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Resumo:

A experimentacdo sustentdvel pode facilitar o processo de ensino-aprendizagem e no
desenvolvimento de praticas ambientalmente corretas, em especial no ensino de quimica.
Desenvolveu-se uma metodologia alternativa aplicando o extrato da flor Bougainvillea como
indicador em substituicdo aos indicadores sintéticos azul de bromotimol e fenolftaleina na
determinagdo de acidez total de vinho branco. A experimentagao foi baseada na quantificacdo
do pH e na volumetria de neutralizagdo e a analise estatistica em testes de hipotese de
normalidade, Grubbs, t pareado e Anova (p<0,05). Os resultados mostraram que independente
da metodologia empregada, os valores de acidez total variaram entre 89,04+2,74 meq L' a
93,22+,74 meq L' para os vinhos seco e suave, respectivamente. Tais valores estavam em
consonancia com a legislagdo brasileira vigente. O aumento da acidez em vinho suave foi
corroborado pela quantificacdo do pH em cerca de 2% maior nestas amostras (3,18+0,02) em
comparagdo com o vinho seco (3,11+0,02). Nao foram identificadas diferencas significas
entre as metodologias, o que sugere que o indicador natural pode ser utilizado em substituicao
aos sintéticos na determinagdo desta propriedade sem que existam erros referentes a
quantificagdo da concentragdo do analito. Sugere-se que alternativas ambientalmente corretas
sejam amplamente empregadas em Quimica Analitica, especialmente na educacao.

Palavras-chave: Bebidas. Titulagdo. Indicador acido-base.

Introducio

A experimentacdo na quimica ¢ um processo essencial para entender as propriedades
fisico-quimicas e comportamentais das substancias. No entanto, esta atividade pode causar
impactos ambientais, principalmente quando se trata do uso de produtos quimicos e materiais

que podem ser prejudiciais ao meio ambiente. Neste intuito, os laboratorios vém adotando
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praticas sustentaveis. Isso envolve, entre outros fatores, a substituicdo de produtos quimicos
toxicos por alternativas mais seguras, o uso eficiente de recursos e a minimizagao de residuos
(ALMEIDA et. al. 2020; RAMOS et. al. 2021). Além disso, os pesquisadores estao buscando
maneiras de alinhar as metodologias de pesquisa com os principios da sustentabilidade
ambiental. Dentre as metodologias mais difundidas em quimica e que geram maior volume de
residuo, estdo as andlises volumétricas. Tais andlises sd3o amplamente utilizadas para
determinar as concentragdes de acidos e bases nos mais diversos produtos. Especificamente, a
titulagao baseada em reagdes de neutralizagdo ¢ um dos métodos que podem ser utilizados
para determinar acidez de firmacos (OLIVEIRA et. al. 2010; TRINDADE et. al 2016), solos
e suas quantidades relativas de macro e micronutrientes disponiveis (KAMINSKI et.
al.,2002), alimentos, como arroz, soja, milho, amendoim, girassol, inclusive 6leos e gorduras,
como exemplo o azeite de oliva (OSAWA et. al., 2006), bebidas como leite (MULLER;
REMPEL, 2021) e vinhos (DARIAS-MARTIN, et. al., 2021), entre outras.

Nos vinhos, a acidez total se deve, principalmente, a presenga dos acidos tartarico,
malico, citrico, acético e latico, que sdo provenientes da uva. Os teores de acidos presentes no
vinho podem variar conforme o processo de maturacdo e os processos de fermentagdao do
mesmo (RIZZON, 2010) e estdo ligados ao seu estilo e qualidade. A literatura apresenta dois
métodos de referéncia baseados em volumetria de neutralizagdo para quantificagdo de acidez
total em vinhos (RIZZON, 2010; DARIAS-MARTIN, et. al., 2021). Nestas metodologias, no
ponto estequiométrico da reacao entre os acidos presentes no vinho € uma base ocorre uma
mudanca de pH abrupta que ¢ caracterizada pela mudanca da cor do indicador em resposta ao
pH (SKOOG et. al., 2015). Esses indicadores podem ser sintéticos ou naturais e sao utilizados
para se determinar o carater dcido-base das solugdes ou para indicar o ponto final de uma
titulagao (SILVA et. al., 2018). Os indicadores naturais sao substancias organicas, com carater
fracamente acido ou basico, encontrados em espécimes vegetais que apresentam mudanca de
coloracdo conforme o pH do meio (TERCI; ROSSI, 2002; SARMENTO et. al. 2023). Eles
vém sendo vastamente empregados como alternativa aos indicadores sintéticos, como
fenolftaleina e azul de bromotimol, entre outros (COUTO et.al., 1998; SILVA et.al., 2018).
Além disso, sdo de baixo custo e estdo disponiveis na natureza, facilitando a utilizagdo em

escolas e no ensino em geral, otimizando assim, o processo de ensino-aprendizagem. Dessa
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forma, a experimentagdo quimica ndo apenas avanga o conhecimento cientifico, mas também
promove a aprendizagem significativa (AUSUBEL, 1982).

O presente trabalho teve como objetivo propor uma nova metodologia sustentavel e
didatica para a determinacdo de acidez total de vinhos por meio da volumetria de
neutralizacdo empregando extrato etandlico da flor Bougainvillea como indicador natural.
Especificamente, este estudo estabeleceu uma relagao entre o pH dos vinhos ¢ a acidez total,
realizou uma analise estatistica comparativa da acidez total de vinhos brancos secos e suaves
obtida por meio deste novo método em comparagdo com os métodos ja estabelecidos na

literatura e promoveu a aprendizagem significativa por meio da experimenta¢do quimica.
Metodologia

Neste trabalho foram empregadas amostras de vinho branco disponiveis no
comércio local da cidade de Pontal do Araguaia-MT no periodo de julho a agosto de 2023.
Escolheram-se aleatoriamente dois tipos de vinho branco (seco e suave) da mesma marca que
sera omita por motivos éticos. Todas as andlises foram feitas dentro do prazo de validade do
produto.

Os equipamentos utilizados foram balanga analitica (EDUTEC, modelo 02001002) e
pHmetro de bancada da marca INSTRUTHERM, modelo PH-5000, equipado com eletrodo de
Ag/AgCl e previamente calibrado com solugdes tampao de pH 4,0 e 7,0. Os demais reagentes
utilizados foram: hidroxido de sédio (Dinamica), biftalato de potassio (Merck), fenolftaleina
(Merck), azul de bromotimol (Merck) e 4gua destilada. Todas as medidas foram realizadas em
temperatura ambiente e os reagentes utilizados foram de grau analitico e sem purificagdes
prévias. As andlises foram conduzidas no Laboratério de Ensino de Quimica Analitica, na
Unidade I da Universidade Federal de Mato Grosso, na cidade de Pontal do Araguaia-MT
durante as aulas praticas da disciplina de Quimica Analitica Experimental.

Para as analises de acidez total, transferiu-se 5,0 mL da amostra de vinho branco para
um erlenmeyer de 125,0 mL e acrescentou-se 50,0 mL de agua destilada. Adicionou-se o
indicador adequado e procedeu-se a titulagdo com hidroxido de sddio (NaOH) 0,0867 mol L'
previamente padronizado com biftalato de potassio (MORITA E ASSUMPCAO, 2012;

SKOOG et al., 2015), sob constante agitagdo, até que houvesse mudanca na coloracao,
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indicando o ponto final da titulagdo. Todas as titulagdes foram realizadas em triplicata.
A acidez total foi determinada empregando-se trés metodologias distintas:

a) Metodologia nacional (I): Titulacdo com hidroxido de sodio 0,1 N, utilizando trés
gotas de azul de bromotimol como indicador do final da reagao, até o aparecimento de
cor azul (RIZZON, 2010).

b) Metodologia internacional (II): Titulagdo com hidréxido de soédio 0,1 N, utilizando
trés gotas fenolftaleina como indicador do final da reacdo, até o aparecimento de cor
rosa (DARIAS-MARTIN, et. al., 2021).

¢) Metodologia alternativa (III): Titulagdo com hidréxido de s6dio 0,1 N, utilizando dez
gotas extrato de flor de Bouganville como indicador do final da reagdo, até o
aparecimento de cor laranja.

Para os trés métodos, a acidez total foi calculada usando a Equacao 1.

Acidez total (meq L_l) = w Equagdo 1

onde V ¢ o volume de hidroxido de sédio gasto da titulacdo (mL); N ¢ a normalidade do

hidroxido de sodio padronizado e Vl_ ¢ o volume da amostra de vinho (mL).

A andlise estatistica foi baseada em testes de significancia de normalidade de
Anderson-Darling e Shapiro-Wilk, de Grubbs, intervalo de confianga para a meédia, teste t
pareado e ANOVA, todos com 95% de confianga, além do coeficiente de variagdo (CV)
(HARRIS, 2013; MILLER et. al., 2018; SILVA et. al, 2022).

Resultados e discussoes

A qualidade dos vinhos pode ser determinada em fungdo de suas caracteristicas
fisico-quimicas, como, por exemplo, cor, acidez total, concentracdo de cloretos e sulfatos,
cinzas, etc (RIZZON, 2010; DARIAS-MARTIN, et. al., 2021).

A acidez total ¢ definida como a soma dos acidos titulaveis quando se neutraliza o
vinho até pH 7,0 com solugdo alcalina (RIZZON, 2010). Tal acidez é proveniente de diversos
acidos organicos fracos presentes no vinho, a saber: acidos malico, citrico, e, principalmente
tartarico que estao presentes nas uvas, € os acidos succinico, latico e acético derivados da

fermentagdo alcoolica (2007; RIZZON, 2010).
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A determinacdo da acidez das amostras de vinho branco empregadas neste estudo
foi realizada por duas metodologias: (i) a metodologia nacional recomendada pela Empresa
Brasileira de Pesquisa e Agropecuaria- Embrapa (RIZZON, 2010) e (ii) a metodologia
internacional (DARIAS-MARTIN, et. al., 2021) amplamente empregada em laboratérios de
Quimica (HARRIS, 2013; SKOOG, et al., 2015). Ambas as metodologias foram baseadas na
reacdo de neutralizagdo de uma base forte- o hidroxido de s6dio com o 4cido tartarico
presente no vinho, em uma propor¢ao estequiométrica de 2:1, conforme a Equacao 2.

2Na0H(aq) + C4H606(aq)—>Na2C4H406(aq) + 2H20(l) Equagao 2
A principal diferenga entre os métodos supracitados foi o indicador empregado em

cada um. No primeiro método utilizou-se o azul de bromotimol como indicador que permitiu

a sinalizacdo do ponto final da titulagdo por meio do aparecimento da cor azul (Figura 1a).

Figura 1: Vinho branco tituladas com NaOH 0,0896 mol L™ antes (esquerda) e apds (direita) o ponto final da

titulagdo, empregando os indicadores (a) azul de bromotimol, (b) fenolftaleina e (c) extrato de Bougainvillea.
Ja o segundo método fez uso da fenolftaleina como indicador e ponto final da
titulagdo que foi demarcado pelo surgimento da cor rosa (Figura 1b). A atuagdo desses
indicadores foi baseada no equilibrio quimico dindmico entre a sua forma protonada e

desprotonada, descrita pela seguinte equacao:

Hin + HO0oHO0" + In” Equagio 3
onde HIn representa o indicador na forma protonada, o ion In" ¢ sua base conjugada (forma
desprotonada) e H;O" é o ion hidronio (SKOOG, et al., 2015, GONCALVES; LEME; 2023).
Isto significa que em condig¢des favoraveis a protonacdo do indicador, observou-se a cor da
forma 4cida para os indicadores sendo amarelo e incolor para azul de bromotimol e

fenolftaleina, respectivamente. Apds a reacdo de neutralizagdo dos acidos contidos no vinho
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por meio da titulagdo com a base, observou-se a mudanga de cor para azul e rosa nas solugcdes

empregando azul de bromotimol e fenolftaleina, respectivamente, promovida pelo
favorecimento da desprotonagao do indicador (Figura 1).

A Tabela 1 apresenta os resultados para a determinacao de acidez dos vinhos brancos
analisadas. A primeira etapa da andlise estatistica no presente estudo consistiu na avaliacdo da
normalidade dos dados por meio de testes de Anderson-Darling e Shapiro-Wilk aplicados os
resultados de pH e acidez total do vinho, fazendo com que a hipotese nula fosse aceita e
assegurando a normalidade dos dados para que pudessem ser aplicados os demais testes

estatisticos de hipoteses.

Tabela 1: Dados da titulagdo e analise estatistica (n=3; p<0,05).

Dados Metodologia I | Metodologia IT | Metodologia I11
Se Acidez total (meq L) 89,63+1,79 89,04+2,74 89,63+1,79
€0 | Intervalo de confianga para a média (meq L) 85<u<94 85<u<94 82<u<96
Su Acidez total (meq L) 93,22+1,79 93,22+4,74 93,82+2,74
av
e Intervalo de confianga para a média (meq L) 89<u<98 81<u<105 87<u<101

A segunda etapa foi a aplicacdo do teste de Grubbs, sob os resultados, considerando o
mesmo tipo de vinho que ndo acusou a presenca de nenhum valor anémalo e, portanto,
nenhum valor foi rejeitado. Isso sugere que as discrepancias nos resultados nao sao resultantes
de nenhum tipo de tendéncia, apenas devido a erros aleatorios e, portanto, todos os dados
foram usados para calcular a acidez total e pH médios para as amostras de vinho.

Observou-se que o valor minimo de acidez total foi calculado em 89,04+2,74 meq L™
para o vinho seco (Metodologia 1) e o valor maximo foi quantificado em 93,224+4,74 meq L'
para o vinho suave (Metodologia I). De uma forma geral, os valores médios calculados para o
vinho suave foram 4% maiores que para o vinho seco, todavia essas diferencas ndo diferiram
estatisticamente (ANOVA, F=1,67<F_;=4,07). Contudo, todas as amostras de vinho estdo em
consonancia ao intervalo permitido pela regulamentagdo vigente de 55 a 130 meq L
(BRASIL, 1998). Assim como neste estudo, Castilhos e Bianchi (2011) analisaram diversos
vinhos brancos (seco de mesa e fino seco F) da Regido Noroeste De Sao Paulo. Os autores
relatam a existéncia de diferenga significativa entre os valores de acidez total dos vinhos

estudados, mas afirmam que todos os indices de acidez estavam dentro dos limites
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preconizados pela legislagdo brasileira de vinhos (CASTILHOS; BIANCHI, 2011).

Na terceira etapa da analise estatistica, comparou-se os valores calculados de acidez
total dos vinhos obtidos por meio das duas metodologias consolidadas na literatura através de
analises frequentemente aplicadas a comparagdo de duas médias: o intervalo de confianca
para a média e o teste t pareado, a 95% de confianca (HARRIS, 2013; MILLER et al, 2018).
Estatisticamente, todos os intervalos de confianga para a acidez total se sobrepuseram para
ambos os tipos de vinho, fazendo com que a hipotese nula fosse aceita. Isto significa que nao
foram observadas diferencas significativas entre os métodos na quantificagdo de acidez total
de vinhos brancos, independentemente do tipo de vinho analisado (PFISTER, 2013) e que
todas as amostras apresentam teores de acidez atendendo a legislacdo vigente (BRASIL,
1998). Estes resultados foram corroborados pelo teste t pareado, presumindo variancias
equivalentes (t.,=0,32<T, t.=2,77). Comparando-se o CV de ambas as metodologias,
observou-se que a Metodologia II possui a maior dispersdo de dados do que a Metodologia I,
0 que acarretou em uma menor precisdo na analise de ambos os vinhos.

Nos estudos de Wurz e Jastrombek (2021), foram analisados vinhos brancos do
Planalto Norte Catarinense, com cinco amostras de vinhos da safra de 2019, com o intuito de
determinar vérias propriedades, inclusive acidez total seguindo a metodologia que emprega o
indicador azul de bromotimol. Os valores foram determinados entre 38,4 ¢ 56,8 meq L,
sendo valor médio de acidez total calculado como 89,04+2,74 meq L™ para vinho branco.
Realizaram ainda analises para vinhos da safra de 2020, onde obtiveram uma acidez total
entre 55 meq L' € 90 meq L™, seguindo a mesma metodologia (WURZ et. al. 2023).

Outro estudo realizado com amostras de vinhos da Regido Bela Vista Do Toldo — SC,
os autores também utilizaram o método volumétrico e os indicadores fenolftaleina e azul de
bromotimol. A acidez encontrada em vinho branco e tinto, foi de 127,27+0,53 meq L' e
97,15+0,97 meq L™, respectivamente, corroborando outros estudos que sugeriam que a acidez
de vinho branco ¢ maior que em tinto (DELLER; MARTINS, 2021).

Ambas as metodologias empregam indicadores sintéticos para sua aplicacdo.
Contudo, o uso de compostos naturais para substituir os sintéticos vem sendo amplamente
difundidas e encorajadas por questdes relativas ao meio ambiente. Palacio e colaboradores

(2012) estudaram dois indicadores naturais obtidos a partir das flores de hibisco e vinca para
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substituir os indicadores sintéticos e de papel, como resultado notaram que os extratos
etandlicos apresentaram viragem de pH de forma compativel com os testes realizados com um
pHmetro (PALACIO et. al, 2012). Silva e colaboradores (2018) demonstraram
estatisticamente a eficacia de diversos extratos etandlicos de espécimes vegetais em
substitui¢do a fenolftaleina em titulagdes acido-base (SILVA, et. al, 2018).

Diversas outras plantas foram citadas na literatura por apresentar a capacidade de
alterar a sua coloragdo em funcao do pH de formas qualitativa e quantitativa, o que possibilita
que tais plantas sejam utilizadas em andlises quimicas, especialmente em ambientes de ensino
(ALMEIDA et. al., 2020; SARMENTO, et. al, 2023). Essa experiéncia pode promover o
crescimento intelectual e de praticas de metodologias que devem obrigatoriamente fazer parte
do cotidiano do aluno, para que possibilitem uma aprendizagem significativa (AUSUBEL,
1982).

No intuito de testar a viabilidade de aplicacdo de uma metodologia alternativa para a
determinagdo de acidez total do vinho, ainda mais no que tange as fortemente encorajadas
pelos movimentos ecologicos e sustentaveis, foi analisada ndo apenas qualitativamente como
também quantitativamente a possibilidade de utilizagcdo de um indicador natural para sinalizar
o ponto final da volumetria de neutralizag¢do na qual estd baseada esta determinacao.

A andlise qualitativa mostrou que as amostras de vinho branco na presenga do extrato
de Bougainvillea como indicador passaram de amarelo para alaranjado ao atingir o ponto final
da titulagao (Figura 1c¢) e que essa mudanga foi rapida, clara e satisfatoria. Sugere-se que tais
extratos apresentem em sua composi¢do moléculas de antocianinas diretamente ligada a
presenga dos compostos fitoquimicos, que sofrem interagdes fisico-quimicas com o teor de
ions de hidrogénio presentes na solucao (JUNIOR; BISPO, 2010). O pigmento da antocianina
¢ muito instavel e a estabilidade ¢ maior em condi¢Oes acidas. Sua estabilidade diminui
quando ocorre um aumento da hidroxilacdo na reacdo e/ou na presenga de alguns tipos de
acticar (LOPEZ et al., 2000). Todavia, a sensibilidade ao pH ¢ o principal fator limitante no
processamento e utilizacdo das antocianinas, afetando a cor e a estabilidade quimica.

Para a andlise quantitativa da eficacia deste extrato como indicador natural na
determinagdo de acidez total do vinho, comparou-se este parametro com as duas metodologias

consolidadas na literatura através de analise estatistica (p<0,05). Os dados do teor de acidez
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total obtido por este método também seguiram distribuicdo normal e ndo foi identificado
nenhum valor anomalo. Desta forma, todos os valores foram empregados para elaboragio da
média e submetidos a comparacdo mediante intervalo de confianga para a média e teste
pareado, no mesmo nivel de significancia (Tabela 1).

A andlise estatistica mostrou que a hipdtese nula é aceita, considerando que os
intervalos de confianca para a média do extrato de Bougainvillea e dos demais indicadores
empregados nas metodologias consolidadas ndo apresentaram diferencas significativas
(MILLER et al, 2018). Estes resultados foram corroborados ndo apenas pelo teste t pareado
presumindo variancias equivalentes (t.,=0,18<t.;=2,77) mas também pela ANOVA tanto para
o vinho seco (F=0,08<F_;=5,14) quanto para o vinho suave (F=0,03<F_;=5,14). Além disso,
este método apresentou CV igual ou ligeiramente maior a Metodologia I nas analises de vinho
seco e suave, respectivamente e menor que a Metodologia Il para ambos os casos. Portanto, o
extrato de Bougainvillea pode substituir estatisticamente a fenolftaleina e o azul de
bromotimol em determinacdo de acidez total de vinhos sem que existam erros referentes a
concentracdo de analito calculada a partir dessa analise quimica.

Os valores de pH das amostras de vinho foram contabilizados como 3,11+£0,02 e
3,18+0,02 para seco e suave, respectivamente. Esses valores médios foram determinados a
uma temperatura de 23,0°C. Analogamente ao observado na analise de acidez total, o pH foi
cerca de 2% mais acido para o vinho suave em funcao da acidez servir para equilibrar os altos
niveis de agucar presentes neste produto. Estas observacdes foram submetidas ao teste t
pareado (t.,=4,58>t.;=2,57), considerando variancias equivalentes que rejeitaram a hipdtese
nula e atestaram a existéncia de diferencas significativas entre o pH dos vinhos branco seco e
suave. Contudo, os pH medidos para todas as amostras de vinho sdo semelhantes ao obtidos
por outros estudos semelhantes (DARIAS-MARTiN, et. al, 2003; DELLER; MARTINS,
2021; WURZ et. al. 2023).

Sugere-se que a experimentagdo no ensino de quimica empregando indicadores
naturais, possa facilitar o aprendizado dos contetidos, em especial os de conceito abstratos,
visto que na pratica pode-se acompanhar visualmente as reagdes quimicas acido-base de
forma eficaz e mais atrativa para o aluno (RAMOS et. al. 2021). Portanto, o uso de espécimes

naturais, principalmente os que podem ser encontrados no ambiente escolar ou residencial do
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discente, usados como indicadores naturais pode contribuir significativamente para o processo

de construcao de conhecimento dos alunos.
Consideracoes finais

A comparagdo estatistica entre uma metodologia alternativa, didatica e sustentavel
baseada no uso de indicador natural de extrato etanolico de flor de Bougainvillea e as
metodologias tradicionais que empregam indicadores sintéticos para a quantificagdo de acidez
total em vinhos foi o principal enfoque deste trabalho. Concluiu-se que nenhuma das
abordagens metodologicas apresentou diferencas significativas, e, portanto, poderiam ser
aplicados de maneira equivalente para determinacdo desta propriedade fisico quimica.

Todas as mudancas visuais de coloracdo foram rapidas, claras e satisfatdrias.
Especificamente, o indicador natural passou de amarelo para laranja. A utilizacdo de
compostos naturais em substitui¢do aos sintéticos ¢ fortemente encorajada pelos movimentos
ambientais, pois promovem o desenvolvimento sustentdvel. Assim, a evidéncia de que uma
metodologia baseada na sua aplicabilidade apresentou equidade quantitativa sugere seu uso
como alternativa aos métodos ja consolidados e pode ser amplamente utilizado na Quimica
Analitica. Além disso, o uso desta metodologia atrelada ao ensino de quimica pode promover

a aprendizagem significativa por meio da experimentacao didatica.
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