CHEMISTRY: ART, SCIENCE, FUN
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Instruções Gerais
· Regras de segurança: seguir como descrito nos Problemas Preparatórios, não é  permitido comer ou beber no laboratório .

· Violando as regras de segurança  você será repreendido e, repetindo a violação, você será colocado para fora do laboratório.

· Caderno de problemas: 12 páginas (incluindo a capa e a Tabela Periódica de Elementos) com 2 problemas. Começa com o problema 1.

· Tempo 5 horas; será dado um aviso 30 minutos antes do final.

· Folhas de resposta: 5 páginas (incluindo a capa).
· Escreva seu nome e código de estudante em todas as folhas de resposta.

· Responder somente nos lugares apropriados das folhas de resposta, nada respondido em outro lugar será pontuado. Cálculos relevantes devem ser mostrados.

· Use somente a caneta e a calculadora fornecidas.
· Resultados: o número de algarismos significantes nas respostas numéricas deve estar de acordo com as regras de avaliação do erro experimental. Erros resultarão em pontos de penalidade mesmo que sua técnica experimental esteja sem defeito.

· Bureta:  ler com a maior precisão possível.

· Precisou de mais reagentes? Peça ao seu assistente de laboratório. Não há penalidade por isso .
· Amostra extra para ser analisadas ou quebra de coluna: uma penalidade de 10 pontos.

· Questões referentes à segurança, aparelhos, reagentes, organização, saída para o toalete: pergunte ao seu assistente de laboratório.

· Descarte de reagentes:  coloque somente nos recipientes designados.

· A versão oficial em inglês estará disponível e poderá ser solicitada apenas para esclarecimentos. Pergunte a seu assistente de laboratório.

· Após o sinal de stop coloque suas folhas de resposta e espectro no envelope (não lacre), e entregue a seu assistente de laboratório. Mantenha o caderno de problemas junto com a caneta e a calculadora.
· Você deve parar imediatamente após o sinal de stop. Um atraso de 5 minutos resultará em zero ponto neste exame. 
· Durante o exame prático algumas de suas vidrarias ou plásticos poderão ser usadas mais de uma vez. Limpe-os cuidadosamente. 
Lista de Reagentes
	Reagente
	Quantidade
	Colocado em
	Rotulado como

	Problema 1

	Eluente 1
	100 mL
	Frasco de vidro âmbar (escuro) *
	Eluente 1

	Eluente 1
	1 mL
	Microtubo de plástico 
	Eluente 1

	Eluente 2
	50 mL
	Frasco de vidro âmbar *
	Eluente 2

	Eluente 2
	1 mL
	Microtubo de plástico 
	Eluente 2

	Eluente 3
	50 mL
	Frasco de vidro âmbar *
	Eluente 3

	Eluente 3
	1 mL
	Microtubo de plástico 
	Eluente 3

	Solução tampão de Carbonato 0.5 М, pH 9.5
	10 mL
	Recipente de vidro
	NaHCO3

	Solução tampão de Tris-HCl 0.5 М, pH 8.5
	10 mL
	Recipente de vidro
	Tris-HCl

	Mistura de aminoácidos para ser analisada**
	1,2 mL
	Microtubo de plástico 
	Um número  entre  301 e 600

	Reagente de Ellmann: solução tampão de Fosfato 0.2 М contendo 10 mM de EDTA e 3 mM de ácido 5,5’- ditiobis(2-nitrobenzóico), pH 7.0
	10 mL
	Recipente de vidro
	DTNB 

	Reagente de Pauli: solução de 4-diazonio-benzenesulfonato de sódio em HCl  0.1 M aquoso 
	1 ml
	Microtubo de plástico 
	Pauli

	Hidróxido de sódio, solução aquosa 10%
	10 mL
	Recipente de vidro
	NaOH 10%

	8-Hydroxiquinolina, solução 5.2 mM em uma mistura etanol/n-butanol (9:1)
	5 ml
	Recipente de vidro
	8-HQ

	Hipobromito de sódio, solução 0.24 M em NaOH aquoso 10% 
	1,2 ml
	Microtubo de plástico 
	NaBrO

	ácido  2,4,6–Trinitrobenzenosulfônico, solução aquosa 3.4 mM
	1 mL
	Microtubo de plástico 
	TNBS

	Urea,  solução aquosa 8 M
	1 mL
	Microtubo de plástico 
	Urea

	Problema 2

	HCl, solução padrão, ~1 M (ver valor exato no rótulo)
	40 mL
	Frasco de vidro âmbar
	HCl

<e exata concentração >

	NaOH (a ser padronizado)
	200 mL
	Frasco de vidro âmbar
	NaOH

	Amostra de pó a ser analisada**
	0,5 – 1 g
	Béquer de 150 mL, coberto com vidro de relógio   
	<number of workplace>

	H2O destilada
	400 mL
	Frasco plástico de lavagem 
	H2O

	H2O destilada (compartilhada por 2 estudantes)
	30 mL
	Vidro conta-gota
	H2O

	H2O destilada (para uso comum)
	5 L
	Garrafa com tubos e grampo no topo da bancada 
	H2O

	NaH2PO4, solução 15%  (compartilhada por 2 estudantes)
	20 mL
	Vidro conta-gota
	NaH2PO4  15%

	Verde de Bromocresol, solução 0.5%  em  etanol 20% (compartilhada por 3-4 estudantes em um raw)
	30 mL
	Vidro conta-gota
	Bromcresol green

	Timolftaleína, solução 0.5%  em etanol (compartilhada por 3-4 estudantes em um raw) 
	30 mL
	Vidro conta-gota
	Thymolphtalein

	K2C2O4, solução 15% (compartilhada por 2 estudantes)
	50 mL
	Recipente de vidro âmbar
	K2C2O4 15%


* Fixada no topo da prateleira (nao remova), com tubo conectado e grampo
** Penalidade de 10 pontos para uma porção extra de amostra
Componentes dos Eluentes 1 a 3

Eluente 1: citrato de sódio aquoso 0,1 M, cloreto de sódio 50 mM, tiodiglicol 40 mM, ácido caprílico 1 mM, Brij-35 0,1%; pH 4.9.

Eluente 2: Fosfato de sódio aquoso 0,2 M, 0.1% Brij-35; pH 7.0.

Eluente 3: Hidróxido de sódio aquoso 0.2 M. 

Equipamentoss e vidrarias
	Item
	Quantidade

	Estante para tubos de ensaio
	1

	Suporte de ferro
	1

	Coluna cromatográfica com resina de troca iônica 
	1

	Suporte de ferro com manta branca
	1

	Garra dupla para bureta
	1

	Anel para funil
	1 

	Bureta de 25 mL
	1

	Frasco de 100 mL rotulado  “Waste”
	1

	Balão volumétrico de 100 mL
	2

	Erlenmeyer de 100 mL
	2

	Seringa com agulha 
	1 

	Tubos de ensaio graduados para coletar frações e preparar misturas 
	50

	Placa com 96 cavidades (buracos, poços)
	1

	Pipetador (micropipeta) com volume fixo de  0,1 mL (100 L)
	1

	Tubos descartáveis  (em copo plástico azul)
	20

	Cubetas espectrofotométricas rotuladas “A1”, “B1”, “A2”, “B2”, “A3”, “B3”  na estante das cubetas
	6

	Pipetas plásticas graduadas de 10 mL
	3

	Pipeta de vidro de 10 mL
	1

	Enchedor de pipetas  
	1

	Pêra de 3 saídas 
	1

	Bastão de vidro 
	1

	Finil para filtração 
	1

	Funil pequeno
	1

	Frascos de vidro âmbar de 60 mL para frações combinadas (picos)
	3

	Proveta de 10 mL rotulada “K2C2O4 15%” (compartilhada por 2 estudantes)
	1

	Proveta de 10 mL (compartilhada por 2 estudantes)
	1

	Proveta de  50 mL 
	1

	Proveta de 100 mL rotulada “H2O” (compartilhada por 3-4 estudantes)
	1

	Prato plástico com papéis de filtro*** (compartilhada por 3-4 estudantes)
	3 por estudante

	Placa de aquecimento (para uso comum, na capela)
	6 placas por capela

	Protetor de borracha (para uso comum, na capela)
	6 pares por capela

	Espectrofotômetro (compartilhado por um grupo de estudantes; ver o número do espectrofotômetro a ser usado em sua bancada “SP____”)
	

	Marcador
	1

	Régua 
	1

	Folha de papel branca
	1


***Se necessitar de papéis de filtro extra, peça a seu assistente de laboratorio.

Safety regulations, S-phrases, R-phrases

	Disodium hydrogen phosphate
	R:36/37/38 S:26-36

	Ethylenediaminetetraacetic acid, disodium salt
	R:36/37/38 S:26-36/37/39

	Tris-HCl
	R:36/37/38 S:26-36

	Arginine
	R:36 S:26

	Cysteine
	R:22

	Histidine
	S:22-24/25

	Hydrochloric acid
	R:34-37 S:26-36-45

	Sodium 4-diazoniumbenzenesulfonate
	R:1-37/37 S:26-36

	Sodium hydroxide
	R:34-35 S:26-36-37/39-45

	8-Hydroxyquinoline
	R:22-36/37/38 S:26-36/37

	Ethanol
	R:11 S:7-16

	Butanol-1
	R:10-22-37/38-41-67 S:7/9-13-26-37/39-46

	Sodium hypobromite
	R31-34 S:26-36-45

	5,5’-Dithiobis(2-nitrobenzoic acid)
	R:36/37/38 S:26-36

	2,4,6-Trinitrobenzene sulfonic acid
	R: 1-22-36/38-43 S: 26-36/37

	Sodium chloride
	R:36 S:26

	Thiodiglycol
	R:36 S:26

	Caprylic acid
	R:34 S:26-27-45-36/37/39

	Brij-35
	R:36/37/38 S:26-36

	Sodium dihydrogen phosphate
	S:22-24/25

	Sodium carbonate
	R:36 S:22-26

	Calcium carbonate
	R:41-37/38 S:26-39

	Bromocresol Green
	S:22-24/25

	Thymolphthalein
	S:22-24/25

	Potassium oxalate
	R:34 S:26-27-36/37/39


	Risk Phrases

	Indication of Particular Risks

	R1:
Explosive when dry
10: 
Flammable 
22: 
Harmful if swallowed 
31: 
Contact with acids liberates toxic gas 
34: 
Causes burns 

	35: 
Causes severe burns 
36: 
Irritating to the eyes 
37: 
Irritating to the respiratory system 
41: 
Risk of serious damage to eyes 
43: 
May cause sensitization by skin contact 
67: 
Vapors may cause drowsiness and dizziness 



	
	Combination of Particular Risks 

R24/25: 
Toxic in contact with skin and if swallowed 
36/37/38: 
Irritating to eyes, respiratory system and skin 
36/38: 
Irritating to eyes and skin 
37/38: 
Irritating to respiratory system and skin 



	Safety Phrases 


	Indication of Safety Precautions 

	S13: 
Keep away from food, drink and animal feeding stuffs 
22: 
Do not breathe dust 
26: 
In case of contact with eyes, rinse immediately with plenty of water and seek medical advice 
27: 
Take off immediately all contaminated clothing 
36: 
Wear suitable protective clothing 

	39: 
Wear eye/face protection 
45: 
In case of accident or if you feel unwell, seek medical advice immediately (show label where possible) 
46: 
If swallowed, seek medical advice immediately and show this container or label 


	Combination of Safety Precautions 

	7/9: 
Keep container tightly closed and in a well-ventilated place 

	24/25: 
Avoid contact with skin and eyes 
36/37/39: 
Wear suitable protective clothing, gloves and eye/face protection 
37/39: 
Wear suitable gloves and eye/face protection 



Problema 1. Cromatografia de troca iônica de aminoácidos

A cromatografia de troca iônica é uma técnica de análise qualitativa e quantitativa que possibilita a separação de substâncias. Este método baseia-se na interação de grupos iônicos das substâncias a serem separadas com os contra-iõns ligados à resina. Neste problema tem-se que efetuar a separação de 3 aminoácidos existentes numa mistura fornecida, seguida de uma análise quantitativa de cada um dos aminoácidos obtidos, usando reações com substâncias que provocam alterações de cor. Uma vez que poderá ocorrer a formação de uma fila de estudantes junto do espectrofotómetro, recomenda-se que a prova seja iniciada pelo problema 1.
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Três aminoácidos (ver estruturas acima) estão presentes na mistura fornecida. Estes são, respectivamente: a histidina, a cisteína e a arginina. Como resina de troca iónica é usado um derivado de poliestireno sulfonatado. No início da experiência a coluna está equilibrada com o Eluente 1 (pH = 4,9) (ver a figura da montagem na página 7).

Procedimento

Cromatografia. 1ª Etapa

Aplicação da solução da mistura de aminoácidos fornecida no topo da coluna. Primeiro, abrir a torneirinha da coluna para permitir que o eluente que existe na coluna saia para o Erlenmayer, etiquetado com a palavra “waste”, até que este fique ao nível da fase fixa (resina), tendo o cuidado para não deixar a superficie da resina secar. Feche a torneirinha e aplique no topo da coluna, usando a seringa fornecida, a amostra de aminoácidos a analisar. Abra a torneirinha e deixe que a amostra penetre na resina (recolha o eluente para o Erlenmayer de “waste”). Feche a torneirinha da coluna e adicione 1 mL do Eluente 1 libertando cuidadosamente a pinça que se encontra na extremidade do tubo (corresponde aproximadamente a 1 cm de líquido na coluna). Encaixe o topo da coluna firmemente, agarrando a coluna com uma mão e o adaptador com a outra (assegure-se que esta junção fica bem presa à coluna). Substitua o Erlenmayer de “waste” pelo tubo de ensaio graduado. Liberte a pinça e abra a torneirinha de modo a que o eluente possa escorrer efetuando-se assim a eluição da amostra. (Abra sempre a torneirnha para inicar a eluição e feche para parar).

Recolha frações de 2,5 mL para cada um dos tubos de ensaio graduados (como mostrado na figura). Se necessário, marque os tubos com o marcador. Depois de recolher 4 a 8 frações pare a eluição e efetue a análise qualitativa das frações recolhidas.


[image: image3]
Análise qualitativa das frações recolhidas

A análise qualitativa dos aminoácidos é baseada na reação de seu grupo α-amino com o 2,4,6‑trinitrobenzenossulfonato de sódio (TNBS):
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Este ensaio é feito na placa de 96 cavidades. Cada cavidade corresponde à análise do conteúdo de 1 tubo de ensaio. Antes de iniciar a análise, misture num tubo de ensaio graduado, 1 mL da solução de NTBS com 10 mL da solução tampão de carbonato e coloque 0,1 mL dessa mistura em metade das cavidades da placa (A1 a H5). Seguidamente adicione em cada cavidade 0,1 mL das frações recolhidas. Comece com o A1 continue com o B1, C1 etc., (siga de cima para baixo e da esquerda para a direita). Se um aminoácido estiver presente na fração recolhida, surgirá uma coloração amarela intensa, aproximadamente, ao fim de 3 minutos. Utilize a coloração da primeira cavidade como referência. Coloque a placa de 96 cavidades sobre a folha de papel branco para melhor visualização da cor. 

Nota: Todas as alíquotas de 0,1 mL devem ser adicionadas com auxílio do pipetador. Espera-se que você utilize uma ponta de pipeta para todas as frações de cada pico.

1.1a Desenhe o perfil de intensidade de cor (qualitativamente) no esquema da placa que se encontra na folha de respostas. Utilize os seguintes símbolos: (-) – Sem coloração, (1) – coloração fraca, (2) – coloração moderada e (3) – coloração intensa. Desenhe o perfil de toda análise cromatográfica que efetuar.

Continue a recolher as frações e a analisá-las até obter pelo menos duas cavidades com coloração igual à da cavidade A1, o que indicará que o primeiro aminoácido saiu completamente da coluna (fim do primeiro pico).

Cromatografia. 2ª Etapa

Assim que terminar de recolher o primeiro pico, mude para o Eluente 2. Para isso, feche a torneirinha, fixe a pinça (importante!), desligue o tubo que se encontra ligado ao frasco do Eluente 1 e ligue o tubo do frasco do Eluente 2. Encaixe o topo da coluna firmemente como procedeu anteriormente. 

1.1b Indique claramente no esquema da placa a mudança de eluente, riscando uma linha entre a última cavidade de um eluente e a primeira do outro eluente.

Continue a eluição recolhendo frações e efetuando a análise qualitativa das mesmas tal como descrito anteriormente.

Cromatografia. 3ª Etapa

Assim que terminar de recolher o segundo pico, mude para o Eluente 3 como foi descrito na etapa 2. Continue a eluição da coluna até o terceiro aminoácido ter sido completamente eluido. 

Termine a cromatografia fechando a torneirinha e fixando a pinça do tubo do eluente.

Baseado nos resultados da análise qualitativa, escolha as frações que contêm cada um dos aminoácidos.

1.1c Escreva na folha de respostas a identificação das cavidades correspondentes às frações anteriormente escolhidas. 

1.2 Junte as frações escolhidas para cada pico e meça o volume total usando uma proveta. Registre na folha de respostas o volume total de cada pico excluindo a quantidade utilizada na análise qualitativa.

Coloque nos frascos de vidro âmbar (escuro) identificados com “Peak 1”, “Peak 2”, “Peak 3” as frações correspondentes. Prepare seguidamente as amostras para análise quantitativa por espectrofotometria.

Quando terminar o seu exame prático, feche os frascos de vidro e deixe-os na sua bancada. As frações serão posteriormente analisadas pelo responsável do Laboratório.

Análise por Espectrofotometria.

Para cada amostra a analisar entregue duas cubetas ao operador, preparadas do seguinte modo:

Importante! Colocar sempre as cubetas no respectivo suporte! Todas as cubetas têm duas faces opacas e duas faces transparentes. Sempre que manusear as cubetas nunca toque nas faces transparentes. Caso contrário obterá valores de absorvância incorretos.

Ensaio 1 (Pico 1). A concentração de cisteína é determinada pela reacção de Ellmann:
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Tubo teste A1 (referência). Coloque 0,1 mL do Eluente 1 contido no Eppendorf em um tubo de ensaio graduado e adicione 2,9 mL do reagente de Ellmann (DTNB).

Tubo teste B1 (amostra). Coloque 0,1 mL da solução a ser analisada em um tubo de ensaio graduado e adicione 2,9 mL do reagente de Ellmann (DTNB).

Agite muito bem os tubos de ensaio graduados (A1 e B1). Transfira cada mistura para as cubetas correspondentes etiquetadas como A1 (referência) e B1 (amostra).

Ensaio 2 (Pico 2). A concentração de histidina é determinada pela reação entre o grupo imidazol e sais de diazônio (reação de Pauli).

Tubo teste A2 (referência). Coloque 2,8 mL da solução tampão de Tris-HCl no tubo de ensaio graduado, adicione 0,1 mL do Eluente 2 contido no Eppendorf e 0,1 mL do reagente de Pauli.

Tubo teste B2 (amostra). Coloque 2,8 mL da solução tampão de Tris-HCl no tubo de ensaio graduado, adicione 0,1 mL da solução a ser analisada e 0,1 mL do reagente de Pauli.

Agite muito bem os tubos de ensaio graduados (A2 e B2). Transfira cada mistura para as cubetas correspondentes etiquetadas como A2 (referência) e B2 (amostra).

Ensaio 3 (Pico 3). A concentração de arginina é determinada pela reação em condições alcalinas e oxidativas entre o grupo guanidinio e alguns fenóis (reação Sakaguchi).

Tubo teste A3 (referência). Coloque 0,1 mL do Eluente 3 contido no Eppendorf em um tubo de ensaio graduado, 1,5 mL de uma solução de NaOH a 10%, 1,0 mL da solução de 8-hidroxiquinolina e adicione 0,5 mL da solução de hipobromito de sódio.

Tubo teste B3 (amostra). Coloque 0,1 mL da solução a analisar num tubo de ensaio graduado, 1,5 mL da solução de NaOH a 10%, 1,0 mL da solução de 8-hidroxiquinolina e adicione 0,5 mL da solução de hipobromito de sódio.

Agite vigorosamente durante dois minutos (importante!) e observe o aparecimento de uma coloração laranja. Adicione a cada tubo, 0,2 mL da solução de ureia 8 mol.dm-3. Agite e transfira cerca de 3 mL para as correspondentes cubetas etiquetadas como A3 (referência) e B3 (amostra).

Todas as misturas devem ser analisadas por espectrofotometria não antes de 10 minutos e nem após 2 horas de sua preparação. Entregue o conjunto das 6 cubetas ao técnico responsável pelo espectrofotômetro. Em caso de existir uma fila de espera, peça ao técnico para registrar o seu código de estudante na lista de espera. Você será chamado pelo técnico quando este for analisar as suas amostras. Entretanto pode ir respondendo às questões na folha de resposta e começar a resolução do problema 2.

No caso das suas amostras não serem analisadas no intervalo de tempo adequado (o que esperamos que seja improvável), prepare novas amostras.

Obtenha a cópia dos espectros das suas amostras e verifique-as. Assine as cópias impressas e peça a assinatura do técnico responsável pelo espectrofotômetro.

1.3 Determine a absorvância no comprimento de onda correspondente e calcule a quantidade (mg) de cada aminoácido na mistura que recebeu. O caminho óptico é de 1,0 cm. Complete a tabela na folha de respostas, considerando que 1 mol de cada aminoácido origina 1 mol do produto correspondente.

Dados:

	Absortividade molar

Produto da reação de Ellmann: 13600 mol-1.L.cm-1 a 410 nm

Produto da reação de Pauli: 6400 mol-1.L.cm-1 a 470 nm

Produto da reação de Sakaguchi: 7700 mol-1.L.cm-1 a 500 nm
	Massa molar dos aminoácidos

Cisteína 121 g/mol

Histidina 155 g/mol

Arginina 174 g/mol


1.4. Desenhe três estruturas de ressonância da espécie responsável pela coloração obtida na reação de Ellmann.
Problema 2. Determinação de carbonato e hidrogeno-fosfato em uma amostra de abrasivo
Na2CO3, CaCO3 e Na2HPO4 são os principais constituintes de pós abrasivos. Neste problema você vai determinar ions carbonato e hidrogeno-fosfato em uma amostra de abrasivo, com duas titulações ácido-base.
Primeiro, uma quantidade exatamente conhecida de ácido clorídrico (tomada em excesso) é adicionada à amostra. Como resultado, hidrogeno-fosfato é transformado em H3PO4, enquanto carbonato é transformado em CO2, que é posteriormente removido por ebulição. Os íons cálcio incialmente presentes na amostra passam para a solução. Por causa da possível interferência nas análises subsequentes, eles serão precipitados como CaC2O4 e filtrados antes da titulação.

Em seguida, o ácido fosfórico formado é submetido a duas titulações com solução de NaOH pré-padronizada e dois indicadores diferentes: Verde de Bromocresol (BCG) e Timolftaleína (TP). Primeiro, H3PO4 (e excesso de HCl) é titulado para ion H2PO4-. O ponto final se encontra em meio ligeiramente ácido (pH de ~4.5), que corresponde à mudança de cor do BCG, de amarelo para azul. A segunda titulação procede até a formação de HPO42-. O ponto final da segunda  titulação corresponde à mudança de cor do TP, de incolor para azul (meio moderadamente alcalino, pH de ~10).

O teor de íons CO32- na amostra  é calculado pela diferença entre:

a) A quantidade de titulante equivalente à quantidade inicial de HCl (tomada para a dissolução da amostra) e 

b) A quantidade de titulante correspondente ao segundo ponto final (TP).
O teor de HPO42- é calculado pela diferença entre as quantidades de titulante consumidas para atingir os dois pontos finais (TP e BCG).
Procedimento
Etapa 1. Dissolução da amostra e remoção do CO2
Cuidadosamente, não removendo o vidro e evitando perdas por causa de respingos! Adicione exatamente (com a pipeta) 10.00 mL da solução de HCl aproximadamente 1 mol/L (veja a concentração exata do ácido no rótulo) à amostra do pó abrasivo no béquer coberto com vidro de relógio. Após terminado o estágio mais intenso de evolução do gás, aqueça cuidadosamente a solução no béquer (coberta com o vidro de relógio) na placa de aquecimento até parar a evolução de gás. Então, leve a solução até a ebulição e ferva cuidadosamente por 2-3 min. 

Etapa 2. Precipitação do cálcio. 
Remova o béquer da placa; lave, passando para o béquer, o vapor condensado em baixo do vidro de relógio, com água destilada. Adicione 1-2 mL de solução de K2C2O4 15% com a proveta. Deixe o béquer de lado até que a maior parte do precipitado se forme (usualmente necessita de 10 a 20 min). Use esse tempo para a padronização da solução titulante de NaOH (veja o procedimento abaixo). 

Etapa 3.  Padronização da solução de NaOH
Coloque, com uma pipeta, 10,00 mL da solução de HCl em um balão volumétrico de 100 mL, complete até a marca com água destilada e misture. Encha a bureta com a solução de NaOH. Transfira, com uma pipeta, 10,00 mL da solução diluída de HCl, do balão volumétrico para um Erlenmeyer. Adicione 1-2 gotas de solução de timolftaleína e titule com a solução de NaOH até que uma coloração azul apareça estável na mistura por 5-10 s.

Nesta etapa e nas seguintes. Repita a titulação, o número de vezes necessário. É desejável que os valores, mais alto e mais baixo, do volume do titulante, difiram entre si não mais que 0,10 mL. Registre todos os valores de volume final com precisão de 0,01 mL.
2.1a Complete a tabela na Folha de Resposta.

2.1b Calcule a concentração da solução de NaOH (em mol/L).
Etapa 4. Filtrando o oxalato de cálcio
Após filtrar a maior parte do CaC2O4 precipitado, colete o filtrado em um balão volumétrico de 100 mL. Uma leve turbidez do filtrado é admissível, uma vez que, pequenas quantidades de oxalato de cálcio não interferem na titulação. Lave o filtrado com  água destilada; complete a solução no frasco até  a marca com água destilada e misture. Coloque o papel filtrado usado no cesto do lixo.
Etapa 5. Titulação da amostra usando o indicador Verde de Bromocresol
Usando uma pipeta, transfira do balão volumétrico para o Erlenmeyer, uma alíquota de 10,00 mL da solução amostra, vinda da etapa 4, e adicione 3 gotas da solução de BCG. Prepare em outro Erlenmeyer uma solução de referência, adicionando 3 gotas da solução de NaH2PO4 15 % e 3 gotas de BCG a 15-20 mL de água destilada. Titule a solução amostra com a solução de NaOH até  a cor coincidir com a cor da solução de referência 

2.2 Complete a tabela na Folha de Respostas.
Etapa 6. Titulação da amostra usando o indicador timolftaleína
Usando uma pipeta, transfira do balão volumétrico para o Erlenmeyer, uma alíquota de 10,00 mL da solução amostra, vinda da etapa 4. Adicione 2 gotas da solução de TP e titule com a solução de NaOH até que uma coloração azul apareça estável na mistura por 5-10 s.

2.3 Complete a tabela na Folha de Resposta.
Etapa 7. Cálculos
2.4 Calcule a massa de CO32- na amostra.
2.5 Calcule a massa de HPO42- na amostra.
Etapa 8. Questões adicionais ao problema
Responda as questões adiconais na Folha de Resposta.

2.6a Indique uma reação (escreva a equação) para um processo que interfira na análise da amostra que você realizou na presença de Ca2+. 

2.6b Uma lista de possíveis falhas, nas diferentes etapas, é dada na tabela na folha de respostas. Indique quais dessas falhas podem levar a um erro na determinação dos teores de CO32- e/ou HPO42-. Use os seguintes simbolos: “0” se nao é esperado um erro , “+”ou“–“ se o resultado é  mais alto (erro positivo) ou mais baixo (erro negativo) que o verdadeiro.
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