nicotinico padrdo de referéncia -
previamente seco e guardado no escuro em dessecador sobre pentdxido de fésforo -
dissolvido em élcool 25% até 500 mL.

® Solugdo-padrao I de acido nicotinico a 10 pg /mL: 10 mL da solugdo-estoque de acido
nicotinico diluido até 100 mL com agua deionizada.

e Solucdo-padrao II de é4cido nicotinico a 4pug /mL: 2 mL da solugdo-estoque de acido
nicotinico diluido até 50 mL com 4gua deionizada.

e Solugdo de hidroxido de amdnio diluido: 5 mL de hidroxido de aménio (NH,OH) diluido
a 250 mL com 4gua deionizada.

e Solugdo de acido cloridrico (HCI) diluido: 1 mL de acido cloridrico diluido em 5 mL de
agua deionizada.

e Solucdo-tampao de fosfato (pH = 8): 60 g de hidrogenofosfato de sddio (Na,HPO,) e 10
g de didrogenofosfato de potassio (KH,PO,) dissolvidos e diluidos até 200 mL com agua
deionizada em temperatura morna.

e Solugdo saturada de bromo: 25 g de bromo (Br) diluidos com 284 mL de dgua deionizada
fria na capela quimica.

e Solucdo de bromocianogénio a 10%: Numa bureta, em capela quimica, a solugdo de
cianeto de potéssio (KCN) a 5% sera adicionada em 30 mL da solu¢do saturada de bromo

num frasco Erlenmeyer de 250 mL até desaparecimento da cor amarela.
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e Solugdo de acido sulfanilico a 10%: Numa bureta, sera adicionado o hidroxido de amonio
(NH,OH) a uma mistura de 20 g de 4cido sulfanilico (C;H,NO,S) e 170 mL de 4agua, até
que o acido sulfanilico se dissolva. Apds, o pH sera ajustado a 4,5 com acido cloridrico,

usando papel indicador universal de pH. Adicionaremos dgua até chegar em 200 mL.

Para cada amostra (dos quatro tipos indicados anteriormente no item 8) utilizaremos
28,35 g do café, em Erlenmeyer, onde serdo adicionados 200 ml de é&cido sulfarico (H,SO,) em
concentracdo de 0,05 M. Em autoclave, a amostra sera misturada e aquecida por 30 minutos sob
15 libras de pressao (1,02069 atm) e, apos esfriar, terd seu pH corrigido para 4,5 com hidroxido
de sodio 10 M. Ela serd diluida até 250 ml com agua destilada e, em seguida, filtrada. Sera
pipetado 40 mL da solucdo da amostra num baldo de 50 mL com 17 g de sulfato de amoénio,
completado com agua, agitado e filtrado a vacuo.

Em outro balao de 50 mL, sera pesado 17 g de sulfato de amdnio, adicionado 40 mL da
solugdo-padrdo II (4 ng/mL) e diluido com 4gua deionizada até 50 mL, contendo 3,2 pg/mL de
acido nicotinico neste padrdo. O padrio sera feito para fins comparativos na analise.

Depois, a fim de realizar a leitura no espectrofotometro UV-VIS, serdo preparadas quatro

~ 3
solugdes :

e Branco do padrao:
o 5,0 mL de agua;
o 0,5 mL de hidroxido de amonio diluido;
o 2,0 mL de acido sulfanilico a 10%;

o 0,5 mL de acido cloridrico diluido.

e Solu¢do-padrao:
o 1,0 mL da solucao-padrao;

o 5,0 mL de bromocianogénio;

3 A solugdo de bromocianogénio sera adicionada a de 4cido sulfanilico com pipetas automaticas, em capela, devido a
toxicidade dos componentes (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).
16



o 0,5 mL de hidroxido de amonio diluido;
o 2,0 mL de acido sulfanilico a 10%;

o 0,5 mL de agua.

e Branco da amostra:
o 1,0 mL da solu¢do da amostra;
o 5,0 mL de agua;
o 0,5 mL de hidroxido de amonio diluido;
o 2,0 mL de acido sulfanilico a 10%;

o 0,5 mL de acido cloridrico diluido.

e Solugdo da amostra:
o 1,0 mL da solugdo da amostra;
o 5,0 mL de bromocianogénio;
o 0,5 mL de hidroxido de amonio diluido;
o 2,0 mL de acido sulfanilico a 10%;

o 0,5 mL agua.

Cada amostra que sera analisada terd um branco. A solucdo-padrdo e a solucdo da
amostra serdo pipetadas em seus respectivos tubos (para branco do padrdo ou branco da amostra,
havera a adigdo de agua). Todas as solucdes subsequentes serdo adicionadas em um so tubo,
sendo feita a leitura da cor antes de passar para o proximo, iniciando-se com o branco padrio ¢ a
solucdo-padrao. Logo apos, o tubo serd agitado e homogeneizado em vortex, haverd a adigao de
acido sulfanilico e sera novamente agitado. De forma imediata, ocorrera a adi¢ao de 0,5 mL de
acido cloridrico diluido e sera misturado. O zero de absorc¢ao do espectrofotometro sera ajustado
com o branco, e utilizando o comprimento de onda em 450 nm, ap6s 30 segundos sera

adicionado o acido sulfanilico, que permanecera por no maximo 2 minutos.
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A leitura da absorbancia sera feita para cada amostra com o seu respectivo branco, sendo
a concentragdo de 4cido nicotinico proporcional a absor¢do se o padrdo e a solugdo da amostra

tiverem aproximadamente a mesma concentragao.
8.2 Espectroscopia no Infravermelho

A espectroscopia no infravermelho consiste numa técnica de andlise de substancias
baseada nas propriedades das ligacdes e seus reflexos na absor¢ao da radiacdo eletromagnética
na regido do IV (comprimento de ondas na faixa de 2,5 um a 15 um), que corresponde a regiao
do espectro eletromagnético que envolve comprimentos de ondas maiores que aquelas da regido
visivel, que vao de 400 a 800 nm (PAVIA et al, 2010).

A andlise consiste na aplicacio da radia¢do eletromagnética na regido do IV com
diferentes comprimentos de ondas, as quais sdo absorvidas pela amostra as frequéncias
correspondentes as vibragdes especificas das ligagdes de sua molécula, que fazem com que
aumente a amplitude do movimento vibracional de suas ligagdes. Com base na deteccdo da
absor¢ao da radiacdo pela amostra nas diferentes frequéncias, ¢ gerado um espectro que reflete

na presenga de seus grupos funcionais. (PAVIA et al, 2010).
8.2.1 Preparacao das Amostras

Para a analise, a amostra serd misturada com brometo de potassio (KBr) em pd e
prensada sob uma alta pressdo. A mistura resultard numa pastilha de brometo de potassio que
pode ser inserida no espectrometro de infravermelho e que ndo absorve as ondas na regido do

infravermelho até 400 cm™, ndo interferindo na analise.
8.3 Gestao de Residuos

O grupo seguird as normas de seguranca do laboratorio, e quando necessario, durante a
execug¢dao da metodologia, serdo utilizadas luvas e mascaras. Os residuos gerados durante as

analises serdo devidamente gerenciados: em caso de residuos inorganicos acidos, serdo
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neutralizados com cal viva em pd (CaO) até seu pH se aproximar de 7,0, quando poderao ser
descartadas na pia. Em caso de residuos inorganicos basicos, o pH serd corrigido com
substancias acidas disponiveis no laboratorio e serdo descartados na pia. Em caso de residuos

organicos, descartaremos em galdes de residuos organicos presentes em laboratorio.
8.4 Equipamentos de protecao individual (EPI’s)

Para a realizacdo da metodologia serdo necessarios os seguintes EPI’s: Luvas de latex;
luvas térmicas; mascara.
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