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Analise estatistica aplicada a comparacdo de métodos para determinacao
de pKa de indicador acido-base por espectroscopia UV-Vis
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pKa of acid-base indicator by UV-Vis spectroscopy
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Resumo

O pKa define a espécie protolitica predominante presente em solucdo em funcdo do pH. Isso impacta
em diversas propriedades fisico-quimicas, especialmente nas mudangas visuais de coloracdo da solucédo
para indicadores &cido-base. Tais mudancas podem ser acompanhadas microscopicamente por
espectroscopia ultravioleta/visivel. Este trabalho apresenta uma comparacdo estatistica de abordagens
graficas e analitica para a determinacdo de pKa do indicador acido-base verde de bromocresol (VB) a
partir de seus espectros de absor¢do em funcdo do pH. A metodologia consistiu na quantificacdo das
espécies coexistentes em solucdo por quimiometria e a determinacéo de pKa por trés métodos distintos:
(1) intersecdo das curvas lineares, (I1) intersecdo de eixo e (1) analitico. Os resultados mostraram que
duas varidveis explicam 99% da varidncia contida nos dados do VB, indicando a coexisténcia de duas
espécies em equilibrio em uma Unica transicdo em funcdo do pH. Os valores de pKa foram 4,22+0,05;
4,75+0,12 e 4,50+0,02 pelos métodos I, Il e 11, respectivamente. A analise estatistica indicou que o
método | é significativamente diferente dos demais, 0 método Il é o mais exato e 0 método Il é 0 mais
preciso. Ressalta-se que a estatistica aliada a experimentacdo pode aprofundar a interpretacdo das
analises e o conhecimento cientifico como um todo.

Palavras-chave: Quimica Analitica, Indicador de pH, Volumetria, Analise de componentes
principais, Analise multivariada.

Abstract

The pKa defines the predominant protolytic species present in solution as a function of the pH. This
impacts several physicochemical properties, especially the visual color changes of the solution for acid-
base indicators. Such changes can be microscopically monitored by ultraviolet/visible spectroscopy.
This paper presents a statistical comparison of graphical and analytical approaches of pKa determining
for acid-base indicator bromocresol green (VB) through its absorption spectra as a function of pH. The
methodology consisted of chemometric quantifying of the coexisting species in solution and
determining pKa by three different methods: (1) intersection of linear curves, (Il) intersection of axis
and (I11) analytical. The results showed that two variables explain 99% of the variance contained in the
VB data, indicating the coexistence of two species in equilibrium and a single transition as a function of
the pH. The pKa values were 4.22+0.05; 4.75+0.12 and 4.50£0.02 by methods I, Il and I11, respectively.
Statistical analysis indicated that method | was significantly different from the others, method 11 was the
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most accurate and method 111 is the most precise. It should be noted that statistics put along with
experimentation can improve the interpretation of analyzes and scientific knowledge across-the-board.

Keywords: Analytical Chemistry, pH indicator, Volumetric, Principal component analysis,
Multivariate analysis.

Introducéo

A volumetria é uma técnica baseada na medida do volume requerido de um reagente de concentracao
conhecida para reagir completamente com um analito [1]. Através de célculos estequiométricos €
possivel determinar- se a concentracdo do analito em questdo. E certamente, uma das técnicas mais
difundidas em quimica devido a sua vasta aplicabilidade na determinagdo de concentracdo de acidos,
bases, oxidantes, redutores, ions metalicos, proteinas, entre outras espécies [2].

Na técnica classica de volumetria de neutralizacdo tal processo é estimulado visualmente pela mudanga
de coloragdo da solucdo em valores de pH especifico a depender do tipo de acido e/ou base empregado,
indicando que o ponto final da titulacdo foi atingido. Para sua realizacdo é necessario empregar uma
substancia que acuse visualmente o ponto final de uma titulacdo, chamada de indicador de pH ou acido-
base [3]. A acdo desses indicadores depende de um equilibrio quimico dindmico entre a sua forma
protonada e desprotonada, descrita pela seguinte equacéo:

Hin+ H,02 H;O"+ In° Equacéo 1

onde HIn representa o indicador na forma protonada, o ion In" é sua base conjugada (forma
desprotonada) e H;O* é o ion hidronio. Se o equilibrio quimico dindmico estiver deslocado para a
esquerda observa-se a cor da forma protonada em virtude da predominancia desta espécie, enquanto que
se estiver deslocado para a direita observa-se a cor da espécie desprotonada [2]. Quando a concentracdo
do &cido e da base conjugada sdo iguais o pH é igual ao pKa. Ou seja, 50% do indicador esta em sua
forma protonada e 50% na forma desprotonada [4,5].

As propriedades fisicas, quimicas e fotofisicas dos compostos estdo atreladas ao pH da solugdo que se
relaciona as concentracdes das espécies em equilibrio e com o pKa. Por isso as determinacGes de pKa
sdo consideradas relevantes em varias areas do conhecimento tecnoldgico, em especial no estudo
envolvendo compostos pouco sollveis [5-7], na atividade farmacoldgica [8], acumulacdo celular e
atividade fotodindmica [9] entre outras. Isso se deve, principalmente, ao fato do pKa de um composto
influenciar qual espécie esta predominantemente no meio em um determinado pH, o que impacta em
propriedades como solubilidade, lipofilicidade, interacdo proteica e permeacdo da membrana celular
[10].

A espectroscopia UV-Vis é tradicionalmente um dos métodos mais empregados na determinacdo de
pKa de compostos devido a sua disponibilidade, precisdo, simplicidade e reprodutibilidade [11,12].
Essa metodologia vem ganhando cada vez mais espago nas analises quimicas em virtude de atuar como
elo entre 0 mundo microscépico das transi¢des eletronicas e macroscopico das cores que se pode
visualizar materialmente. Esta técnica experimental aliada a diferentes abordagens matematicas,
analiticas e/ou computacionais podem aprofundar o conhecimento cientifico e tecnolégico, em especial
no ambito académico.

Dentre as abordagens supracitadas, 0s métodos estatisticos vém, cada vez mais, embasando os diversos
documentos académicos e cientificos. Os profissionais das diversas areas cientificas difundiram o uso
desta ferramenta para respaldar suas pesquisas [13-17]. Segundo Passari e colaboradores (2011) “as
aplicacdes da estatistica se desenvolveram de tal forma que praticamente todas as &reas de pesquisa e
producdo se beneficiam da utilizagdo de seus métodos” [18]. Em sua maioria, estas analises séo
realizadas de forma univariada. No entanto, somente experimentos multivariados possibilitam
correlacionar estes fatores e evidenciar as interagdes significativas [19].
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A anélise de componentes principais (ACP) é uma das técnicas de reconhecimento de padres mais
difundidas entre as analises multivariadas [20]. Ela é baseada na busca de similaridade entre os dados
resultando em um modelo matematico que representa graficamente as variaveis mais representativas do
sistema, denominadas componentes principais. Segundo Pereira e colaboradores (2014), a ACP
“descreve as inter-relacdes dentro de um conjunto de variaveis e reduz o nimero de variaveis sem perda
significativa de informacgao, preservando a variancia (quantidade informagdes original)” [21].
Em relacdo as analises estatisticas de comparacdo e validacdo de métodos, os testes de significancia séo
0s mais relevantes [22]. Ao se fazer um teste de significancia, esta se verificando a validade de uma
hip6tese nula. Assumindo a validade de tal hip6tese, significa que ndo ha qualquer outra diferenca entre
0s métodos, exceto aquela atribuida a erros aleatérios [23,24].
Para a comparacdo entre pares de média, o intervalo de confianga a média € um desses testes que
considera o desvio padrdo, o namero de repeticdes e um coeficiente derivado da distribuicdo t bicaudal
[13] para inferir se a hipdtese nula é aceita ou se deve ser rejeitada, caracterizando a existéncia ou ndo
de diferenca significativa entre os dados. Ja para o teste t de Student pareado €é calculado um valor entre
duas médias, baseando-se nos parametros estatisticos supracitados que é entdo comparado a valores
criticos. Se o valor calculado exceder o valor critico, entdo a hipdtese nula deve ser rejeitada, indicando
que ha diferenca significativa entre os dados, ocasionada por outros fatores, além do erro aleatorio [24].
Quando se deseja proceder a comparacao entre mais de duas médias de populacdes pode-se empregar a
analise de variancia (ANOVA) [2]. Este teste é baseado na comparacdo multipla de fatores ou
tratamentos em diferentes niveis para inferir a veracidade da hip6tese nula. Esta analise ndo identifica
quais métodos diferem estatisticamente para os casos em que ela acusou diferencas significativas. Para
classificar essas diferencas é necessario usar um teste adicional, como por exemplo, o teste de Tukey
que ¢é baseado no método da diferenca menos significativa [2,22]. Ressalta-se que todos os testes de
significAncias devem ser realizados considerando um nivel descritivo ou significAncia de probabilidade,
P, que atesta a probabilidade de se rejeitar uma hip6tese nula verdadeira.
Isto posto, este trabalho apresenta uma proposta experimental para comparacdo estatistica de diversas
metodologias para a determinacdo de pKa de indicador &cido-base. Especificamente, analisou-se 0s
espectros de UV-Vis para determinacdo quimiométrica do nimero de espécies coexistentes em funcao
do pH, calculou-se o pKa do indicador empregando duas abordagens graficas distintas e uma terceira
abordagem analitica, aplicou-se testes estatisticos de significancia no intuito de verificar a equivaléncia
e/ou supremacia dos métodos estudados e classificou-se os métodos quanto sua precisdo e exatidao.

2 Parte Experimental

2.1 Reagentes

Para o desenvolvimento deste trabalho utilizou-se o corante Verde de Bromocresol (VB:
tetrabromometacresolsulfonoftaleina, Synth, MM= 698,05 g mol™), cuja estrutura molecular esta
representada na Figura 1. Os demais compostos utilizados foram acido cloridrico (Sigma-Aldrich),
hidroxido de sddio (Sigma-Aldrich), fosfato monobasico de sédio (Merck), acetato de sédio (Merck),
cloreto de sddio (Merck) e agua deionizada. Todos os reagentes foram de grau analitico e sem
purificagOes prévias.
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Figura 1: Estrutura molecular do indicador &cido-base verde de bromocresol.

2.2 Procedimento

Foram preparadas solugdes de VB em solucio tamp3o de acetato fosfato de sédio 0,020 mol L™com
concentragdo na ordem de 10° mol L™, cuja concentracio obedece a Lei de Beer-Lambert. Para a
obtencdo dos espectros de absor¢do realizou-se titulagGes dessas solu¢des em funcao do pH por meio de
um espectrofotdmetro Perkin Elmer Lambda 25, utilizando-se cubeta de quartzo, com duas faces
polidas, caminho 6tico de 1,00 cm e varredura entre 300nm a 700nm. O pH foi variado na faixa de 0,5 a
13,5 utilizando-se aliquotas de solugdes estoques de HCI e NaOH em varias concentragdes, e tomando-
se medidas a cerca de 0,5 unidade de pH. As mudancas de valores de pH das solugdes foram
controladas por meio do pHmetro de bancada QUIMIS, modelo Q400AS com um eletrodo de
Ag/AgCI. Todos os experimentos foram conduzidos a 25°C.

2.3 Analise dos dados

A andlise de componentes principais (ACP) foi aplicada com a ajuda do software livre Past 4.05 no
intuito de se determinar o nimero de espécies presentes no equilibrio quimico em funcdo do pH. Esta
analise estatistica multivariada gera um modelo sintetizando as componentes mais significativas do
sistema de dados de entrada em que cada componente principal corresponde a uma reta tridimensional
gue expressa a maxima variancia contida desses dados [20,21]. O conjunto espectral de UV-Vis do VB
em funcdo do pH foi analisando considerando cada componente principal como uma espécie protolitica.
Para as metodologias de obtencdo de pKa o perfil espectral foi atribuido a um comprimento de onda
maximo de absorcdo para a espécie A" e HA, respectivamente [25]. Considerou-se a banda centrada em
443nm para a espécie protonada e a banda centrada em 615nm para a espécie desprotonada. O pKa foi
determinado através do comportamento espectral em fungdo do pH empregando duas metodologias
distintas: grafica e analitica.

a- Metodologia grafica: () o pKa foi encontrado como sendo o ponto de interse¢do de duas curvas
lineares provenientes de um gréfico da absorbancia em fungéo do pH, no comprimento de onda
maximo de absor¢édo de cada uma das espécies do equilibrio [11];

(I1) a obtencdo do pKa foi proveniente da intersegdo do eixo x em um gréfico de log [(Awxa-
A)/(A-Aa)] em funcdo do pH, onde Ana € Aa € absor¢do da espécie protonada e
desprotonada, respectivamente [26].

b- Metodologia analitica (I11): o pKa foi determinado segundo o método proposto por Albert e

Serjeant (1984) [27], através das seguintes equagdes:

pKa= pH + log[(Ai-Ana)/(Aa-Ai)] se Aa> Ana Equacéo 2

pKa= pH + log[(Ana-Ai)/(Ai-Aa.)] se Aa< Ana Equacdo 3
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onde Aua, Aa- e Ai representam a absor¢do da espécie protonada, desprotonada e da mistura,
respectivamente.
A analise estatistica foi baseada em testes de significancia de intervalo de confianca para a média, teste
t pareado e ANOVA seguida de Tuckey, todos com 95% de confianga [2, 22-24]. O procedimento de
analise estatistica ja havia sido descrito detalhadamente na literatura [17].
Para analise de exatiddo do método, foi empregado o calculo do erro relativo [28], calculado segundo a
equacéo 4.

LTty Equacio 4

Er = ® 100

Xy
onde Er representa o erro relativo, Xi representa o valor médio de pKa determinado pelo método
proposto e Xy representa o valor verdadeiro descrito na literatura [29].
Ja a determinacdo da precisdo do método foi feita através do desvio padrao relativo do método, também
conhe(S:ido como coeficiente de variagdo, calculado segundo a equacéo 5.

cv = o % 100 Equacdo 5

onde CV representa o coeficiente de variacdo (desvio padrdo relativo), s representa o desvio padrdo do
pKa determinado pelo método proposto e x representa o valor médio de pKa determinado pelo método
proposto [29].

3 Resultados e discussao

Os espectros de absor¢do do VB em funcdo do pH estdo apresentados na Figura 2. Em solugdo
extremamente acida foi observada uma Unica banda centrada em 443 nm. Com o aumento do pH houve
uma diminuicdo nesta banda e um deslocamento hipsocrémico para cerca de 398 nm, além do
surgimento de uma nova banda principal centrada em 615 nm e de outra secundaria centrada em 308
nm. Em meio neutro e alcalino ndo foram identificadas mudangas espectrais adicionais. Estas
observacges estdo em consonancia com a literatura [30,31].

Absorbancia

0.0+ T T T T T T T — 1
300 400 500 600 700

Comprimento de onda (nm)

Figura 2: Espectros de absor¢éo do VB em funcéo do pH.

A anélise de ACP mostrou que duas variaveis (PC1 e PC2) explicam 99,9% da variancia contida nos
dados, indicando assim a coexisténcia de duas espécies em equilibrio na solugdo em fungdo do pH.
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Além disso, identificou-se visualmente um Unico ponto isoshéstico em 508 nm, ratificando a
coexisténcia de duas espécies em funcdo do pH. Esses resultados estdo de acordo com a estrutura
quimica do corante e corroboram com estudos prévios [25,32,33].
Esta ferramenta quimiométrica vem sendo aplicada no intuito de elucidar os equilibrios i6nicos de
protonacdo, em especial de sistemas complexos. Batistela e colaboradores (2011) usaram ACP na
quantificacdo de espécies presentes em funcao do pH para diversos derivados de xantonas e observaram
que a analise quimiométrica foi eficaz desde sistemas simples em que se fazem presente duas espécies,
até sistemas complexos de até seis espécies coexistindo em equilibrio. Para sistemas complexos, 0s
autores descreveram um alto grau de dificuldade de aplicagdo do método comumente empregado- de
derivacdo de primeira e segunda ordem, que foi facilmente sanado pelo método quimiométrico [34].
As duas espécies do corante VB caracterizadas pela ACP foram aqui denominadas protonada e
desprotonada, cujo comprimento de onda maximo da absor¢do foi 443 e 615 nm, respectivamente. O
equilibrio quimico para esta desprotonacao pode ser descrito por:

HVB + H,O02 H30" + VB’ Equacéo 6

Onde HVB é a forma protonada, VB" é sua base conjugada (desprotonada) e HsO™ é o ion hidrdnio. Esse
mesmo equilibrio também foi proposto anteriormente por Auborn e colaboradores (1971) [35]. Essas
mudancas nas transi¢oes eletronicas em funcdo do pH acarretaram na mudanca de coloracdo do VB de
amarelo em pH abaixo de 3 para azul em solu¢do com pH acima de 5. Fato este, que faz desta molécula
um excelente indicador de ponto final para volumetria de neutralizagdo, em especial nas titulacGes de
acidos fortes como bases fracas. Em virtude do objetivo deste trabalho, a maioria das discussdes
vindouras estardo relacionadas predominantemente com as metodologias de determinacdo de pKa
obtido por espectroscopia UV-Vis.

3.1 Determinacéo do pKa por métodos graficos

O primeiro método grafico empregado neste estudo estabeleceu uma relacéo entre a absorcdo da espécie
protonada e desprotonada em funcdo do pH (Figura 3). O pKa foi obtido por meio da resolucdo da
equacdo matematica que determina o ponto de intersecdo das retas de ambas as espécies (metodologia

).
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Figura 3: Absorcéo das espécies de VB protonada (443 nm) e desprotonada (615 nm) em fungéo do pH.
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Para isso determinou-se a equa¢do da reta gerada pelo método dos minimos quadrados para a relagdo
linear entre a absorcdo da espécie protonada (443nm) em funcdo do pH, empregando-se 0s espectros
obtidos em pH abaixo de 6. O mesmo processamento de dados foi aplicado para a espécie desprotonada
(615nm). Finalmente, a equacdo obtida para a espécies protonada foi igualada com a equacdo obtida
para a espécie desprotonada (Equacdo 7), determinando-se o valor de x que corresponde ao pH exato
em que coexiste 50% de cada espécie, isto é, ao valor de pKa do composto em questdo, conforme

Equacéo 8.

0,5063x — 1,6973 = —0,1918x + 1,2276 Equagdo 7
2,9249 .

x = = 4,1898 Equagéo 8
0,6981

No segundo método grafico (metodologia Il), empregou-se o intercepto da regressao linear, dos pontos
obtidos no espectro de absor¢do das espécies protonada e desprotonada com o eixo y aplicada em um
gréafico de pH em funcdo de log [(Ana-A)/(A-Aa.)] (Equacdo 9). A absor¢do da espécie protonada (Ana)
foi determinada como sendo a absorcdo em 443 nm em pH igual a 1, a absorcdo da espécie
desprotonada (Aa.) foi a absor¢do em 615 nm em pH igual a 6 e A foram as absor¢des das espécies
intermedidrias (Figura 4). Para melhor visualizacdo da reta, este método também restringiu a analise ao
meio &cido, uma vez que, ndo foram observadas mudancas espectrais significativas em meio neutro e
alcalino. O pKa foi obtido através da resolucdo da seguinte equacéo 10.

Ag, — A4 Equagdo 9
log[M] =0 =1,0057x + 4,6875 e

[J‘l - AA—]
pKa =x = 46609 Equacdo 10

y=1,0057x+4,6875 6 -
r=0,9974 /./,/
5{ &
!
E 4
o T
r a
R |
. ’ 3 T
1l
. 2
n
I T T T T 4' T 1
4 3 2 -1 0 1 2

log [(A,,,-A)(A-A, )]

Figura 4: Determinacdo do pKa do VB através da representacao gréfica.

Para o calculo empregando-se o terceiro método (metodologia I11) a equagdo 2 foi aplicada,
considerando o pH de 4,01. Este pH foi escolhido em func¢éo de apresentar as bandas de absorcéo de
ambas as espécies em cerca de 50%. Analogamente as metodologias anteriores, foram obtidos 0s
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valores de pKa considerando o intervalo de espectros até pH 6. O valor de pKa obtido por esta
metodologia foi 4,50+0,02.
A sintese dos valores de pKa obtidos por todos os métodos analisados neste estudo estdo descrito na
Tabela 1.

Tabela 1. Determinagéo do pKa para o indicador de pH VB (n=3).

Intervalo de confianca

Metodologia pKa para a mediia (p<0,05)
| 4,22+0,05 4,10<p<4,34
[ 4,75+0,12 4,45<p<5,05
1] 4,50%0,02 4,45<u<4,55

Fonte: Autoria propria.

Varios testes de hipéteses foram aplicados sobre os trés métodos empregados e, de maneira geral, todos
eles apontaram diferencas significativas entre os métodos. O primeiro deles foi o intervalo de confianca
para a média. Estatisticamente os intervalos de confianca para os valores de pKa do corante calculados
pelos métodos Il e Il se sobrepuseram, fazendo com que a hip6tese nula fosse aceita e,
consequentemente ndo indicando a existéncia de diferencas significativas entre esses métodos. Todavia,
tal andlise rejeitou a hipétese nula para o primeiro método e o classificou como diferente dos demais
métodos.

A Tabela 2 lista os principais resultados da aplicagdo dos testes t pareado e ANOVA (p <0,05) como
ferramenta estatistica para verificar a equidade dos diferentes métodos aplicados na determinacdo de
pKa.

Tabela 2: Comparacao estatistica pareada dos valores de pKa determinados pelos diferentes métodos.

Teste t lell IHelll lelll Valor critico
areado Teste F 5,67 2,84 7,49 4,30
P Teste t 5,67 2,84 7,49 4,30
Teste F 23,56 9,55
ANOVA Valor de p 0,0146 0,05

Fonte: Autoria prépria.

Para comparacdo empregando o teste t pareado, o valor determinado de pKa por cada método foi
agrupado em pares, a saber: (i) 1 e Il, (ii) Il e Il e (iii) I e Ill, sendo que o teste F evidenciou que os
desvios-padrdo de todas os métodos eram compardveis e, consequentemente, eles poderiam ser
rearranjados em uma variancia global [24]. Essa evidéncia foi oriunda do fato do F¢: Ser maior que o
Fe, causando o aceite da hipotese nula (dados ndo mostrados).

Referente ao teste t pareado, a hipétese nula foi aceita, evidenciando que ndo ha diferencas
significativas entre os métodos Il e I1l. No entanto, os demais pares de métodos apresentaram o valor de
tca SUperior ao te, rejeitando a hipdtese nula nesses casos e, consequentemente, acusando a diferenca
significativa entre 0 método | dos demais métodos.

Em relacdo a analise de varidncia (ANOVA) utilizando um Unico fator, observou-se que o valor de Fca
que foi maior que o Fgit rejeitando-se a hipétese nula e, classificando-se assim, 0os métodos como
estatisticamente diferentes. O valor de p também foi menor que o limite de confianca estabelecido
confirmando a suposicdo de que os métodos ndo sdo iguais. O teste de Tukey (p<0,05) indicou a
existéncia de diferencas significativas apenas entre os métodos | e Il, corroborando com os resultados
do intervalo de confianga e elucidando a anélise para o teste t pareado.

Em relagdo a analise estatistica de indicadores &cido-base, Silva e colaboradores (2017) também
empregaram o intervalo de confianga e o teste t pareado para comprovar que indicadores naturais
podem substituir a fenolftaleina para indicar o ponto final de titulagbes volumétricas [36]. Shalaby e
Mohamed (2020) também compararam através de teste t pareado os valores pKa de diversos
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indicadores obtidos através de imagens digitais e compararam com os valores de pKa obtidos por
espectroscopia por meio do programa computacional Datan [37]. Amador-Hernandes e colaboradores
(2014) tambeém empregaram ANOVA para comparar o valor de pKa de indicadores &cido-base em
funcdo do método de obtencdo e ndo encontraram diferencas significativas entre os valores de pKa
obtidos pelo programa computacional SQUAD, que é comumente empregado para determinacdo de
pKa e por trés métodos quimiométrico distintos [25].
Considerando-se o valor de pKa para o VB de 4,9 descrito na literatura [29] determinou-se o erro
relativo médio como sendo cerca de 14, 3 e 8% (negativamente) para os métodos I, Il e IlI,
respectivamente. Também foi determinado o desvio padrdo relativo (coeficiente de variagdo) em que se
obtiveram os valores de 1,18; 2,53 e 0,44%. O erro relativo esta atrelado a exatiddo do método,
enquanto o desvio padrdo relativo esta atrelado a precisdo do método. Em ambos os casos, a
propriedade em questdo é inversamente proporcional a determinacdo estatistica. Desta forma, 0 método
que apresentou a maior precisao foi o método 111 e exatidao foi o método II.
Finalmente, a estatistica respaldou a analise de que os trés métodos empregados neste estudo podem ser
considerados satisfatorios resultando em valores calculados de pKa préximo ao valor tabelado,
resultando em um erro e desvio padrao relativos aceitaveis em todos os casos. Este trabalho é mais um
exemplo de como a estatistica pode dar subsidio as analises quantitativas ndo apenas da quimica, como
também das diversas areas das ciéncias, contribuindo significativamente para a construcdo do
conhecimento académico e cientifico.

4 Consideracoes Finais

A comparacao estatistica de diferentes métodos de obtencdo de pKa baseado em espectroscopia UV-Vis
foi o principal enfoque deste trabalho. Através dele foi avaliado a determinacao espectrofotométrica de
pKa de um indicador de pH sob o ponto de vista grafico e analitico, concluindo que ambos podem ser
empregados com eficacia e que resultam em valores similares aos previamente relatados na literatura.

A quimiometria auxiliou na elucidacdo do comportamento espectral deste indicador, acusando a
existéncia de duas espécies em solucdo que foram explicadas por 99% da variancia experimental da
analise de componentes principais. Observou-se a mudanca de cor de amarelo para azul por volta de pH
5 que foi caracterizada pelo deslocamento espectral batocrémico da banda principal de absor¢édo de 443
para 615 nm e pela presenca de um ponto isoshéstico em 508 nm, confirmando a presenca de duas
espécies em solugdo.

Os valores de pKa para o referido indicador foram calculados a partir dos espectros de absor¢do na
regido do visivel e obteve-se os valores 4,22+0,05 e 4,75+0,12 pelos métodos graficos de intersecgdo de
curvas e de interseccdo de eixo, respectivamente e 4,50+0,02 pelo método analitico. Os testes de
intervalo de confianca para a média, teste t, ANOVA e Tukey (p<0,05) confirmaram que o método
grafico de interseccdo de curvas é diferente dos demais métodos estudados, todavia, 0 método gréafico
de interseccdo de eixo se mostrou igual ao método analitico. Este ultimo foi classificado como o de
maior exatiddo, enquanto a maior precisdo foi atingida pelo método de interseccéo de eixo.

Desta forma, sugere-se o uso de ACP para quantificacdo de espécies existentes em fungdo do pH em
espectroscopia, principalmente em sistemas complexos em que a visualizagdo dos pontos isosbéstico
seja dificultada e, consequentemente, a quantificagdo pela metodologia convencional torne-se confusa.
Ressalta-se que esta metodologia pode ser desenvolvida em programas computacionais de codigo
aberto, disponivel on-line para download gratuito e que se mostrou promissora, mesmo submetendo-se
poucos espectros de absor¢do ao tratamento quimiométrico.
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