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RESUMO

Métodos para determinaco de sodio (Na"), potassio (K"), calcio (Ca™®), magnésio (Mg'™),
glicerina livre (GL), glicerina total (GT) e indice de iodo em amostras de biodiesel por
eletroforese capilar por deteccao por UV foram desenvolvidos. Para determinagao dos cations,
GL e GT foi utilizado um capilar de silica de 52 cm de comprimento e o eletrolito de corida
para separa¢do dos analitos foi composto por 60 mmol L™ de acido acético, 15 mmol L™ de
imidazol e 5 mmol L™ de éter 18 - coroa - 6. Os limites de quantificagio para os cations
variaram entre 0,5 mg Kg' a 0,07 mg Kg"' e, para GT ¢ GL, foram de 0,0056% (m/m) e
0,00056% (m/m) respectivamente. O eletroferograma gerado exibe quatro parametros de
qualidade do biodiesel em aproximadamente 2,5 minutos. Como o método ¢ indireto para
analise de cations, a concentragao dos cations também pode ser calculada sem curva de
calibragdo, pois sdo utilizadas equagdes de razdo de transferéncia e fator de conversao para
cada cation. De acordo com o teste-t, os valores encontrados por eletroforese capilar para os
cations, GL e GT sdo equivalentes aos valores obtidos por diversos laboratérios que
utilizaram os métodos oficiais DIN EN14538, NBR 15553, NBR 15556, NBR 15908, ASTM
D 6584 ¢ NBR 15908. Um procedimento baseado na conversao do eletroferograma de tempo
de migragdo para mobilidade efetiva também foi desenvolvido. Desvios de mobilidade efetiva
entre quatro laboratorios diferentes foram inferiores a 1% (CV) com o procedimento
desenvolvido. Para determinacao do indice de iodo de amostras de biodiesel, foi utilizado um
capilar de silica com 48,5 cm de comprimento e eletrélito de corrida otimizado foi composto
por 4cido 50 mmol L™ de 6-aminocapréico ¢ 10 mmol L 4cido cloridrico. O método foi
validado utilizando curva de calibracdo externa e calibragdo de ponto unico. De acordo com
testes estatisticos realizados, concentragdes de iodeto entre a faixa de 20 mg L™ a 90 mg L™
podem ser utilizados como referéncia de calibragdo de ponto unico. O limite de quantificagdo
calculado foi inferior a 1 g de I, para 100 g de biodiesel. Em relagdo ao método oficial DIN
EN 14111, o tempo de anélise da amostra foi reduzido significativamente, pois o tempo de
reacdo de Wijs foi melhorado de 30 para 3 minutos. De acordo com o teste-t, os valores de
indice de iodo encontrados pelo método desenvolvido sdo equivalentes aos valores obtidos
através do método oficial DIN EN 14111.

Palavras-chave: Biodiesel. Eletroforese Capilar. Cations. Sédio. Potassio. Célcio. Magnésio.

Glicerina livre. Glicerina total. Indice de iodo.



ABSTRACT

Methods for determination of sodium (Na), potassium (K'), calcium (Ca™), magnesium
(Mg™), free glycerol (FG), total glycerol (TG) and iodine number in biodiesel samples by
capillary electrophoresis with UV detection (CE-UV) were developed. The separation of
cations, FG e TG was performed in a silica capillary (52 cm x 75 pum) using a background
electrolyte (BGE) composed by 60 mmol L™ acetic acid, 15 mmol L imidazole and 5 mmol
L' 18 — crown — 6. The LOQ for cations ranged from 0.5 mg Kg' to 0.07 mg Kg™' and, for
TG e FG, from 0.0056% (w/w) to 0.00056% (w/w), respectively. The electropherogram
obtained exhibits four quality parameters of biodiesel in approximately 2.5 min. Whereas the
method is indirect for cation analysis, the concentration of cations in biodiesel samples can be
calculated through transfer ratio and conversion factor equations, and no calibration curve is
necessary. However, the migration time of the peaks should be corrected. According to
statisical t-test, the results obtained by CE-UV for cations, GL e GT are equivalent to the
results obtained by the methods DIN EN14538, NBR 15553, NBR 15556, NBR 15908,
ASTM D 6584 and NBR 15908. A procedure based on the conversion of the migration time
axis of the electropherogram to effective mobility axis was also developed. Interlaboratorial
migration time deviations were better than 1% RSD. The method for determination of iodine
number of biodiesel samples by CE-UV was developed using a silica capillary (48.5 cm x 50
um) and BGE composed by 50 mmol L' 6-aminocaproic and 10 mmol L™ HCI. The method
was performed using both external calibration curve and single point calibration (SPC).
According to statistical tests, concentration levels of 20 mg L™ to 90 mg of I" is the best range
to perform the SPC. The LOQ for the proposed method is lower than 1 g of I, per 100 g of
biodiesel. Compared with the method DIN EN 14111, the analysis time was reduced
significantly and the Wijs reaction time of was reduced from 30 to 3 min. According to
statistical t-test, the iodine number of biodiesel samples obtained using the proposed method
and the method DIN EN 14111 are equivalent with a confidence level of 95%.

Keywords: Biodiesel. Capillary Electrophoresis. Cations. Sodium. Potassium. Calcium.
Magnesium. Free glycerol. Total glycerol. lodine number.
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1 INTRODUCAO

1.1 BIODIESEL: IMPORTANCIA, SINTESE, E CONTROLE DE QUALIDADE

Existe uma grande demanda de combustivel no mundo e o alto consumo de
combustivel fossil intensifica a emissdo de poluentes para a atmosfera e aumenta o efeito
estufa. Para reduzir o consumo de combustiveis fosseis, pesquisas estao sendo realizadas para
encontrar fontes de energia mais ecolédgicas e renovaveis (CHUAH et al., 2016, 2017). No
setor de transportes, o biodiesel ¢ um grande substituto para o petrodleo, pois pode ser
misturado com combustiveis fosseis para ser utilizado em motores movidos a diesel sem que
nenhuma transformac¢do mecanica seja necessaria (OUANIJI et al., 2016). O biodiesel também
pode ser aplicado como o6leo de aquecimento, lubrificante, plastificante e absorvente de alto
ponto de ebulicdo para limpar emissdes industriais gasosas. O biocombustivel apresenta
melhor biodegradabilidade e menor toxicidade em comparagdo ao combustivel fossil
(KNOTHE; RAZON, 2017). Vérios tipos de 0leos, novos ou ja utilizados, de origem vegetal
ou animal, podem ser utilizados para fabricagdo do biocombustivel (BRENNAN; OWENDE,
2010; ENWEREMADU; MBARAWA, 2009; GASHAW; MOHAMMED, 2014; GASHAW;
TESHITA, 2014; OUANIJI et al., 2016).

A produgdo de biodiesel em escala industrial ¢ realizada através da transesterificagdo
de triacilglicer6is, em uma reagdo que frequentemente ¢ catalisada por bases, principalmente
NaOH ou KOH. Para realizar a transesterificacao, os solventes mais utilizados sao metanol ou
etanol. A reagdo produz monoésteres de alquila e, como maior subproduto, a glicerina
(glicerol)(OUANIJI et al., 2016). A figura 1 ¢ uma representagdo da reagdo que ocorre entre
um 4alcool e um triacilglicerideo para formar o biocombustivel.

Diante da importincia do biodiesel para a sociedade moderna, em 1991 a Austria foi
o primeiro pais a estabelecer normas de controle de qualidade de biodiesel proveniente da
reagdo utilizando metanol como reagente. Logo ap0s, surgiram as normas da Alemanha (DIN
51606), da Unido Europeia (EN 14214) e dos Estados Unidos (ASTM D6751) (KNOTHE;
RAZON, 2017; LOBO; FERREIRA; CRUZ, 2009). O controle de qualidade de biodiesel no
Brasil também ¢ realizado através de normas estipuladas pela RANP 45 - 2014, que ¢ a

Resolucdo da ANP de n° 45 de 26 de agosto de 2014 (ANP, 2014). Dentre os parametros de
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qualidade do biodiesel, serdo discutidos os referentes as concentragdes de Na, K, Ca, Mg, a
glicerina livre (GL), a glicerina total (GT) e o indice de iodo, que sdo os parametros de

interesse para esse trabalho.

Figura 1: Reagdo de transesterificagdo envolvendo moléculas de alcool e triacilglicerideo. A

reacdo produz o biodiesel e glicerol.

O
0 4y
& C—0O—R
Hl—0— C\ Rl/ H,COH
N | R, Base o |
—
ROH  + C —0—CH —— c—0—Rr * HCOH
Alcool e | 0 e |
Ry y R,
H.C—0—C . H,COH
N
R, ‘ﬂ\“‘c — 0O—R Glicerol
Triacilglicerideo S (subproduto)
Rs
Esteres de alquila

(biodiesel)

Fonte: O autor.

Como determinado pela resolucao da ANP de 2014, estipula-se que as concentragdes
de Na" + K" e Ca™ + Mg™ ndo devem ultrapassar 5 mg kg ~' no biodiesel. Os metais
alcalinos Na e K normalmente sdo encontrados no biodiesel, pois sdao adicionados na forma de
hidroxidos para realizagdo da catalise basica durante a produg¢do do combustivel (FERRARI;
PIGHINELLI; PARK, 2011). Os metais alcalinos terrosos Ca e Mg normalmente sdo
provenientes da agua com o qual o biodiesel foi lavado apds a sua produgdao (FERRARI;
PIGHINELLI; PARK, 2011). A presenca desses metais no biodiesel promove consequéncias
indesejaveis. A decomposicdo do biodiesel ¢ acelerada quando as concentragdes dos metais
sdo elevadas (AMAIS et al., 2012). Os filtros dos veiculos também sdo entupidos devido a
formacgao de sabao insoltvel (DE JESUS; SILVA; VALE, 2008). Pode também haver geragao
de cinzas dentro do motor devido a presenga de Na e K no combustivel (FERRARI;
PIGHINELLI; PARK, 2011).

A GL e GT sao outros dois parametros de qualidade que sdo controlados. A GL ¢
referente a molécula de glicerina que foi liberada totalmente de um triacilglicerideo quando a
reacdo de transesterificacdo ocorreu (FERRARI; PIGHINELLI; PARK, 2011; SPUDEIT et

al., 2013). Concentragdes elevadas de GL indicam que a lavagem do biodiesel foi insuficiente
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(FERRARI; PIGHINELLI; PARK, 2011). Outra forma de glicerina ¢ a forma ligada, onde a
glicerina ainda pode estar na forma de mono-, di- ou triacilglicerideo (FERRARI;
PIGHINELLI; PARK, 2011; SPUDEIT et al., 2013). Logo, a GT ¢ a soma da glicerina livre
mais a glicerina ligada. Uma quantidade elevada de glicerina ligada significa que a reagao
para producdo de biodiesel ndo foi eficiente ou que o biodiesel foi adulterado com algum 6leo
vegetal. De acordo com a RANP - 45, as concentragdes de GL e GT nao devem ultrapassar
0,02% m/m (200 mg kg) e 0,25% m/m (2500 mg kg™') respectivamente (ANP, 2014). Esses
limites devem ser respeitados, pois a glicerina encontrada no biodiesel pode obstruir os filtros
de combustivel do veiculo e também pode formar acroleina. A acroleina ¢ um composto
toxico formado durante o processo de combustdo e que inevitavelmente ¢ liberado no meio
ambiente (B. LIMA ef al., 2012). O excesso de GT e GL também pode formar depodsitos de
carbono sobre as superficies do bico injetor, pistdes e valvulas, prejudicando o funcionamento
dos veiculos (FERRARI; PIGHINELLI; PARK, 2011).

A resolugdo da RANP-45 também determina que os de indices de iodo das amostras
devem ser anotados. Embora a RANP — 45 nao estipule um limite maximo de indice de iodo,
algumas normas europeias, como a EN 14214, estabelecem um consumo maximo de 120 g de
I, para cada 100 g de biodiesel (LAPUERTA; RODRIGUEZ-FERNANDEZ; DE MORA,
2009; LOBO; FERREIRA; CRUZ, 2009). O indice de iodo é um parametro que reflete o grau
de insaturacdo do biodiesel e dleos vegetais. Quando o grau de insaturacdo do biodiesel ¢
elevado, pode haver polimerizagdo do biocombustivel a altas temperaturas e a viscosidade do
combustivel aumenta. Consequentemente a lubrificagdo do bico injetor e a taxa de combustao
do combustivel sdo reduzidas e o desempenho do motor € prejudicado (KALAYASIRI;
JEYASHOKE; KRISNANGKURA, 1996; LEUNG; KOO; GUO, 2006; TUBINO;
ARICETTI, 2013).

1.2 PRODUCAO DE BIODIESEL E IMPACTO ECONOMICO

De acordo com dados estatisticos da ANP, apenas no ano de 2018, o volume de
biodiesel produzido no Brasil foi de 5.350.036 m’. No periodo correspondente de janeiro até
junho de 2019, o volume de biodiesel produzido foi de 2.237.144 m® (ANP, 2019). De acordo
com o Jornal Estado de Minas (2019), O Conselho Nacional de Politica Energética (CNPE)



18

estima que a produ¢do anual de biodiesel atinja os 10 bilhdes de litros até¢ 2023. A expectativa
¢ a quantidade de biodiesel adicionado no diesel chegue até 15% até 2023, estando agora em
10% (EM, 2019).

Devido a grande produgdo de biodiesel, o impacto produzido na economia ¢ notavel.
Segundo a Associacdo dos Produtores de Biodiesel do Brasil (APROBIO), apenas no periodo
de 2016 - 2018, a producido de biodiesel ampliou em cerca de R$ 90 bilhdes o Produto Interno
Bruto (PIB) do pais, além de contribuir na geracdo de mais de 200 mil novos empregos
(APROBIO, 2019).

Os maiores consumidores de diesel e biodiesel sdo os veiculos. Em 2018, a frota
total de veiculos rodoviarios no Brasil era de quase 66 milhdes, dos quais 2 milhdes sdo
referentes aos caminhdes e 376 mil a frota de onibus (IBPT, 2018). Se apenas as frotas de
onibus e caminhdes forem consideradas, existem aproximadamente 2,4 milhdes de motores
abastecendo com uma mistura de diesel e biodiesel, considerando unicamente o transporte
rodovidrio no pais. Assim, a utilizagdo de um combustivel de baixa qualidade pode danificar
milhdes de veiculos e gerar bilhdes em prejuizo. Para monitorar bilhdes de litros de
combustivel, o desenvolvimento de métodos analiticos com grande velocidade, frequéncia

analitica e reprodutibilidade torna-se uma importante linha de pesquisa.

1.3 AVANCOS NO CONTROLE DE QUALIDADE DE BIODIESEL

Para comercializagdo, o regulamento técnico ANP N°3/2014 (em anexo na RANP -
45), determina que normas da Associagdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT), da
American Society for Testing and Materials (ASTM), da International Organization for
Standardization (ISO), e do Comité Européen de Normalisation (CEN) devem ser utilizados
para controle de qualidade do biodiesel (ANP, 2014). Em termos de avangos cientificos,
métodos alternativos também sdo apresentados na literatura. As secdes seguintes descrevem
alguns métodos oficiais (normas técnicas) e métodos alternativos propostos na literatura em

relagdo as analises de Na, K', Ca™, Mg™, GL ¢ GT e indice de iodo.

1.3.1 Métodos para determinacio de Na*, K", Ca®?, Mg+2 em biodiesel

No Brasil, através do regulamento técnico da ANP (n°3/2014), as determinacdes de

Na', K, Caﬂ, e Mg+2 podem ser realizadas através da norma técnica NBR 15553:2015, que
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utiliza espectrometria de emissdo atomica por plasma indutivamente acoplado (ICP-OES)
(ABNT, 2015a). A norma NBR 1556:2008 também determina o teor dos quatro cations,
contudo, utiliza espectrometria de absor¢do atomica (ABNT, 2008a). O teor de Na' e K' pode
ser determinado separadamente pelas normas NBR 15554:2008 (ABNT, 2008b) e NBR
15555:2008 (ABNT, 2008c) que também utilizam espectrometria de absor¢ao atomica.

Em 2014, Pereira ef al. determinaram Ca™ e Mg™ por espectrometria de absor¢io
atomica em chama. Os autores mostraram uma nova maneira de extrair os cations inorganicos
do biodiesel, que consiste em realizar uma extracao induzida por emulsao, onde o biodiesel ¢
misturado com uma solugdo contendo HNO; e 7,5% m/v de Triton X — 114. A emulsdo pode
ser eliminada em 10 minutos quando aquecida a 90 °C. Apd6s 10 minutos, a fase aquosa ¢
coletada, diluida com padrdo interno (Co™), e os sinais dos analitos sdo medidos no
equipamento de absor¢do atomica.

Como demonstrado por Caland et al. em 2012, a cromatografia de troca idnica
também pode ser utilizada para determinar cations inorganicos em amostras de biodiesel. O
método requer uma coluna modelo Metrosep C4 com 100 mm de comprimento e 7 um de
diametro de particulas e uma fase movel composta de 1,7 mmol L de 4cido dipicolinico e 2,5
mmol L™ de HNO;. A extragdo dos cétions foi realizada utilizando ultrassom com frequéncia
de 50 kHz e aquecimento por 10 minutos para extrair K, Na" e Ca™, ¢ 15 minutos para
extrair Mg,

A voltametria também aparece como opcdo para determinagdo de cations em
biodiesel. A determinagdo de K™ em biodiesel pode ser realizada com uma célula
eletroquimica composta por um eletrodo de carbono vitreo modificado, um eletrodo de platina
e um eletrodo saturado de calomelano, que sdo os eletrodos de trabalho, auxiliar e de
referéncia, respectivamente (DE SOUZA CASTILHO; STRADIOTTO, 2008). A
determinacio de Ca™ pode ser realizada através de voltametria de onda quadrada e sem
necessidade de modificagdes da superficie do eletrodo de trabalho. O método foi
desenvolvido baseando-se na capacidade do Ca™ em complexar com o EDTA. Ao realizar
uma varredura entre + 1000 mV, o pico de oxidagdo do Ca™ complexado é observado em 200
mV e esse sinal € proporcional a concentragdo do analito (ALMEIDA et al., 2014).

Eletroforese capilar (CE) também foi utilizada em 2010 para analisar K, Na*, Ca™

e MgJ'2 utilizando Ba™ como padrdo interno. No método proposto, foi utilizado um capilar de
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32,5 cm com 50 um de didmetro interno. O eletrélito utilizado era composto por 10 mmol L™
de imidazol e 40 mmol L™ de 4cido acético. A injecdo da amostra foi realizada de maneira
hidrodinamica com 50 mbar por 5s. Os limites de quantificacdo e detec¢dao calculados
variaram entre 1,0 a 0,3 mg Kg™'. A extra¢io proposta nesse método é realizada apenas com

agua deionizada e requer agitacdo durante 20 minutos (PIOVEZAN et al., 2010).

1.3.2 Métodos para determinacao de GL e GT em biodiesel

Para determinacdo de GL, GT, mono-, di- e triglicerideos, o regulamento técnico
n°3/2014 da ANP determina o uso da NBR 15908 (ABNT, 2015b), que utiliza a
cromatografia gasosa. Para determinagdo de GT e teor de triglicerideos, o regulamento
técnico estipula a utilizagdo da NBR 15344, onde a determinacao de GT ¢ realizada através de
iodometria (ABNT, 2016). O parametro GL isoladamente também pode ser determinado por
volumetria, através da NBR 15771:2009.

Métodos alternativos também sao encontrados na literatura. Em 1995, foi publicado
um método para determina¢do de GL, mono-, di- e triglicerideos em ésteres metilicos
provenientes da reacdo com Oleos vegetais. A estratégia da técnica ¢ derivatizar a glicerina,
mono- ¢ diglicerideos com N-metil-N-(trimetilsilil)trifluoracetamida (MSTFA). Assim, a
andlise ¢ realizada por cromatografia gasosa com detector de ionizagdo em chama e a
separacdo ocorre em uma coluna DB-5 de 10 m com 0,32 mm de diametro interno e
espessura de fase estacionaria de 0,1 um. No método descrito, os monoglicerideos sdo eluidos
através da coluna em aproximadamente 16 minutos, os diglicerideos em aproximadamente de
21 minutos e os triglicerideos em cerca de 30 minutos (PLANK; LORBEER, 1995).

Ribeiro e Rocha, em 2013, desenvolveram um método espectrofotométrico para
analise de GL em biodiesel. O método descrito ndo necessita de extragdao liquido-liquido
(LLE) para extrair a glicerina da fase organica. Nesse caso, o biodiesel foi dissolvido com
etanol, que também ¢ soluvel com os reagentes necessarios para que o método seja realizado.
A glicerina reage com periodato formando formaldeido. O formaldeido entdo reage com
acetilacetona para formar 3,5-diacetil-1,4-dihidrolutidina, que tem um méaximo de absorcao de
radiagdo no comprimento de onda de 410 nm, onde sdo monitoradas as analises.

Voltametria também pode ser aplicada para determinagdo de GL em biodiesel
utilizando uma célula eletroquimica convencional de 25 mL em um arranjo com trés

eletrodos. O eletrodo de trabalho ¢ um disco de platina com uma area de 0,125 cmz, o eletrodo
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auxiliar ¢ um eletrodo de platina e o eletrodo de referéncia é composto de Ag/AgClsaurado- Os
voltamogramas sio obtidos em solugdo contendo 100 mmol L™ de 4cido perclérico. Os ciclos
voltamétricos sdo configurados entre - 0,14 V e + 1,3 V vs Ag/AgClgaurado cCOM uma taxa de
varredura de 100 mV s”'. Embora a obtencdo dos voltamogramas seja rapida, o preparo de
amostra ¢ demorado, envolvendo lavagens do biodiesel com agua quente, centrifugacdes e
destilacao da fase organica por 3 horas para remover qualquer agua residual da amostra
(LOURENCO; STRADIOTTO, 2009).

A cromatografia liquida também pode ser utilizada para determinacdo de GL
utilizando um HPLC com detec¢do amperométrica pulsada, uma coluna AM1 (DIONEX) e
uma a fase movel composta por solugio aquosa de 0,5 mol L' de NaOH. Nas condig¢des
propostas, o pico referente a glicerina tem um tempo de retengdo de 5,71 minutos. O método
apresenta limite de quantificacdo de 1 mg Kg'1 (LOZANO et al., 1996).

Como proposto por Gongalves Filho e Micke em 2007, a eletroforese capilar (CE)
também pode ser utilizada para determinacdo de GL. Para extrair a GL do biodiesel, ¢
necessario realizar uma LLE com cloroférmio e 4gua. A glicerina entdo reage com periodato e
forma o iodato, como demonstra a seguinte reacao: C;HgO3 + 2HIO, — 2CH,0 + HCOOH +
H,O + 2HIO;. O método proposto determina o teor de GL através do pico obsevado de iodato.
A separacdo ¢ rapida e ocorre em menos de 30 s, porém, o preparo da amostra demora
aproximadamente 30 minutos. O eletrélito desenvolvido foi composto por 20 mmol L' de
glicina e 10 mmol L™ de acido trifluoracético. O capilar utilizado foi de silica fundida com 32
cm x 50 um de didmetro interno.

Em 2013, Spudeit et al. desenvolveram um método para determinagdo de GL e GT
em amostras de biodiesel por eletroforese capilar. No método proposto, a glicerina ligada era
convertida a GL através de uma reacdo do biodiesel com KOH em meio etandlico e,
posteriormente, a reagdo era neutralizada com uma mistura de 4cido acético e cloroférmio
(25:75 v/v). A extragdo de GL era realizada com agua deionizada. A glicerina formada entao
reage com periodato e a GT e GL sdo quantificadas através da formagdo de iodato. As
amostras de GT e GL foram injetadas pela mesma extremidade do capilar de maneira
sequencial. O eletrdlito de corrida utilizado foi composto por 15 mmol L' de 4cido
trifluoracético ¢ 20 mmol L de glicina ¢ a separacdo dos picos de interesse ocorreu em

menos de 30 s (SPUDEIT et al., 2013).
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1.3.3 Método para determinacio de K*, Na®, Cae Mg’L2 GL e GT por CE

Em 2012, Spudeit desenvolveu um método para determinagdo de K, Na’, Ca™ e
Mg™? GL e GT por CE em amostras de biodiesel. Uma breve descrigio do método esta
representada na tabela 1. Em resumo, preparam-se as amostras para analise de cations, GL e
GT separadamente. As amostras de cations sdo injetadas pela extremidade oposta do capilar
em relacdo as injecoes das amostras de GL e GT. Entre as inje¢des de GL e GT ¢ injetado
eletrolito de corrida para ndo haver jun¢do das duas amostras. Para realizar a analise de GL e
GT, apo6s etapas de LLE, ¢ adicionado solugdo de periodato (I04) para formagdo de iodato
(I057), que ¢ o analito utilizado para quantificagdo de GL e GT. Com a aplicacdo de uma
diferenga de potencial entre os eletrodos, os cations e anions migram em direcdo ao eletrodo

de carga oposta, e atravessam a mesma janela de detec¢do (SPUDEIT, 2012).

Tabela 1: Descrigdo sucinta do método proposto por Spudeit em 2012 para determinagdo de

K', Na', Cae Mg+2 , glicerina livre e total.

Analitos Versiao simplificada do preparo de amostras Modo de injecio

o > ) Hidrodinamica pela
. + 42 2 200 mg de biodiesel + solugdo de Ba'* — agitacdo da ) B
K',Na’,Ca"eMg ) . ) extremidade positiva do
solugdo por 5 min. — centrifugagdo por 10 min. )
capilar (40 mbar, 5s)

200 mg de biodiesel + 800 pL de agua deionizada + 200 pL hidrodinamica pela

Glicerina Livre de cloroférmio — homogeneizagdo — extremidade negativa do
(GL) centrifugacdo por 5 min — diluigdo com solucdo de capilar.
periodato antes de injetar. Injecéio GL:
100 mg de biodiesel + 1 mL de KOH 1,25 % (m/m) e tempo -40mbar 2s
de reacgdo de 10 min — acidifica¢do da solugdo com Injecdo de espagador de
Glicerina Total solucio de 4cido acético e cloroférmio — diluigdo da eletrélito entre GT e GL:
(GT) amostra com 5 mL de solugdo de NO; (200 mg L) — -40mbar por 6s
centrifugagdo por 5 min. — diluigdo com solugdo de Injecdo de GT:
periodato antes de injetar. -40mbar por 3s

Condi¢des Experimentais:
Modelo do equipamento: Agilent HP3D-CE
Eletrélito: Imidazol (15 mmol L) e 4cido acético (120 mmol L)
Pré-condicionamento entre as corridas: 30 segundos com eletrdlito de corrida
Capilar de silica: 32,5 cm x 75 pm de didmetro interno
Temperatura: 25 °C
Comprimento de onda observado: 210 nm
Ordem de injecdo das amostras indiferente

Fonte: Adaptado de Spudeit (2012).
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O método proposto por Spudeit em 2012 ¢ direto para analise de GL e GT, pois o ion
105" absorve no UV. Para correcdo das areas dos picos referentes aos anions, foi adicionado
NO;3;  como padrao interno. Em relacdo a analise de cations o método ¢ indireto, pois os
cations apresentam baixa absortividade molar. As éareas dos cations foram corrigidas
utilizando o Ba™ como padrio interno. O co-ion para os cations é o grupo imidazol protonado.

No método proposto por Spudeit em 2012, a separagao de todos os picos de interesse
no sistema de eletroforese ocorre em menos 1 minuto (figura 2). O método também apresenta
pontos que podem ser aprimorados. A extragdo dos cations apenas com agua deionizada nao
extrai todos os cations com grande eficiéncia. Picos de ions formiato também aparecem no
eletroferograma (figura 2) e podem comigrar com o pico do K' caso a velocidade do fluxo
eletrosmotico aumente durante as analises, reduzindo a reprodutibilidade do método. Apesar
de a separagdo ser rapida, as etapas de homogeneizacdo e centrifugacdo das amostras

requerem muito tempo.

Figura 2: Eletroferograma obtido pelo método proposto por Spudeit em 2012. Analitos em

azul sdo referentes a analise de GL e, em vermelho, sdo referentes a analise de GT.

Oy 10y
C|_.' I[::la'
| ! .
NOa-MNOs ions
I Formiato
| | I
L] . .2 |
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Fonte: Adaptado de Spudeit 2012.
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1.3.4 Métodos para determinacio do indice de iodo em amostras de biodiesel

O método oficial da American oils Chemists’ Society e da ANP para determinacao do
indice de iodo ¢ o método EN 14111. O método ¢ baseado na reagdo de Wijs, onde o reagente
de Wijs (ICI dissolvido em &cido acético glacial) reage com as insaturagdes presentes no 6leo
ou no biodiesel (TUBINO; ARICETTI, 2013). A figura 3 ¢ uma representacdo da reacao de
Wijs e das etapas método EN 14111. A amostra ¢ diluida em 15 mL de cloroférmio e reage
com ICl em excesso durante pelo menos 30 minutos. Apds a reagdo, KI ¢ adicionado para
converter o ICI remanescente em I, que ¢ titulado com solugdo de S,057 que foi padronizada
anteriormente com solucdo de K,Cr,O;. A quantidade de ICI que reagiu ¢ determinada pela
diferenca entre o I, encontrado através da titulacdo e a quantidade inicial de ICl adicionado

inicialmente (ARICETTI et al., 2010).

Figura 3: Reagdes envolvidas no método de Wijs (método EN 14111).
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/_\ + IClexcesso \ < Cl + ICl[ema.nescente
K Or,

W
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Na presenca de amido:  cor azul mcolor

Fonte: O autor.

Recentemente varios métodos foram desenvolvidos para determinagdo do indice de
iodo em amostras de biodiesel. Em 2013, Tubino et al. desenvolveram um método baseado
em potenciometria utilizando um eletrodo combinado de platina com membrana de vidro. O
método apresenta principios analogos ao método de Wijs. Porém, a solucdo de Wijs foi
substituida por uma solu¢do de I, dissolvido em etanol. A analise requer pelo menos 15
minutos € o método € considerado verde por ndo utilizar cloroférmio e ICI.

Ressondncia magnética nuclear de hidrogénio ('"H-RMN) também foi utilizada em
2018 para determinacdo do indice de iodo em amostras de biodiesel. O método também ¢
capaz de determinar a quantidade de 4agua, a viscosidade cinematica, a estabilidade oxidativa e

o indice de acidez das amostras. Nesse trabalho, espectros de 'H-RMN foram utilizados para
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construir um modelo multivariado e foram encontradas correlagdes entre os seis parametros
de qualidade do biodiesel com os espectros obtidos. O tempo para obtengao do espectro ¢ de
apenas 2 min. (SHIMAMOTO; TUBINO, 2018).

O indice de iodo também pode ser determinado através de um spot test. Nesse
método, uma solugao etandlica de I, ¢ misturada ao biodiesel. Um pequeno volume da solucao
¢ coletado ¢ misturado com uma solugdo de amido. O complexo entre amido e iodo ¢ formado
e a imagem ¢ capturada através de um smartphone. A imagem ¢ convertida para valores de
RGB usando um software apropriado. Os valores convertidos pelo software sao utilizados na
quantificagdo do indice de iodo das amostras (SOARES; LIMA; ROCHA, 2017).

Um método para determinag@o de indice de iodo em amostras de biodiesel através de
espectrofotometria também foi desenvolvido. Nesse método ¢ utilizada uma solucdo reagente
composta por KI e I, formando a espécie I3. Quando ;" reage com as insaturacdes do
biodiesel, a concentragdo de I3 também ¢é reduzida ¢ existe diminuicdo da absorgdo de
radiagdo que pode ser observada em 450 nm. O método ¢ automatizado, onde ¢ utilizado um
sistema de andlise em fluxo por multicomutagdo para inserir o reagente entre dois volumes de

amostra em uma célula reacional (PEREIRA; ROCHA, 2014).

1.4 A PROPOSTA DO TRABALHO

Entre as técnicas de separagdo disponiveis para determina¢do de pardmetros de
qualidade de biodiesel destaca-se a CE. Métodos desenvolvidos por CE normalmente
apresentam baixo tempo de andlise, baixo consumo de reagentes e amostra, alta eficiéncia de
separacdo e baixo custo operacional (FEKETE; SCHMITT-KOPPLIN, 2007). Como
demonstrado por Spudeit em 2012, a CE também apresenta a opc¢do de injecdo das amostras
por ambas as extremidades do capilar. Essa caracteristica particular da CE ¢ um diferencial
inovador frente as técnicas de GC e HPLC.

Visando aprimorar o controle de qualidade de amostras de biodiesel, o objetivo desse
trabalho foi desenvolver um método para determinacdo de Na', K, Ca+2, Mg+2, GT e GL e
um método para determinagdo de indice de iodo, ambos para analise de biodiesel através de

eletroforese capilar.
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A determinacdo de cations, GT e GL pode ser realizada de maneira andloga ao
método proposto por Spudeit em 2012, porém com as corregcdes necessarias para melhorar a
extracdo dos cations, a reprodutibilidade do método e a velocidade de preparo das amostras.
Em relacdo a andlise de cations, também ¢é possivel realizar a quantificacdo das amostras
através de um método sem calibragdo. Nesse caso, sdo utilizadas equagdes especificas para
métodos indiretos por CE que estao descritas nas segoes 1.5.5 ¢ 1.5.5.1.

Em relacao a determinagao do indice de iodo em amostras de biodiesel, esse foi o
primeiro trabalho descrito na literatura onde essa determinagao ¢ realizada através CE. Para o
desenvolvimento desse método, dois modos de calibracao foram testados: curva de calibragao
externa (CCE) e calibragdo de ponto tunico (CPU).

Para desenvolvimento dos métodos propostos e compreensdo dos estudos
demonstrados, ¢ importante compreender algumas caracteristicas fundamentais da técnica de
eletroforese capilar. A se¢do 1.5 descreve aspectos importantes da técnica, onde também estao

inseridos formulas e conceitos que foram utilizados no decorrer do trabalho.

1.5 ELETROFORESE CAPILAR

1.5.1 Introducao da técnica

A eletroforese foi primeiramente utilizada por Tiselius no inicio da década 30 e a
primeira aplicagdo da técnica foi a separagdo parcial de proteinas do soro sanguineo. Pela
importancia de seu feito, em 1948, Tiselius recebeu o prémio Nobel. Entretanto, foi apenas
em 1979 que o primeiro experimento utilizando eletroforese e tubos de pequeno diametro
(200 um) foi realizado. Nesse experimento, Evarearts et al. conseguiram separar 16 anions
aplicando uma diferenca de potencial entre as extremidades de um tubo de teflon. A partir de
1980 varios esforcos foram realizados para transformar a CE em uma técnica analitica e

varias modalidades de CE foram desenvolvidas (TAVARES, 1995).

1.5.2 Modalidades da eletroforese capilar

A modalidade mais simples da técnica € a eletroforese capilar de zona (CZE), onde

os analitos migram em zonas discretas e em velocidades diferentes. Porém, para separar

analitos neutros, ¢ necessario utilizar estratégias diferentes. A cromatografia eletrocinética
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micelar (MEKC) ¢ uma forma de separacdo onde os analitos neutros interagem com um
aditivo micelar adicionado ao eletrdlito de corrida e podem, portanto, ser separados.
(ALVAREZ-RIVERA; CIFUENTES; CASTRO PUYANA, 2018; SHALLAN; GUIT;
BREADMORE, 2013; TAVARES, 1997).

A cromatografia eletrocinética quiral ¢ a modalidade onde aditivos (neutros ou
carregados), com capacidade de sele¢do quiral, sao adicionados ao eletrolito. Quando os
analitos s3o macromoléculas, como proteinas e moléculas de DNA, pode-se utilizar a
eletroforese capilar em gel (CGE), onde a separagdao dos analitos ocorre por uma espécie de
“peneiramento” devido ao meio de separagdo ser uma matriz polimérica (ALVAREZ-
RIVERA; CIFUENTES; CASTRO PUYANA, 2018; SHALLAN; GUIJT; BREADMORE,
2013; TAVARES, 1997).

A focalizagdo isoelétrica (IEF) ¢ a estratégia de separagdo utilizada para separar
analitos anfoteros de acordo com seu ponto isolétrico. Na IEF o capilar ¢ preenchido com um
eletrolito que contém varios anfolitos, de maneira que exista um gradiente de pH ao aplicar o
campo elétrico. O analito entdo migra pelas diferentes zonas até atingir a zona onde o pH ¢
igual ao seu ponto isoelétrico. Nessa zona, os analitos ndo tem mais mobilidade e sdo
focalizados. Porém, através de difusdo, os analitos atingem zonas adjacentes onde adquirem
carga novamente e retornam para sua zona de neutralidade. Esse processo gera bandas
estreitas e picos finos sdo obtidos. O analito entdo deve chegar ao detector e tal processo pode
ser realizado através de pressdo ou voltagem (ALVAREZ-RIVERA; CIFUENTES; CASTRO
PUYANA, 2018; SHALLAN; GUIJT; BREADMORE, 2013; TAVARES, 1997).

A 1sotacoforese (ITP) ¢ a modalidade de separagdao onde mais de um eletrolito €
injetado dentro do capilar. Nesse caso, existem dois tipos de eletrolitos: o eletrdlito lider e o
terminador. A amostra € injetada entre esses dois eletrolitos. O co-ion do eletrdlito lider deve
ser mais rapido que o analito e, para o eletrélito terminador, mais lento (ALVAREZ-
RIVERA; CIFUENTES; CASTRO PUYANA, 2018; SHALLAN; GUIJT; BREADMORE,
2013; TAVARES, 1997). Virias zonas discretas e adjacentes entre si sdo formadas. A criagdo
das zonas depende da mobilidade de cada analito. Embora o potencial através das zonas seja
igual, nas interfaces entre as zonas, o potencial aumenta para manter a mesma corrente
elétrica. Em um determinado momento, ¢ alcangado um estado estacionario onde a amostra ¢

pré-concentrada e migra com velocidades iguais as zonas de eletrélito, de maneira que ndo ha
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espacos entre as interfaces das zonas. O sinal gerado ¢ um eletroferograma com véarios
degraus, onde a altura e comprimento de cada degrau sdo proporcionais a mobilidade e
concentragdo de um determinado analito (POOLE, 2003).

A eletrocromatografia capilar (CEC) ¢ uma modalidade da CE onde o capilar ¢
preenchido com uma fase estacionaria. Quando uma diferenca de potencial entre os eletrodos
¢ aplicada, os analitos migram em direcdo ao detector e, durante a migracao, interagem de
diferentes formas com fase a estacionaria. Compostos neutros ou ionizados podem ser
separados nessa modalidade que retne caracteristicas de técnicas de HPLC com CE
(ALVAREZ-RIVERA; CIFUENTES; CASTRO PUYANA, 2018; POOLE, 2003;
SHALLAN; GULUJT; BREADMORE, 2013).

1.5.3 Instrumentac¢io da CE

Os equipamentos de eletroforese capilar possuem diversos componentes em sua
estrutura. O sistema de eletroforese ¢ composto essencialmente por (SHALLAN; GUUT;

BREADMORE, 2013; TAVARES, 1995):

¢ Uma fonte de alta tensdo.

e Dois eletrodos de material inerte (platina, por exemplo) para aplicacdo da diferenga de
potencial (0-50 kV).

e Um tubo capilar, sendo o mais comum feito de silica fundida.

e Um sistema de deteccdo. Exemplos: condutividade, espectrometria de massas,
espectrometria de UV-VIS, fluorescéncia entre outros.

e Sistema de inser¢do de amostra e/ou eletrdlito dentro do tubo capilar. Exemplos:
sifonagem, inje¢ao hidrodindmica ou eletrocinética.

Para desenvolvimento dos métodos propostos nesse trabalho, foi utilizado um
equipamento com sistema de inje¢cdo hidrodinamica e detec¢ao de UV. A injecdo de amostras
e eletrolito pode ser realizada através da aplicagdo de uma diferenca de pressdo entre as
extremidades do capilar. O volume de injecdo (V;,;), ¢ ditado pela equagdo de Hagen-
Poiseuille (equagdo 1), onde AP ¢ a diferenca de pressdo (Pa) aplicada, d;,; € o didmetro

interno do capilar (m), #», ¢ o tempo (s) de aplicacdo da diferenga de pressdo, 7 € a
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viscosidade (Pa s) e Lt € 0 comprimento total (m) do capilar (PAPETTI; COLOMBO, 2019;
PERRETT, 2002; WESTON; BROWN, 1997).

APﬂdint4tAp
1281 L¢ot

(1)

Vinj =

Em termos de deteccao, o equipamento realiza as analises usando os principios da
espectrometria de absor¢do molecular no UV-VIS. Dois modos de deteccdo sdo possiveis: o
modo direto e modo indireto. No modo direto, o analito absorve radiagdo ao atingir a janela
de deteccao e um pico de absorcao ¢ detectado. No modo indireto, o eletrélito que preenche o
capilar absorve radiagdo. Quando um analito ndo absorvente atravessa a janela de deteccao, a
absor¢do do eletrdlito de corrida diminui, ¢ o pico obtido no eletroferograma é negativo
(CREGO; LUISA MARINA, 2005; WESTON; BROWN, 1997). Alguns detalhes mais
especificos sobre métodos indiretos estdo discutidos na se¢ao 1.5.5. A lampada emissora de
radia¢ao normalmente ¢ de arco de deutério, emitindo radiacao entre a faixa de 180 a 600 nm
(CREGO; LUISA MARINA, 2005).

A figura 4 ¢ uma representacdo grafica de um equipamento de eletroforese capilar
com detec¢do por UV-VIS e sistema de inje¢do hidrodinamica. O capilar ¢ encaixado dentro
de um cartucho onde a temperatura pode ser controlada através de um sistema de refrigeragdo
a ar ou a agua. Os frascos sdo posicionados de maneira que os eletrodos fiquem parcialmente
submersos durante a aplicacdo de potencial ou durante a injecdo das amostras. Com a
aplicacdo da diferenca de potencial, os analitos migram através do capilar e atravessam a
janela de deteccdo. O software de andlise entdo transforma a informagao obtida pelo detector

em eletroferogramas (PAPETTI; COLOMBO, 2019).
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Figura 4: Representagdo de um equipamento de CE com sistema de inje¢do hidrodinamica e
deteccao por espectrometria de UV- VIS.
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Fonte: O autor.

1.5.4 Aspectos tedricos de separacao por Eletroforese Capilar de Zona

1.5.4.1 Mobilidades efetivas e aparentes

A eletroforese capilar ¢ uma técnica de separagdo onde compostos migram em
diferentes velocidades quando existe um campo elétrico presente no canal de separagdao. O
campo elétrico ¢ formado através da aplicagdo de uma diferenga de potencial entre as
extremidades de um capilar (PAPETTI; COLOMBO, 2019; TAVARES, 1995).

Um determinado ion, na presen¢a de um campo elétrico, move-se em uma dire¢ao
especifica com uma velocidade que dependente de sua mobilidade. Caso a forga idnica do
meio seja baixa, a mobilidade i6nica do ion (uisnica) pode ser calculada através da equagdo 2,
onde z, ¢ magnitude da carga do ion, e ¢ a carga elementar, 77 ¢ a viscosidade do meio e rig, €

o raio i6nico efetivo do ion (TAVARES, 1995).

|zale
Hisnica = A ()

6mNTion




31

Como podem existir diferentes formas idnicas de um analito, leva-se em
consideragdo as fragdes molares () de cada forma ionizada (f) do analito. A mobilidade
efetiva (u.r) de um determinado analito A pode ser entdo calculada através da equagdo 3
(TAVARES, 1995). Na equagdo 3, cada uma das formas carregadas do analito tem uma
mobilidade i6nica uy diferente. O resultado de uefr o € um somatdrio dos produtos entre as
mobilidades i0nicas e fragdes molares de cada forma f. A separacdo dos analitos ocorre

quando existe diferenga entre suas mobilidades efetivas (TAVARES, 1995).
Hefra=XHpar (3)

A velocidade do analito ionizado ¢ dada pela equagdo 4, onde £ é o campo elétrico
(V. m™). O campo elétrico é dado pela razdo entre a diferenca de potencial aplicada entre as
extremidades do capilar e o comprimento total do capilar (L) (WUETHRICH; QUIRINO,
2017).

Va= PesraE (4

Na literatura, também ¢ encontrado o termo mobilidade aparente (uap). A mobilidade
aparente ¢ a mobilidade calculada através da equacao 5 ou 6. Na equagdo 5, Lge € referente ao
comprimento do capilar que o analito percorre até atingir o detector (ou janela de detecgdo).
No denominador, #, ¢ o tempo de migrag¢do do analito, e V' ¢ a diferenga de potencial aplicada
entre as duas extremidades do capilar (SHALLAN; GUIJT; BREADMORE, 2013). A
equagdo 6 contém o termo uzor que representa a mobilidade do fluxo eletrosmdtico. A

descrigao do fluxo eletrosmotico encontra-se na se¢ao 1.5.4.2.

— Ldet L7ot

Hap = — (5)

tmV

Map = Hefrat+ Upor (6)



32

1.5.4.2 Fluxo eletrosmético

Em contato com um eletrolito cujo pH ¢ maior que 2, a superficie interna de um
capilar de silica possui carga negativa devido a existéncia de grupos silanois levemente acidos
(POOLE, 2003; SHALLAN; GUIJT; BREADMORE, 2013). Para contrabalancear a carga
negativa, cations do eletrélito de corrida sdo encontrados em leve excesso na regido proxima a
superficie carregada. Alguns cations ficam fortemente adsorvidos sobre a superficie (POOLE,
2003). Adjacente a superficie, também hé uma camada compacta de cations nao adsorvidos,
mas que ndo se movem durante a aplicagdo de potencial. Fortes interagdes do tipo dipolo
ocorrem entre as moléculas de agua quando o campo elétrico é aplicado e a viscosidade da
camada compacta aumenta muito a ponto de ser considerada imovel (POOLE, 2003). Porém,
adjacente a camada compacta, existe uma camada difusa, onde os cations ainda estdo em
razoavel excesso e podem se mover livremente quando a diferenga de potencial ¢ aplicada. A
migracdo dos cations e suas camadas de hidratagdo associadas geram um fluxo de toda
solugdo em direcdo ao eletrodo de carga negativa. Esse fendmeno ¢ denominado fluxo
eletrosmotico (EOF) (POOLE, 2003).

A figura 5 ¢ uma representacdo do EOF e também demonstra a organizacdo das
camadas proximas a superficie do capilar. O EOF ¢é um fendmeno que permite realizar
analises de cations e anions em apenas uma cotrida, além de participar efetivamente de
separagoes em MEKC e CEC(SCHUETZNER; KENNDLER, 1992). Porém, o EOF ¢
suscetivel a variagdes que podem prejudicar a reprodutibilidade dos métodos. Fatores como
volume de amostra injetada e a composi¢do de sua matriz, eletrolise dos componentes do
eletrolito, integridade da superficie do capilar, condi¢gdes de auséncia de equilibrio entre
eletrolito e superficie do capilar e variagcdes de temperatura diminuem a reprodutibilidade do
EOF (SCHAEPER; SEPANIAK, 2000). A distribuicdo desigual das cargas da superficie
também pode gerar fluxos ndo axiais com efeitos imprevisiveis sobre a separagao (SLATER;

TESSIER; KOPECKA, 2010).



33

Figura 5: Representacao do fluxo eletrosmotico.
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1.5.4.3 Fatores que afetam a simetria de pico em CE

Em CE, o alargamento dos picos estd associado a fatores como difusdo longitudinal,
difusdo turbulenta, adsor¢do do analito na superficie do capilar, heterogeneidade do EOF,
heterogeneidade do campo elétrico, efeito joule e dispersdo por eletromigragdo (EMD)
(FANG; TING; CHEN, 2004). Apesar de todos esses fatores contribuirem para o alargamento
dos picos, difusdo e EMD sdo os mais importantes, pois sdo originados a partir do proprio
processo de eletromigragio (DVORAK et al., 2019).

Quando um eletrolito homogéneo ¢ utilizado, o formato do pico depende apenas dos
processos de difusdo que cada analito sofre (GEBAUER; BOCEK, 1997). A dispersdo por
eletromigracdo ocorre porque o analito modifica a condutividade e o pH do eletrélito de

corrida, promovendo assim mudancas em sua velocidade de migracdo. Porém, o nivel de
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alteracdo de velocidade do analito depende da sua posi¢cdo na zona de amostra (GEBAUER;
BOCEK, 1997).

A obtencdao de picos estreitos em CE normalmente ¢ descrita na literatura como
dependente das mobilidades efetivas dos analitos e do co-ion (CO) do analito que esta
presente no eletrélito. Quando uesr Ao = tefr co 0 pico do analito € estreito e simétrico. Quando
Uetf A > Uetf co, €Xiste alargamento frontal do pico. Caso pesra < tefr co 0 alargamento do pico €
caudal (DVORAK et al., 2019; SHALLAN; GUIJT; BREADMORE, 2013). Porém, como
descrito por Gebauer e Bocek em 1997, o formato do pico ndo ¢ apenas dependente de s a €
Uetf co, pOis € possivel obter picos com formatos diferentes através da variagdo do pH do
eletrélito. Ou seja, picos com alargamentos frontais podem ser convertidos a picos com
alargamento caudais pela alteragdo do pH do eletrolito de corrida. Esse fato pode ocorrer
mesmo em situagdes nas quais o analito encontra-se totalmente em sua forma ionizada
(DVORAK et al., 2019; GEBAUER; BOCEK, 1997). Portanto, a “regra” de semelhanga de
mobilidades para obtengio de picos estreitos é mais aplicavel a eletrdlitos fracos (DVORAK
etal. 2019).

Para avaliar a capacidade do analito em sofrer os efeitos de dispersao por
eletromigracdo, pode-se utilizar como referéncia o gradiente de velocidade relativa do analito
(Sa). O parametro S, (equagdo 7) mostra como a velocidade de migracdo local do analito ¢
alterada de acordo sua concentragdo local. Na equagdo 7, K ¢ a condutividade na zona do
analito, v, ¢ a velocidade do analito e ¢, é a concentracdo do analito na zona de amostra

(DVORAK et al., 2019).

Sa=Limeo -(32) @)

A/ | dCA

O parametro S € avaliado através do conhecimento da composicao do eletrdlito de
corrida, dos valores de pKa dos analitos e das mobilidades dos analitos. Quando Sx= 0, o pico
obtido do analito € simétrico. Caso Sa > 0 o pico do analito tem alargamento caudal. Se S <0
o alargamento do pico analito ¢ frontal (DVORAK et al., 2019; GEBAUER; BOCEK, 1997;
STEDRY; JAROS; GAS, 2002). Portanto, o parametro S tornou-se uma referéncia para
avaliacdo da capacidade do analito de sofrer efeitos de EMD. Quanto mais proximo de zero €
o valor de Sa, mais estreito e simétrico € o pico referente ao analito e, portanto, mesmo uma
concentragdo relativamente alta do analito ndo produz a triangulacdo do pico. Porém, quando

Sa € muito diferente de zero, mesmo uma pequena concentragao do analito apresenta picos
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muito triangulares (DVORAK et al., 2019; JAROS et al., 2004). A figura 6 representa os
tipos de alargamento de picos que ocorrem por efeitos de EMD em eletroforese capilar. Os
valores de Sa indicam se a velocidade da zona do analito ¢ alterada em funcdo da sua

concentragdo molar na zona.

Figura 6: Perfil dos picos com diferentes gradientes de velocidade relativa.
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Fonte: O autor.
1.5.5 Métodos indiretos por CE

Os métodos indiretos desenvolvidos por CZE sdo baseados na capacidade de um
componente do eletrdlito de corrida que absorve radiagdo em deslocar um analito de interesse
que ndo absorve radiagdo. Quando esse descolamento ocorre na janela de detec¢do, um sinal
negativo ¢ registrado pelo equipamento (CREGO; LUISA MARINA, 2005). A propriedade
que define quantos moles dos ions absorvedores que sdo deslocados por um mol de ions nao
absorvedores ¢ definida como razdo de Transferéncia (7R) e pode ser calculada através da
equagao 8. Essa equagdo pode ser utilizada em eletrdlitos cujo pH estd entre 4 - 10, pois as
concentragdes de fons H' e OH sdo baixas e produzem efeitos desconsideraveis (BECKERS;

BOCEK, 2004; NIELEN, 1991).
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TR _ _ Za Heffco (MeffAﬂleffCT) (8)
4:¢0 Zco Heff A ' Heff cotHeffcT

Na equacao 8, Os subscritos 4, CO e CT sao referentes ao analito, ao co-ion do
analito e ao contra-ion do analito, respectivamente. Tanto CO como CT sao integrantes do
eletrolito de corrida. A equacdo ¢ dependente das mobilidades efetivas (uefr) € das cargas (z)
dos ions (CREGO; LUISA MARINA, 2005; POOLE, 2003).

A queda de absorcao pode ser relacionada a lei de Beer através da equagdo 9, onde
AAbs ¢ a variacao de absor¢do, €, € a absortividade molar do analito, Eco é a absortividade
molar do co-ion do analito, d é o caminho 6tico, e ¢, é concentragdo do analito. Os subindices
tém o mesmo significado que os apresentados na equagdo 8 (CREGO; LUISA MARINA,
2005).

AAbs = (SA — TRA:CO'SCO)d' Cy (9)

1.5.5.1 Método indireto para céalculo de concentragdes sem calibragao

Em métodos indiretos por CZE, existe a possibilidade de realizar quantificagdes dos
analitos através de um método sem calibragdao, pois a intensidade do pico obtido nao ¢
dependente da absortividade molar do analito (BECKERS; BOCEK, 2004).

Em 2004, Beckers e Bocek desenvolveram um modelo de quantificagdo sem
calibragcdo para métodos onde a detec¢ao ¢ indireta. O método ¢ sem calibra¢do porque nao ¢
necessario elaborar curvas de calibragdo para quantificagdo dos analitos. A quantificagdo ¢
realizada através das equacdes 8, 10 e 11. Na equagdo 10, CF, ¢ o fator de conversao do
analito, Ara € a 4rea do pico do analito, t, ¢ o tempo de migra¢do do analito € TRa.co ¢ a razao
de transferéncia calculada através da equagdo 8. Na equagdo 11, c, ¢ a concentragdo do
analito, e cp € a concentracao de um padrao interno selecionado para analise. O termo CFp € o
fator de conversao do padrao interno, calculado através da equagdao 10 utilizando a area, o

tempo de migragdo, e a razdo de transferéncia do padrio interno (BECKERS; BOCEK, 2004).

Ary

CFA_

ta.TRa.co

(10)
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CF
CA:ﬁ'CP (11)

As equacdes 10 e 11 podem ser reajustadas para calcular a concentragdo c, através
da equacao 12, onde t, ¢ o tempo de migracdo do padrdo interno, 7Rp.co ¢ a razao de
transferéncia para o padrdo interno e Arp € a area do pico do padrao interno. O TRp.co €
calculado através da equagdo 8, porém utilizando a carga do padrdo interno e sua mobilidade

efetiva.

_ Argtp.TRp.co

Cyq = .
A7 t4TRycoArp” P

(12)
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVOS GERAIS

O objetivo geral da primeira parte do trabalho foi desenvolver um método para
determinacdo de Na®, K', Ca™, Mg"™, glicerina livie ¢ glicerina total em amostras de
biodiesel por CZE-UV.

O objetivo geral da segunda parte do trabalho foi desenvolver um método para

determinagdo do indice em amostras de biodiesel por CZE-UV.

2.1.1 Objetivos Especificos para determinacio de Na*, K*, Ca™, Mg, GT e GL em
amostras de biodiesel por CZE-UV

e Otimizar o eletrdlito de corrida para obter melhores condi¢des de separagdo dos analitos
com base em simulagdes do programa Peakmaster 5.3.

e Otimizar parametros instrumentais como voltagem, tamanho do capilar, temperatura,
etapas de inje¢do (ordem, tempo e pressdo).

e Otimizar as etapas de extragdo dos cations, GT e GL.

e Realizar a quantificacdo dos cations através de um método sem calibracao.

e Desenvolver uma estratégia para corre¢do dos tempos de migracao dos analitos.

e Validar o método desenvolvido em termos de especificidade, linearidade, faixa linear,
precisdo instrumental, precisdo intraday, precisdo interday, limite de quantificagdo e
deteccao, reprodutibilidade, precisdo interlaboratorial, desempenho interlaboratorial e
exatidao.

e Aplicagdo do método para analise de amostras de biodiesel.
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2.1.2 Objetivos Especificos para determinacio do indice em amostras de biodiesel por

CZE-UV

e Otimizar o eletrélito de corrida para obtengdo das melhores condi¢des de separagdo dos
analitos com base em simulagdes do programa Peakmaster 5.3.

e Otimizar os parametros operacionais do equipamento como, por exemplo, comprimento do
capilar, temperatura do cartucho, tempo de injecao da amostra e potencial de separacgao.

e Otimizar o preparo de amostra para reduzir o tempo de reagdo de Wijs e reduzir o consumo
de solventes.

e Desenvolver o método utilizando a curva de calibragdao externa (CCE) e a calibraciao de
ponto unico (CPU).

e Identificar os melhores niveis de concentragdo de I para realizar a calibragdo de ponto
unico.

e Validar o método analitico desenvolvido nos parametros de especificidade, linearidade,
faixa linear, precisdo instrumental, precisdo intraday, precisao interday, exatidao, limites
de quantificacao e detecgao.
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3 PARTE I- DETERMINACAO DE Na*, K, Ca*2, Mg*?, GL E GT EM AMOSTRAS
DE BIODIESEL POR CZE-UV

3.1 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1.1 Instrumentacao

O equipamento de eletroforese capilar utilizado nas andlises foi o modelo 7100 da
Agilent Technologies equipado com um detector de arranjo de diodos e sistema de
refrigeragdo a ar. Capilares de silica (Polymicro Technologies) revestidos externamente por
poliimida de 75 pm de didmetro interno foram utilizados nas analises. Agitadores Vortex do
modelo QL-901 foram utilizados para homogeneizacdo das amostras e solucdes. Para
centrifugar as amostras, foi utilizado um equipamento da marca Eppendorf modelo MiniSpin

Plus.

3.1.2 Padraoes, solucoes e amostras

Foram adquiridos solu¢des de 1000 mg L™ de Na*™, K, Ca™” e Mg™ em 2% de
HNO; da empresa Sigma-Aldrich (Sao Paulo, Brasil). Acido trifluoracético puro foi adquirido
da empresa Sigma-Aldrich (Sdo Paulo, Brasil). Acido acético glacial, HNO;, HCI, e KOH
foram obtidos da empresa Synth (Sdo Paulo, Brasil). Padrdes de glicerina, imidazol, B-alanina,
metaperiodato de sodio, acido salicilico, 18-coroa-6 e etanolamina foram adquiridos da
empresa Sigma-Aldrich (Sao Paulo, Brasil). Cloroférmio e etanol (EtOH) foram adquiridos da
empresa Tedia (Sdo Paulo, Brasil). Todos os padrdes e solugdes adquiridos apresentavam
pureza > 99 %. Para preparo das solugdes e amostras, dgua ultrapura foi obtida através de um
sistema Milli-Q (Millipore, Belford, MA, EUA). Amostras certificadas de biodiesel para
cations em concentragdes de 5, 10 e 20 mg kg™ foram adquiridas da empresa LGC Standards.
Uma amostra analisada por diversos laboratérios (n > 9) que utilizaram normas oficiais para
determinagdo de cations, GT e GL foi adquirida da empresa Rede Metrologica e foi nomeada
como amostra interlaboratorial nesse trabalho. As normas utilizadas pelos diferentes

laboratorios foram: DIN EN14538, NBR 15553, NBR 15556, NBR 15908, ASTM D 6584 ¢
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NBR 15908. Uma amostra com laudo para GT e GL também foi concedida pela empresa JBS
e foi nomeada como amostra ABL. Para ABL, o método de referéncia para elaboragdo do
laudo foi o ASTM D 6584. Outras duas usinas forneceram amostras que, para o presente

trabalho, foram nomeadas como B1 e B2.

3.1.3 Otimizacao do eletrdlito de corrida e condicoes operacionais do método

As composi¢des dos eletrolitos de corrida testados experimentalmente foram de 15
mmol L de imidazol e 24 mmol L de 4cido acético e 15 mmol L™ de imidazol e 60 mmol
L de 4cido acético. Para ambos os eletrolitos foi adicionado o éter 18-coroa-6 de maneira
que as concentra¢des finais de éter coroa variassem de 1 a 5 mmol L. A temperatura foi
fixada em 25 °C e a voltagem utilizada foi de +30 kV ( positivo no eletrodo que corresponde a
extremidade de injecdo dos cations). A injecdo das amostras contendo cations e HNOj foi
realizada com 100 mbar pela extremidade mais afastada da janela de detecgao por tempos que
variaram de 8 a 12 s. A injecdo das amostras de GT e GL foram realizadas pela extremidade
mais proxima da janela de detec¢do, por 5s e -50 mbar inicialmente. Também foi injetado um
espacador de eletrolito de corrida entre as amostras de GL ¢ GT. O espagador foi otimizado
visualmente variando-se o tempo de injecdo do espacador entre 3 s a 5 s com pressdes de
inje¢do entre -10 mbar até -50 mbar. A ordem de injecdo das amostras para o método foi:
amostra de cations, amostra de GT, espagador de eletrolito e amostra de GL.

O capilar utilizado para separacio ndo foi condicionado com 1 mol L' de NaOH
como frequentemente ¢ feito para ndo haver contaminagio do capilar com Na'. O capilar foi
condicionado a primeira vez com acido trifluoracético 1 mol L™ por uma hora, com agua
deionizada por uma hora e com eletrélito de corrida por mais uma hora. O condicionamento
interday do capilar foi realizado com 3 minutos de 4cido trifluoracético 1 mol L™ , 10 minutos
com agua deionizada e 10 minutos com eletrdlito de corrida. O pré-condicionamento entre as
corridas foi realizado através da injecao do eletrolito de corrida por 1 minuto e pressdo de 950
mbar.

Para evitar a contaminagdo dos vials que contém as amostras para medir cations,
durante a inje¢do das amostras referentes a GT e GL, foi posicionado um vial contendo 700
ul de 4gua deionizada na extremidade do capilar onde a amostra de cations foi injetada. Esse
procedimento limpa a superficie do eletrodo para a proxima andlise. O volume dos frascos

que contém amostras de cations também foi limitado a 300 pL pelo mesmo motivo. Os
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comprimentos de onda observados foram 220 nm (GT e GL) e 350 nm com referéncia em 208

nm (cations).

3.1.4 Extracao dos cations

Primeiro foram otimizadas as condi¢des de extracdo dos cations. Para extragdao dos
cations, foi utilizada uma solugdo de acido nitrico 30 mmol L. As amostras certificadas de
biodiesel com concentra¢des de 5, 10 e 20 mg Kg' de cada cation foram utilizadas nessa
etapa. O primeiro teste de extragdo foi realizado seguindo a proporc¢ao de 500 mg de biodiesel
para 500 pL de solugio de HNO3 30 mmol L. A mistura biodiesel : HNOj; entio foi agitada
por 30 s (vortex) e 500 uL de cloroférmio foram adicionados a solugao. A solugao entdo foi
agitada (vortex) por mais 30 s. Para separacdo das fases, as solucdes foram centrifugadas a
14000 rpm por 2 minutos. Posteriormente foram coletados 150 pL do sobrenadante e
inseridos em um vial de polipropileno. Para diluicdo da amostra, também foram adicionados
150 pL de solugdo contendo 60 mmol L™ de B-alanina e 5,0 mg L de etanolamina no vial.
Todas as amostras de certificadas de biodiesel para cations passaram por esse procedimento
de extracdo. As analises foram realizadas em triplicata. Valores de recuperacdo foram
calculados para avaliar a extragdo dos cations com acido nitrico em fun¢do da concentracao
de cation que as amostras apresentavam.

O segundo teste foi realizado utilizando diferentes massas da amostra certificada de
20 mg Kg ' de cations, que variaram de 500 a 300 mg. Porém, o volume de solugio de HNOs
30 mmol L utilizado na extracdo foi fixado em 500 pL para todas as massas de biodiesel
pesadas. As demais etapas sdo similares as utilizadas no primeiro teste de extra¢do. Valores
de recuperagdo dos cations também foram calculados para avaliar a eficiéncia da extragdo
com volume fixo de 4cido nitrico em funcdo da massa de biodiesel pesada. A figura 7 ¢ um
fluxograma que apresenta as etapas necessarias para extragdo dos cations nas condigoes ja

otimizadas.
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Figura 7: Preparo de amostras para determinagdo de cations em amostras de biodiesel.
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Fonte: O autor.

3.1.5 Preparo de amostra da glicerina livre

Para extracdo da glicerina livre, foi utilizado o procedimento experimental Gongalves
Filho e Micke (2007) com adaptacdes. Em um frasco Eppendorf foram pesados 100 mg de
biodiesel. Em seguida, foi adicionado 1 mL de agua deionizada no frasco. A solucdo foi
agitada por 1 minuto e 200 pL de cloroférmio foram adicionados no frasco. A solucdo foi
centrifugada por pelo menos 2 minutos a 14000 rpm e 350 pL do sobrenadante foram
coletados e diluidos com 70 pL de solugdo de periodato 1500 mg L™, 70 pL de solugdo de
acido salicilico 100 mg L' e 210 pL de H,O deionizada. A amostra foi injetada apds 3
minutos, para que a reacdo do periodato com a glicerina fosse completada. A figura 8

representa um fluxograma que descreve o preparo da amostra de GL.
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Figura 8: Preparo de amostra para determinag@o de glicerina livre em amostras de biodiesel.
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Fonte: O autor.

O preparo de amostra de GT foi realizada através do método proposto por Spudeit
(2013) com adaptagdes. Aproximadamente 100 mg de biodiesel foram pesados em um frasco
de vidro. Uma aliquota (1 mL) de solucdo de KOH 1,25% m/m preparado com solvente
EtOH:H,0 90:10 v/v foi transferida ao frasco. A solucdo foi agitada e, ap6és 10 minutos de
reacdo, foram adicionados 2,5 mL de HCI 100 mmol L e 1,5 mL de agua deionizada no
frasco. Apos adicao de 1 mL de cloroférmio, o frasco ¢ agitado novamente. Uma aliquota de 1
mL do sobrenadante ¢ transferido para um frasco Eppendorf e misturado com 200 pL de
cloroféormio. O frasco Eppendorf entdo € agitado (vortex) e centrifugado a 14000 rpm por pelo
menos 2 minutos. Apos centrifugacdo, 350 uLL do sobrenadante foram diluidos com 70 pL de
periodato 1500 mg L™, 70 uL de 4cido salicilico 100 mg L™ e 210 uL de H,O deionizada. A
solucdo entdo foi injetada ap6s 3 minutos. A figura 9 representa um fluxograma que descreve

o preparo da amostra de GT.



46

Figura 9: Preparo de amostra da glicerina total.
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Fonte: O autor.

3.1.7 Condig¢des instrumentais resumidas

Para facilitar a compreensdo da configuracdo instrumental do método, a tabela 2 foi
elaborada. A tabela 2 também descreve detalhes importantes que devem ser observados para
melhor reprodutibilidade do método. Detalhes como: “nunca utilizar NaOH ou KOH para
condicionar ” o capilar sdo importantes pois, além do hidréxido hidrolisar grupos siloxano da
silica, também hé contaminag¢do do capilar com ions que devem ser quantificados. Em
conjunto com as figuras 7, 8 € 9, que descrevem o preparo da amostra para cada parametro de

qualidade, a tabela 2 apresenta uma visao geral e simplificada do método desenvolvido.
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Tabela 2: Resumo detalhado das condi¢des instrumentais e operacionais do método proposto.

Parametro

Valor otimizado

Detalhes adicionais

Condicionamento
inicial do capilar

1 hora com acido trifluoracético 1 mol L™
1 hora com agua de ionizada
1 hora com eletrolito de corrida

Nunca utilizar NaOH oh KOH para
condicionar.

Eletrolito de corrida

15 mmol L™ imidazol, 60 mmol L™ de 4cido acético
e 5 mmol L de éter 18 - coroa - 6, pH =4,2

Repor apods 40 corridas.

Capilar de silica
revestido com

52 cm com x 75 um de didmetro interno
Comprimento efetivo para os cations: 43,5 cm

Nunca utilizar NaOH para condicionar.

poliimida Comprimento efetivo para GT e GL: 8,5 cm
Préconlfltii?:n:lmen to 1 minuto com eletrélito corrida utilizando
entre corridas aproximadamente 950 mbar
Etapa 2

injecio da amostra
para medir cations

Injecdo hidrodindmica de 100 mbar por 10 s

Vial de amostra contém apenas 300 pL

Etapa 3 T S Durante a injegdo, o vial mergulhado
I Injegdo hidrodinadmica por 3s -25mbar. .
Injecdo da amostra o no eletrodo oposto tem 700 pL de agua
. Volume de amostra no vial/ é de 700 uL L
para medir GT deionizada.
Durante a injecdo, o vial/ mergulhado
Etapa 4 no eletrodo oposto tem 700 puL de agua

Injecédo de espacador
entre a GT e GL

Injecdo hidrodindmica por 4s -35mbar.
Volume de eletrolito no vial é de 700 uL

deionizada. O vial de eletrdlito
utilizado como espacador ¢ exclusivo
da etapa 4.

Etapa 5 — Injeciio da
amostra para medir
GL

Injecéo hidrodinamica por 3s -50mbar
Volume de amostra no via/ ¢ de 700 uL

Durante a inje¢do, o via/ mergulhado
no eletrodo oposto tem 700 puL de agua
deionizada.

Voltagem de separagio

+30 KV
positivo na extremidade de injegao dos cations.

Configurado na aba timetable do
software para aplicar no tempo 0 min
+30 KV.

Os vials utilizados durante a aplicagdo
da diferenca de potencial tém 700 pL
de eletrolito de corrida.

Comprimento de onda
observado

A=220 nm para as GT E GL
A= 350 nm para os cations

Apos 1,4 minutos de corrida, a leitura
dos cations continua em 350 nm, mas a
referéncia ¢ alterada para 208 nm.

Temperatura do
cartucho

25°C

Fonte: O autor.

3.1.8 Validacao do método do método proposto

O método proposto foi validado em termos

de lincaridade, faixa linear,

especificidade, precisdo instrumental, precisdo intraday, precisdo interday, limite de

quantifica¢do e limite de detec¢do, desempenho interlaboratorial, reprodutibilidade e exatidao.
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A linearidade foi avaliada através do coeficiente de determinagio 1 na faixa de concentragdo
de 0,25 - 5,0 mg L™ para os cations e 2 - 35 mg L' para GL e GT. Para todas as amostras de
cations, a concentracdo final de etanolamina (padrio interno) foi mantida em 2,5 mg L. Para
as amostras de GT e GL, a concentragdo final de 4cido salicilico foi mantida em 10 mg L™
As areas dos analitos sdo corrigidas através da razio entre a area do analito e a area do padrao
interno. Os niveis das curvas de calibracdo foram preparados simulando as diferentes
matrizes.

A precisao intraday foi realizada preparando-se cinco vezes o nivel da curva de
calibragdo correspondente a 0,5 mg L de K*, Ca™, Na" e Mg e cinco vezes para a GL ¢ GT
com concentragdes de glicerina de 10 mg L. A precisio interday foi realizada em trés dias
aleatorios com os niveis da curva de calibracdo de 0,5 mg L' de K, Ca+2, Na' e Mg+2 e 10
mg L' de GL e GT. A precisdo instrumental foi avaliada através de injegdes consecutivas
(n = 10) de um mesmo nivel da curva. Os niveis das curvas selecionados foram de 1,5 mg L™
de K*, Ca™, Na" ¢ Mg™ e 35 mg L' para GT e GL. Os parimetros de precisdo foram
avaliados pelos coeficientes de variacdo (% CV) obtidos. Os limites de quantificagdo (LOQ) e
detecg¢do (LOD) foram avaliados pela relag¢do sinal-ruido 10:1 e 3:1, respectivamente. O ruido
foi estimado pelo desvio padrao da linha base no comprimento de onda 220 nm para GT e
GL, e 350 nm com referencia em 208 nm para K, Ca™, Na" e Mg"™ .

A exatidao foi avaliada através de comparagao estatistica utilizando o teste-t, onde os
valores obtidos por eletroforese capilar foram comparados aos valores da amostra
interlaboratorial. A amostra ABL de biodiesel também foi utilizada para verificagdo da
exatiddo do método para os parametros de GL e GT.

O desempenho interlaboratorial do método foi avaliado através do Z-score. Quatro
analistas diferentes realizaram a andlise da amostra interlaboratorial em quatro laboratérios
diferentes. Os laboratorios participantes estdo localizados no departamento de Quimica da
UFSC, no departamento de farmacia da UFSC, no Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento (MAPA) em Floriandpolis e na Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensao
Rural de Santa Catarina (EPAGRI) em Itajai.

A Reprodutibilidade do método foi avaliada através da precisdo interlaboratorial e os
valores coeficientes de variacdo obtidos para os analitos foram comparados aos valores
previstos pela equacdo de Horwitz. A precisdo intraday (repetibilidade) dos quatro analistas

diferentes também foram avaliadas através da analise da amostra interlaboratorial. Os



49

coeficientes de variagdo obtidos foram comparados aos valores previstos equacdo de Horwitz

modificada para repetibilidade.
3.1.9 Método para transformacao dos eletroferogramas em mobilidades efetivas

No programa Peakmaster 5.3, foram configurados os parametros instrumentais como
voltagem de separagao (V = 30 kV), comprimento total de separacdo (Lix = 52 cm),
comprimento efetivo de separacao (Lget = 43,5 cm) e composicao do eletrolito de corrida (15
mmol L™ ¢ imidazol e acido acético 60 mmol L™). Como analito de referéncia foi escolhido a
etanolamina. Entdo, valores de mobilidade de fluxo eletrosmético (pgor) foram escolhidos
entre a faixa de 0 a +22,5 (10° cm™V™'s™) em intervalos de 0,5 (10° cm™>V's™). Para cada
neor escolhido foi calculado o tempo de migracdo da etanolamina (t, gr). Uma curva de
regressao foi entdo obtida a partir dos resultados simulados.

Para transformag¢do do eixo do eletroferograma de tempo de migragdo para
mobilidade efetiva (lefr), 0s eletroferogramas foram exportados do sofiware Chemstation para
o software Excel em arquivo de extensdo.csv. O arquivo do Excel apresentou duas colunas
referentes ao sinal e tempo de migragdo de cada ponto exportado do eletroferograma. Através
da equagdo 5 e 6 foram calculadas as mobilidades efetivas de cada ponto exportado. Na
equacdo 6, o valor de pgor ¢ dada equacdo da curva de pgor vs tn gr (equagdo 18). Entdo, os
valores de t,, foram substituidos por valores de Ls € 0s eletroferogramas foram construidos
no proprio software Excel.

Esse procedimento foi realizado para os eletroferogramas obtidos das andlises da
amostra interlaboratorial em quatro laboratorios diferentes. Para verificar a eficiéncia da
correcao dos eletroferogramas por mobilidade efetiva, valores de coeficiente de variagdo

foram calculados através das mobilidades efetivas obtidas para cada analito de interesse.
3.1.10 Método sem calibracio para determinacio de Na*, K*, Ca*?, Mg por CZE-UV
Para calculo das concentragdes de cations, foi calculado primeiro a razdo de

transferéncia entre o co-ion e o analito (7Ra.co) dada pela equacdo 8. A equacdo 8 depende

de valores de mobilidade efetiva do analito ([efr ), do co-ion (Uesrco) € do contra-ion (Lefr c1).
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Para célculos de pesr co € Mesr cr foi utilizado o programa Peakmaster 5.3 configurado com a
composi¢ao do eletrolito de corrida real, mas sem éter coroa. A g o pode ser calculada
através das equacdes 5 e 6. Porém, para célculo de s o, também € necessario conhecer o
valor de pgor. O tempo de migragdo experimental da etanolamina (t, gr) foi utilizado na
equacdo 18 para calculo de pgor € o valor obtido foi utilizado para céalculos de pegr a
experimentais através das equagdes 5 e 6. A concentracao do analito ¢ calculada através da
equagao 12. O fluxograma representado na figura 10 mostra as equagdes necessarias para o

calculo de concentracdo dos cations sem calibragao.

Figura 10: Fluxograma para calculo da concentragdo dos cétions.
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Fonte: O autor.

Na equacdo 12, a concentragdo de padrdo interno (cp) tem unidade de mol L
Portanto, a concentragdo obtida para cada analito nas amostras € corrigida para unidades de
mg Kg'. As concentracdes foram calculadas a partir dos eletroferogramas obtidos para a
amostra interlaboratorial em quatro laboratorios diferentes. Estudos estatisticos foram
realizados através do teste-t para verificar se os valores obtidos pelo método sem calibragao
apresentava resultados estatisticamente equivalentes aos valores de referéncia da amostra

interlaboratorial.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 OTIMIZACAO DAS ETAPAS DE INJECAO DAS AMOSTRAS

As etapas de injecdo foram configuradas priorizando a velocidade instrumental e a
eficiéncia da separagao. No método desenvolvido, os cations sdo injetados primeiro, com
tempo e pressao de injecao superiores aos selecionados para a injecdo de GL e GT. Quando as
amostras de GT e GL sdo injetadas, parte do volume injetado referente a amostra de cations ¢
empurrado para fora do capilar. Caso as amostras de GT e GL fossem injetadas primeiro, o
tempo de inje¢do dos cations deveria ser maior, pois uma pressao de injecdo relativamente
alta poderia promover a jun¢do das zonas de GT e GL. Também seria necessario injetar
eletrélito apos as injecdes de GT e GL, pois a injecdo de cétions pela outra extremidade do
capilar descartaria o volume injetado de GT e GL. A injecdo de eletrélito de corrida apos as
injecdes de GT e GL aumentaria o tempo de analise, pois existiria uma etapa a mais de troca
de vials e injecdo de eletrolito. Portanto, injetar a amostra de cations primeiro € em excesso
reduz o tempo instrumental, pois as etapas de troca de vials e etapas de injecdo sdo reduzidas.

Em relagdo a injecdo de cations, o tempo e pressdo selecionados para desenvolvimento
do método foi de 10 s e 100mbar. A maior pressdo de inje¢do que ¢ possivel configurar no
software de andlise ¢ 100 mbar e o tempo de 10 s foi escolhido porque apresenta sinais
satisfatorios e alargamento infimo dos picos. Quando 12 s sdo utilizados, apesar da
intensidade dos picos aumentarem nos menores niveis da curva de calibracdo, existe
alargamento de base e achatamento dos picos nos maiores niveis da curva de calibragdo.

A segunda etapa de injecdo foi a inje¢do da amostra GT. Diferentemente do trabalho
proposto por Spudeit em 2012, a ordem das injecdes fez diferenga nesse método. Quando a
injecdo de amostra de GL ¢ realizada antes da GT, os picos dos analitos praticamente
desaparecem em uma regido onde a linha base do eletroferograma nao ¢ constante. Porém, ao
realizar a injecdo da amostra de GT antes da amostra de GL, os picos sdo observados
novamente. Esse efeito pode estar correlacionado ao que ocorre em isotacoforese transiente e
esta representado na figura 12. Quando uma diferenca de potencial ¢ aplicada, ions K'e H' da
zona da GT migram em dire¢do ao eletrodo de carga negativa e temporariamente encontram-

se na regido de eletrdlito injetado entre a amostra de GT e GL (BGE 1). Nesse momento, o



52

campo elétrico local em BGE 1 (Eggg;) € inferior ao campo elétrico na zona de GL (Eg), pois
ha um aumento de condutividade daquela regido. Como a forga idnica do eletrdlito aumenta,
os analitos encontrados na zona de GL tem a velocidade reduzida ao atingir a interface entre a
zona de amostra de GL e a zona de BGEIl. Assim, os analitos da amostra de GL sdo
“empacotados” em um processo de stacking e os picos aparecem normalmente. Devido ao
deslocamento rapido dos fons K" e H' para a zona de BGE 1 e de Cl para a zona de BGE 2, o
campo elétrico local em BGE 2 (Epgg 2) € temporariamente inferior ao campo elétrico local da

zona de GT (Egr) € 0 mesmo processo de stacking também ocorre para os ions da GT.

Figura 11: Processo de Stacking que ocorre devido rapido descolamento de fons K, H" e CI".

Ec. ® Egge1 Esr > Egge2

Stacking Stacking

Legenda: BGE1— eletrolito de corrida na zona 1; BGE2 — eletrdlito de corrida na zona; Eggg; — campo elétrico
local em BGE1; Eggg, — campo elétrico local em BGE2; Eg;— campo elétrico local na zona de GL;
Egr— campo elétrico local na zona de GT; SL"— ion salicilato.

Fonte: O autor.

A terceira etapa de injecdo ¢ a inje¢do do plug de eletrolito de corrida que separa as
amostras de GT e GL. Sem esse separador, ndo ¢ possivel distinguir os picos referentes a GT
e GL, pois ambas sdo quantificadas através do mesmo anion (IO;) e apresentam o mesmo
padrdo interno (SL").

A quarta etapa de injecdo ¢ a inje¢do da amostra de GL. A amostra de GL ¢ a que
contém menor quantidade de componentes em sua matriz. Apesar disso, ndo € possivel injetar
grandes volumes dessa amostra. A injecdo de grandes volumes deslocaria a amostra de GT
para mais perto da janela de detec¢do e o comprimento efetivo de separacdo para GT seria
reduzido.

Como informac¢do adicional, a figura 13 foi elaborada para mostrar os volumes de
injecdo e tamanhos dos plugs das amostras inseridas no capilar. Os calculos foram realizados

com o auxilio da ferramenta virtual CE Expert Lite e os valores sdo aproximagodes. Na figura



53

13 também foi considerado o descarte de parte do volume da amostra de cétions ao injetar as

amostras de GT e GL pela outra extremidade do capilar.

Figura 12: Representacdo do capilar e os volumes de injecdo estimados de cada amostra no
método proposto.

Cations:

Espacador: 5.31cm <
117 cm 104,5nL
23,04nL aal

Janela
de
det % . e—————
sieeese | Volume total -i
Glicerinatotal: do capilar:
0,63cm |_ _234InL
12,34nL
Glicerinalivre:
E— 1,25cm
24,68 nL

Fonte: O autor.

Os valores da figura 13 sdo aproximados, pois a viscosidade das amostras e do
eletrélito de corrida sdo consideradas iguais a viscosidade da dgua. Os volumes injetados das
amostras também podem sofrer variagdes. Caso o volume de amostra injetada sofra variagdes,
também ha variagdo nas areas dos picos. Por isso, foi adicionado um padrdo interno em
concentragdo conhecida e que permite realizar corre¢ao dos volumes injetados. A corregdo €

realizada através da razdo entre as areas dos picos dos analitos e do padrdo interno.
4.2 OTIMIZACAO DO ELETROLITO DE CORRIDA
Para que a separagdo dos analitos ocorra, os mesmos devem apresentar mobilidades

efetivas diferentes. A figura 14 representa curvas de mobilidades efetivas construidas através

da equacdo 3. Porém, para evitar a adsor¢ao de cations na superficie da silica ou mesmo a sua
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precipitacdo, valores de pH basico ndo foram considerados como opg¢do para analise. Em
valores de pH basicos a velocidade do fluxo eletrosmotico também ¢ alto, o que pode
prejudicar a andlise de GT e GL. Caso a velocidade do fluxo supere a velocidade dos anions,
eles ndo aparecerdo no eletroferograma, pois serdo carregados em direcdo ao mesmo eletrodo
pelo qual foram injetados. Em valores de pH inferiores a 3, as mobilidades efetivas dos ions
105" e 104" diminuem. Portanto, uma faixa de trabalho interessante ¢ entre pH 4 - 5. O ion SL°
representa o ion salicilato e também esta representado na figura 14, pois ele foi utilizado
como padrdo interno para a analise. Em valores de pH entre 4 - 5, praticamente todos os

analitos estdo em sua forma ionizada e com mobilidade constante.

Figura 13: Curvas de mobilidades efetivas (p.s) dos analitos vs pH. Para célculo de s, ndo

foram considerados efeitos de for¢a idnica.
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Legenda: ET"— etanolamina protonada ; Im" — imidazol protonado; Ac” — acetato; SL™— salicilato.

Fonte: O autor.

O eletrélito utilizado por Spudeit em 2012 era composto por 120 mmol L™ de acido
acético e 15 mmol L™ de imidazol que resulta em um pH de 3,86. Ao trocar a composicio do
eletrélito para 60 mmol L' de 4cido acético e 15 mmol L™ de imidazol, o pH do eletrélito

aumenta para 4,23. A tabela 3 apresenta valores simulados no programa Peakmaster 5.3 para
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valores de gradiente de velocidade relativa (S,), mobilidade efetiva (pesr) € tempo de migracao
dos analitos. A simulagdo foi realizada utilizando um comprimento com Lty = 52 cm, com
Lget = 43,5 cm para os cations € Lyt = 8,5 cm para os anions. O valor do fluxo eletrosmotico

foi considerado zero e a voltagem simulada foi de 30 kV.

Tabela 3: Valores de gradiente velocidade relativa (S4), mobilidade efetiva (Ler) € tempo de
migracao simulados no programa Peakmaster 5.3 para os ions de interesse.

fon 3 S,z 1 . “egf L Tempo de.migragéo
(107 Sm"mol™) (107 ecm™V's™) (min)
104 2,731 51,58 0,48
105 -0,271 37,75 0,65
SL 0,627 29,43 0,83
Ac’ X -9,57 X
K" -3,486 +70,71 1,79
Ca" -1,18 +50,91 2,48
Na" 0,008 +47,43 2,65
Mg ™ 0,907 +44,98 2,78
ET" 1,421 +40,11 3,12
Im" X +47,77 X

Eletrolito simulado: 60 mmol L de 4cido acético e 15 mmol L™ de imidazol.
Legenda: ET"— etanolamina protonada; Im" — imidazol protonado; Ac — acetato; SL™ — salicilato.
Fonte: O autor.

A simulagio pelo programa Peakmaster 5.3 mostra que o fon Mg™* tem menor tempo
de migragdo que o Na”. Observando a figura 14, esperava-se que o Mg > migrasse antes que 0
Na', pois sua s era maior. Porém, o efeito da forca idnica sobre a s dos ions é considerada
durante a simulagdo pelo programa, e a s do Mg sofre uma redugdo de aproximadamente
20 %. Experimentalmente, a inversdo na ordem de migracdo do Na™ e Mg™ também foi
observada.

A tabela 3 também mostra que a pg do fon acetato (co-ion para os dnions) ¢ muito
inferior aos valores de s dos anions de interesse (I0;” e SL'). Como discutido na segdao
1.5.4.3, esse ¢ um exemplo de situagdo onde et co # Mefr A, Mas 0 pico ainda € simétrico, pois

os valores de Sa dos picos sdo proximos de zero. Porém, para os cations, nota-se que a Sa tem
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relacdo com a proximidade das g co € Hefr A, POIS quanto mais proximo € peg o €m relacao
Weff co, mais proximo de zero ¢ o valor de Sa. Resultados experimentais (figura 15)
comprovaram que a dispersao por eletromigracdo ¢ baixa, pois os picos de interesse nao
apresentaram o alargamento caracteristico.

A tabela 3 também mostra que o maior valor de Sy é o do K'. Portanto, o pico
referente a0 K" apresenta baixa intensidade e formato triangular. A simetria do pico do K"
pode ser melhorada com a adi¢ao do composto 18-coroa-6 no eletrolito de corrida. O 18-coroa
-6 tem seis oxigénios que interagem com o K no interior da coroa, pois o didmetro interno do
éter coroa é entre 260 a 320 pm, enquanto o K" tem raio idnico de 266 pm (BOYCE, 1999). A
figura 15 representa trés eletroferogramas diferentes, onde concentragdes de 1, 3 ¢ 5 mmol L™

de éter coroa foram adicionados ao eletroélito.

Figura 14: Eletroferogramas obtidos utilizando concentracdes diferentes de 18 - coroa - 6.

15 mmal L™ de imidazol, 50 mmol L de dcido acéticoe 1 mmol L de 18- coroa-6
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- IU.'.q _; Mg+2
; (T
+
cat2 18
H+
de dcido acéticoe 5 mmol L' de 18- coroa-6
- +2
10, Mg .
i . ET
+
1 H+ Ca+2 Na
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Legenda: Em vermelho, ions referentes a GT. Em azul, ions referentes a GL.
SL"— salicilato, ET" — etanolamina protonada.

Fonte: O autor.

De acordo com a figura 15, quando a concentragdo de 18-coroa-6 aumenta, o tempo

de migragdo do K" aumenta e a dispersdo por eletromigragio do pico é reduzida. A adi¢io de
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18-coroa-6 ao eletrélito é interessante porque o pico do K™ é o menor entre todos os cations.
Porém, espera-se que o K seja encontrado com certa frequéncia em amostras de biodiesel por
se tratar de um catalisador frequentemente utilizado na produg¢do do combustivel. Portanto,
com a melhora na intensidade do sinal do K', menores quantidades de K' podem ser
detectadas nas amostras. Nenhum efeito consideravel do 18 -coroa-6 foi observado sobre os
outros analitos, pois ndo houve alteragao significativa nos tempos de migragao.

Portanto, para validagao do método, foi utilizado o eletrélito de corrida composto por
60 mmol L de 4cido acético, 15 mmol L' de imidazol e 5 mmol L' de 18-coroa-6. Nessas
condicdes, os picos de interesse apresentam baixa dispersdo por eletromigragdo, tempo de

migracgdo inferior a 3 minutos e resolucao satisfatdria entre os picos.
4.3 ANALISE DE CATIONS
4.3.1 Otimizacao da extracao dos cations

A extracao dos cations foi realizada em meio acido e, para simplificagdo do método,
nenhum processo de aquecimento ou sonicacdo foi utilizado. O meio éacido ¢ utilizado para
realizar uma troca i6nica, onde os cations que estdo interagindo com algum componente do
biodiesel sdo trocados por protons. Ao adicionar &cido ao biodiesel, os cétions sdo
transferidos da fase orgénica do biodiesel para a fase aquosa acida de maior polaridade.

O procedimento de extragcdo foi realizado inicialmente seguindo a propor¢ao de 500
mg de biodiesel para 500 pL de HNO; 30 mmol L. A tabela 4 mostra as concentragdes
calculadas de amostras certificadas de 5, 10 e 20 mg Kg' de Na™, KtCa+2 e Mg™,

De acordo com a tabela 4, os melhores valores obtidos foram para a extragdo de K'e
o Mg™* , onde as recuperagdes foram superiores a 88%. A extragio do Ca’ foi satisfatoria até
a amostra certificada de 10 mg Kg™', onde a recuperacio chegou a 87%. Porém, a recuperagio
de Ca™ na amostra de 20 mg kg foi de apenas 66%, evidenciando a saturagdo do meio
aquoso com o ion. Concentragdes superiores aos valores de referéncia foram obtidas para o
Na', principalmente na amostra de 5 mg kg'. O erro na concentra¢io de Na' pode ser
proveniente de contaminagdo do eletrodo entre as corridas ou adsor¢do de Na™ na superficie

de silica do capilar.
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Tabela 4: Concentracdes dos cations encontrados em amostras certificadas.

Concentraciio encontrada (mg Kg ™)

Amostra certificada K" Ca™ Na' MgJr2
5mgKg' 52+03 5002 6,80 + 0,02 52+03
10 mg Kg™! 9,8+ 0,1 8.8 +0,4 11,5+0,3 9,6+ 0,2
20 mg Kg”' 18,0 + 0,4 13+1 20,2 + 0,4 17,6 + 0,3
Recuperacao (%)

5 mgkg 105+ 6 100+ 5 143 + 10 105+3
10 mg kg™’ 98 + 1 87+ 4 115+ 3 96 + 2
20 mg kg™ 90 + 2 66+ 5 101 +2 88 + 1

Fonte: O autor.

Para verificar se existe diferenca na eficiéncia da extragdo em relagdo a variagdo de
massa de biodiesel, foram testadas massas de 500 a 300 mg biodiesel, extraidas com 500 pL
de HNOs. Os resultados estdo resumidos na tabela 5. Como a recuperacdo da amostra de 20
mg kg foi menor em todos os casos da tabela 4, apenas a amostra de 20 mg kg™ foi utilizada
para esse novo estudo.

De acordo com a tabela 5, as recuperacdes de K, Na' e Mg+2 sdo superiores a 88%
independentemente da massa de biodiesel utilizada na extra¢do. Para o Ca+27 a recuperagao
com 500 mg de biodiesel € de apenas 66%. Porém, ao reduzir a massa de biodiesel para 300
mg, a recuperagao do analito chega a 93%, sendo esse um valor satisfatorio. Nao ¢
interessante reduzir mais a massa do biodiesel devido aos limites que sdo estipulados pela
ANP. Com a diluicdo atual, uma amostra de biodiesel contendo 1 mg Kg'1 de K", apos as
etapas de extragdo e diluicdo para inje¢do no sistema de separacdo, apresentara uma
concentracio de apenas 0,3 mg L. Concentragdes inferiores a esse valor estio proximas ao
limite de quantificagdo do método. Portanto, a propor¢ao de massa de biodiesel e solucdo de
acido nitrico selecionada para o desenvolvimento do método foi de 300 mg de biodiesel e 500

uL de HNO; 30 mmol L™,
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Tabela 5: Concentracdes de cations encontradas em diferentes massas de biodiesel utilizando

um volume fixo de 500 uL de HNO5 30 mmol L' como solvente extrator.

Concentracio encontrada ( mg Kg'l)

Massa de - Ca? Na* Mg »
amostra’
500 mg 18,0 = 0,4 131 202 + 0,4 17,6 0,3
400 mg 19,7+0,2 17,6 0,5 22,5+0,1 19,5+0,2
300 mg 19,4 £0,3 18+1 22,2+0,4 19,0+0,3
Recuperaciao (%)
500 mg 90+2 66+5 101 £2 88+1
400 mg 99 + 1 88+2 112,5+ 04 97 + 1
300 mg 97 +2 93 +4 111+£2 96 + 1

% massa da amostra certificada de biodiesel contendo 20 mg Kg™' de cations.

Fonte: O autor.

4.3.2 Preparo de amostra para injecao dos cations

Para extracdo dos cations foi necessario utilizar solu¢do de 30 mmol L' de HNO:s.
Maiores concentracdes de HNO; ndo foram testadas porque a condutividade da zona da
amostra aumentaria, provocando alargamento dos picos. Para reduzir a condutividade da
amostra dilui¢des podem ser realizadas. Porém os sinais dos analitos também serdo reduzidos,
dificultando o calculo de concentragdes de cations abaixo dos limites estipulados pela
resolucdo da ANP. De acordo com o programa Peakmaster 5.3, se a diluicdo da amostra for
de duas vezes, a condutividade simulada é 0,610 Sm™. A condutividade simulada do eletrdlito
de corrida utilizado na separacdo dos analitos ¢ de apenas 0,126 Sm™. Portanto efeitos de
alargamento de picos podem acontecer.

Para reduzir a condutividade, pode-se adicionar a amostra um composto quimico. O
jon H' tem mobilidade efetiva elevada e é o maior responsavel pela alta condutividade da
zona da amostra. Portanto, pode-se adicionar uma base para capturar o fon H'. Porém, o
aumento de pH também promove a ionizacdo da silica e a adsorcdo de cations sobre a

superficie do capilar serd maior.
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Outra op¢do ¢ adicionar um composto no eletrolito capaz de capturar os protons e
tamponar o pH da zona de amostra em um pH ainda acido. Se for adicionado um aminoacido,
o grupo amino pode capturar os fons H'™ e ainda manter o pH 4cido da amostra. O aminoacido
adicionado a amostra foi a f—alanina que apresenta valores de pKa de 3,3 ¢ 10,2. Em pH = 3,3
a Uerr da P-alanina ¢ de aproximadamente 15 (10° cm® V''s™") (HIROKAWA; GOJO; KISO,
1986). Simulagdes no programa Peakmaster 5.3 também mostraram que uma solugdo
composta por 15 mmol L' de HNO; e 30 mmoL L' de B - alanina tem pH de 3,5 ¢
condutividade de 0,160 S m™. A . simulada da B-alanina foi igual a 16,8 (10° cm? V''s™).
Portanto, apds a extragdo dos cations do biodiesel com 30 mmol L' de HNOs, a fase aquosa
pode ser diluida na proporgdo de 1:1 v/v com uma solugdo de 60 mmol L™ de B - alanina. A
condutividade da amostra entdao ¢ reduzida de 0,610 para 0,160 S m’! e, como a L da B —
alanina protonada ¢ muito inferior as s dos cations de interesse, ndo ha comigra¢do.Os
efeitos da adi¢do de B — alanina podem ser observados na figura 16, onde foram injetadas

solugdes contendo 3 mg L'de K", Na*, Ca™, Mg+2 e2,5 mg L' de etanolamina.

Figura 15: Efeito produzido pela adi¢do de f—alanina a amostra que contem HNOs.
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Legenda: ET" — etanolamina protonada.
Fonte: O autor.
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Na figura 16, no eletroferograma onde a P-alanina estd presente na amostra, o
alargamento frontal do pico do ion K foi eficientemente reduzido. O fon Ca™ também tem o
alargamento reduzido, mas o efeito ¢ melhor observado no K, que é o ion mais afetado pela
dispersao por eletromigracao. O efeito da condutividade da amostra ndo foi muito significante

para os fons Na' e Mg+2 .
4.4 ANALISE DA GLICERINA LIVRE

A andlise da GL ¢ baseada em fundamentos simples. Primeiro, realiza-se uma
extragcdo da glicerina livre com agua deionizada e a fase aquosa ¢ separada da fase organica
(cloroférmio e biodiesel). Apos a centrifugagdo, o sobrenadante ¢ coletado e posteriormente
existem etapas de adi¢do de 104 e 4cido salicilico para que a amostra seja injetada. A reagdo
entre 104 ¢ realizada porque a glicerina ndo tem carga ¢ ndo absorve no UV. Portanto, a
glicerina ¢ medida através da formacdo do ion I0;. Nao é necessario fazer conversoes
estequiométricas para o calculo da glicerina através de 10;". As curvas de calibracdo sdo
preparadas adicionando 104 em excesso em diferentes concentracdes de glicerina. A area

obtida do pico 105" ¢ proporcional a quantidade de glicerina.
4.5 ANALISE DE GLICERINA TOTAL

A andlise da GT ¢ mais complexa que a andlise GL. A GT ¢ a soma da glicerina livre
com as formas ligadas da glicerina. Portanto, a andlise de GT diretamente ndo ¢ possivel,
porque as formas ligadas da glicerina sdo de baixa polaridade e insoliiveis no eletrélito de
corrida, além de ndo apresentarem carga. Portanto, o preparo da amostra da glicerina requer
uma etapa de transformacgdo da glicerina ligada em glicerina livre. Essa etapa ¢ realizada
através da adi¢ao de solugao etanodlica de KOH a amostra de biodiesel.

Ap0s a conversdo da glicerina ligada em livre € necessario adicionar solugdo 4cida a
amostra. Sem adicdo de 4cido, ndo € possivel fazer a LLE da glicerina, pois a separacdo de
fases quando cloroférmio ¢ adicionado ndo ocorre. A acidificagdo da amostra, no método

proposto por Spudeit em 2012, era realizada com acido acético. Porém, com a acidificacdo
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com acido acético, picos achatados foram obtidos, como mostra o eletroferograma da figura

17.

Figura 16: Efeito do acido acético sobre a amostra de GT.
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Legenda: Em vermelho, ions referentes a GT. Em azul, ions referentes a GL.
Fonte: O autor.

Para que os picos apresentem o aspecto achatado, a concentracdo do analito deve ser
praticamente equivalente em cada se¢do da zona de amostra de GT. A velocidade de migracao
dos analitos dentro da zona da amostra também deve ser igual a velocidade dos analitos na
regido do eletrolito de corrida. Nesse caso, ndo havera nenhum processo de stacking dos
analitos na interface entre a zona de amostra € a zona de eletrolito, como demonstrado na
figura 12. Como os ions acetato estdo presentes nas zonas de amostra e de eletrdlito, as
condutividades de ambas as zonas sdo similares e os analitos migram com a mesma
velocidade em ambas as zonas. Portanto, para acidificacdo da amostra, foi utilizado HCI. Os
jons H" e CI” sdo mais rapidos que os ions acetato, e a condutividade da zona da amostra é
maior que a condutividade da zona do eletrolito. Por motivos previamente discutidos na segao
4.1 e figura 12, os picos de interesse voltaram ao aspecto normal utilizando um &cido forte

para a neutralizagdo do KOH.
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4.6 VALIDACAO DO METODO E ANALISE DE AMOSTRAS

A tabela 6 mostra os resultados obtidos para a validagdo do procedimento analitico.
O valor de Fiaculado fo1 obtido através da equacdo 13, onde p € o nimero de niveis de
concentragcdo da curva de calibragdo, m ¢ o nimero total de replicatas e m; ¢ o nimero de
replicatas realizadas em cada nivel i. Caso Fiacuado < Feritico @ hipotese de que o modelo ¢
linear € aceito com um determinado nivel de significancia (o) (DANZER; CURRIE, 1998;
FARIA; SOUZA; OLIVEIRA, 2008; OLIVIERI, 2015). Todas as curvas de calibragdao
demonstraram um modelo linear, com valores de 1 superiores a 0,998 e valores de Fcaicutado

inferiores ao Fitico = 2,4 com o= 0,05.

P mii-9)?/(p-2)
2 X 0i=0)?/ (m=p)

F calculado —

(13)

Os limites de quantificagdo (LOQ) e deteccao (LOQ) de GT foram de 0,017% m/m e
0,0056% m/m. Para GL, os valores de LOQ e LOD sao 10 vezes menores, pois a diluicdo da
amostra de GL ¢ menor, e o volume de amostra de GL introduzido na etapa de inje¢do é o
dobro do volume injetado de amostra de GT.

Os valores calculados de precisao interday foram inferiores a 7,3 % de CV. Apesar
das diversas etapas de injecdo das amostras por ambas as extremidades do capilar, a variacdo
instrumental do método ndo ultrapassou 2,1 % de CV. Os valores obtidos através da avaliagao
da precisdo intraday foram inferiores a 5,0 % de CV. Os valores de CV s3o maiores para a
GT, provavelmente porque o preparo de amostra da GT requer etapas adicionais de reagao
com KOH e acidificagao com HCI.

A avaliacdo da exatidao através do teste-t mostrou que os valores obtidos pelo
método desenvolvido por CZE apresentou resultados equivalentes a amostra de referéncia.
Para todos os analitos, o valor de t calculado foi inferior ao valor de t critico. Portanto, com
um nivel de confianca de 95%, ndo ha diferenca estatistica entre as concentracdes obtidas pelo
método desenvolvido e as concentracdes de referéncia. A exatiddao também demonstra que o

método tem especificidade para os analitos de interesse.
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Tabela 6: Parametros de validagdo para o método desenvolvido.

Linearidade

Analito Falz(a Iil_f;ear Equacio da curva 5 . LOQ" LOD*
mg R F calculado
Glicerina total 2,00 -35,0 y = 0,054x + 0,024 0,999 0,95 0,017 % (m/m) 0,0056 % (m/m)
Glicerina livre 2,00 -35,0 y = 0,046x + 0,018 0,999 1,11 0,0017 % (m/m)  0,00055 % (m/m)
K* 0,25 5,00 y = 0,418x + 0,007 0,999 1,05 0,50 mg kg™ 0,17 mg kg’
Ca® 0,25 - 5,00 y = 0,880x + 0,038 0,999 1,45 0,195 mg kg 0,065 mg kg
Na* 0,25 5,00 y = 0,869x + 0,065 0,998 1,16 0,16 mg kg™ 0,053 mg kg!
Mg 0,25 -5,00 y=1,681x+0,013 0,999 1,13 0,071 mg kg 0,023 mg kg
ey~ C
Precisio Precisio  Precisio Exatidao
Instrumental Intraday  Interday .
(% CV) (% CV) (% CV) Valor calculado de t Valor critico de t
Glicerina total 2,1 1,8-5,0 2,5-73 1,45 2,160
Glicerina livre 2,0 1,0-3.6 2,5-42 -0,87 2,160
K* 1,5 1,4-3,6 1,7-62 0,253 2,201
Ca*? 1,3 0,9-43 1,1 -48 0,806 2,179
Na* 0,9 2,1-35 2,5-44 -0,935 2,228
Mg*™ 1,3 1,2-2,9 1,6 -4,5 -1,274 2,179
¢ Fcritico = 2:40

LOQ e LOD foram calculados considerando que o analista realizara a extragdo usando 300 mg de biodiesel para os cations, ¢ 100 mg de
biodiesel para extra¢do da GT e GL.

¢ Calculado através da concentracdo média encontrada por n > 9 laboratorios em comparagdo com a concentragdo encontrada através do
meétodo proposto. Teste-t foi aplicado com nivel de confianga de 95%.

Fonte: O autor.

Uma caracteristica interessante observada ¢ a semelhanga entre os coeficientes
angulares das equagdes de curva de Ca™ ¢ Na". Como o método ¢ indireto para analise de
cations, o fator mais importante ¢ a capacidade de cada analito em deslocar o imidazol
protonado (Im"). Em termos de carga, o Ca™ desloca duas vezes mais grupos Im" que o Na™.
A massa molar do Na™ é quase a metade da massa do Ca'™. Portanto, se as concentra¢des de
Ca™ e Na' sdo iguais em mg L', em mol L, a concentragdo do Na" é o dobro do Ca™.
Assim, o Na* desloca a mesma quantidade de ions Im" que o Ca™ que, apesar de ter carga
duas vezes maior, estdi com metade da concentragio molar do Na’. Logo, quando
concentracdes equivalentes, em mg L™, de Ca™ e Na' sdo injetados, os valores das areas
obtidas para os dois analitos ¢ semelhante. Assim, os coeficientes angulares observados para
as curvas de calibragdo sdo praticamente iguais.

O desempenho interlaboratorial do método foi avaliado através dos valores de Z-

score obtidos para cada laboratério (tabela 7). O Z-score foi calculado através da equagao 14,
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onde x;,, ¢ o resultado encontrado por determinado laboratdrio, X; ¢ a média de todos os
resultados ¢ 0 ¢ o desvio padrio dos resultados (HOLLANDS et al., 2017; ISAO;
KAZUTOSHI, 2014). Para o ensaio, X;, foi considerado como a média robusta dos
laboratorios participantes € 6 como o desvio padrao robusto dos resultados. Ambos os valores

foram calculados através do algoritmo A, encontrado no apéndice C da ISO 13528:2015.

(E)(ISO, 2015).
Z — score = X'%;XL (14)

Para esse teste de desempenho interlaboratorial, os resultados do Z-score indicam
quao afastado estd cada laboratdrio em relacdo a média robusta em termos de desvio padrdo
robusto. Ou seja, um Z-score = 1 significa que o laboratério obteve uma média que esta a um
desvio padrao robusto de diferenga da média robusta. Portanto, ¢ possivel avaliar quao
proximos estdo entre si os resultados encontrados pelos laboratérios. O desempenho
interlaboratorial do método ¢ considerado satisfatorio quando | Z-score | < 2, questionavel se
2 <| Z-score |< 3 e insatisfatoério se | Z | > 3 (HOLLANDS et al., 2017; ISAO; KAZUTOSHI,
2014).

Os ensaios interlaboratoriais foram realizados em quatro laboratérios que foram
selecionados de acordo com a localizagdo, disponibilidade de equipamentos e disponibilidade
de analistas com alguma experiéncia em CE para realizar as analises. De acordo com esse
modelo avaliagdo dos resultados, o desempenho interlaboratorial do método foi satisfatorio,
pois todos os valores de Z-score calculados estdo entre + 2. Valores de média robusta e desvio
padrdo robusto também estdo representados na tabela 7. Como sdo poucos laboratorios
participantes, a média e desvio padrao sao proximos aos valores robustos.

A tabela 8 mostra os valores de concentra¢des calculadas dos analitos na amostra
interlaboratorial e em cada laboratério. Os analistas receberam procedimentos operacionais
para aplicagcdo do método, mas ndo receberam treinamento prévio. De acordo com o teste-t, a
média dos resultados obtidos por eletroforese ¢ equivalente aos valores de referéncia (amostra

interlaboratorial) com um nivel de confianga de 95%, pois o valor p € superior a 0,05.



66

Tabela 7: Valores de Z-score obtidos utilizando o método proposto em quatro laboratérios.

, Z-score ?
Laboratorio — = - ™
GT GL K Ca Na Mg
Quimica
UFSC -0,31 1,29 0,59 - 0,89 0,78 1,16
MAPA
Floriandpolis - 1,08 0,29 1,23 1,06 1,38 - 0,64
AG
ot 1,00 1,14 - 0.69 037 2023 20,76
Farmacia
UFSC 0,38 - 0,57 0,07 - 0,53 0,37 0,32
Média 0,187 0,0057 1,6 3.1 43 4,2
robusta (% m/m) (% m/m) (mgKg") (mgKg") (mgKg")  (mgKg")
Desvio padrdo 0,0 13 0,0008 0,2 0,2 0,3 0,3
robusto (% m/m) (% m/m) (mgKg™) (mgKg™) (mgKg")  (mgKgh

*Amostra de referéncia para o Z-score foi a amostra interlaboratorial.
Fonte: O autor.

Tabela 8: Valores de concentragdo e precisdo interlaboratorial obtidos através do método
proposto.

Concentracio
GT GL K Ca™ Na' Mg"
(% m/m) (% m/m) (mgkg™) (mg Kg™) (mg Kg) (mg Kg')
Analista A 2 0,183 = 0,01 0,0066 = 0,0002 1,47+ 0,03 2,92+0,01 4044004  4,51+0,04
Analista B ° 0,173 £0,01 0,0059 = 0,0002 18402 34405 4,79 40,08 4103
Analista C © 0,200 = 0,01 0,0049 + 0,0004 1,4+02 32409 4206 3940,
Analista D ¢ 0,192 +0,01 0,0057 + 0,002 1,6+0,2 29403 4,18+ 0,09 43+0,1
Meédia 0,187+ 0,01 0,0057  0,0008 1,640, 32402 43£0,3 42£02
Eletroforese
Média 0,188+ 0,01 0,0060 % 0,001 1,5£0,5 3,0+ 04 3,9+ 04 42£05
(Referéncia)
Valor p 0,87 0,58 0,65 0,36 0,09 0,98
Precisio
interlaboratorial 6,2 12,1 10,2 6,5 6.9 4.9
(% CV)
. e
Desvio predito 10,1 13,5 14,9 13,5 12,8 12,9
(% CV)
HorRat 0,6 0,9 0,7 04 0,5 0,4

a

b
Equipamento usado regularmente. Experiéncia do analista com CE: entre 4 a 5 anos. Local: MAPA de Floriandpolis.

Equipamento usado rotineiramente. Experiéncia do analista com CE: superior a 6 anos. Local: Departamento de Quimica da UFSC.

Equipamento raramente usado (1 ano inoperante). Experiéncia do analista com CE: entre 3 a 4 anos. Local: EPAGRI de Itajai.
Equipamento raramente utilizado. Experiéncia do analista com CE: inferior a 2 anos. Local: Departamento de farmécia da UFSC.

€ . . ~ . . X ~ - ~
Desvio predito pela equagdo de Horwitz. Considera-se que, apds o preparo de amostra, as concentragdes de glicerina para GT e GL serdo
aproximadamente 21 e 3,5 mg L™,

Fonte: O autor.
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As equacdes de Horwitz e HorRat (Razdo Horwitz) foram utilizadas para avaliar a
reprodutibilidade do método. Na equacdo 15, CVprev reprod. € 0 coeficiente de variagdo previsto
para analises de um determinado analito que estda em uma determinada concentragao ca (em
fragdo massica). Na equagdo 16, o HorRat é a razdo entre 0 CVpeyreproa. € 0 coeficiente de
variagdo experimental (CV.y,). Valores de HorRat entre 0,5 e 2,0 sdo considerados aceitaveis

(ANILANMERT et al., 2016; AOAC INTERNATIONAL, 2016).

CVprev.Reprod. = 2(1-05log ca) (15)

HorRat = <22 (16)

CVprev

Em relagao a reprodutibilidade, avaliada através da precisdo interlaboratorial do
método, valores de CV (%) inferiores aos valores previstos pela equacdo de Horwitz foram
obtidos, pois todos os valores de HorRat calculados para os diferentes analitos estdo na faixa
entre 0,4 - 0,9 (tabela 8). Portanto o método apresentou reprodutibilidade aceitdvel, com
melhores resultados para o Ca™ e Mgﬂ, que apresentaram os menores desvios entre os
laboratdrios.

A tabela 9 descreve os valores de CV e HorRat para avaliacdao da precisdo intraday
(repetibilidade) de quatro analistas diferentes para a analise da amostra interlaboratorial. A
equagdo 17 foi utilizada para obter os valores de coeficiente de variagdo previstos para a
repetibilidade (CVpyep geper.)- A faixa de HorRat aceita também ¢ diferente em relagdo a
reprodutibilidade, que ¢ alterada para 0,3 - 1,3 (AOAC INTERNATIONAL, 2016; RAO,
2018).

CVprev.Repet. = 0,67. CVprev.Reprod. (17)

Ao avaliar a repetibilidade do método para analistas diferentes (tabela 9), observa-se
que os valores de CV sao bastante diferentes para cada analista. Em relagao a GT e GL foram

obtidos valores inferiores a 8,6 % de CV, com excecdo do analista D, que obteve quase 40 %
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de CV e HorRat de 4,5. Porém essa variagdo deve ser proveniente do preparo de amostra de
GL realizado pelo proprio analista.

Para os cations, os melhores valores de CV e HorRat foram obtidos para o Mg,
onde os valores de CV ndo ultrapassaram 7 % e os valores de HorRat foram inferiores a 0,8.
Em relagio ao Na', apenas o analista C obteve HorRat > 1,3 cujo resultado pode ser
indicativo de contaminacdo de Na' durante as analises. Em relacdo ao Ca™, dois analistas
obtiveram HorRat > 1,3 sendo o que o maior valor obtido foi de 3,1 pelo analista C. O erro
proveniente das analises do analista C pode ter ocorrido na etapa de agitacdo da amostra por
tempo e com intensidade insuficiente, ou na etapa de centrifugagdo para separagdo das fases,
onde goticulas de fase orgénica ainda poderiam estar presentes na fase aquosa que foi
injetada. O laboratorio onde o analista C fez as analises ndo estava equipado com agitadores
vortex e centrifugas de tubos Eppendorf como os outros. Para analise de K, apenas um valor
de HorHat foi superior a 1,3, porém encontra-se apenas 0,1 acima do limite superior.

Considerando que os analistas ndo obtiveram treinamento algum em relacdo ao
método e que utilizaram equipamentos cuja manutengdo ¢ desconhecida, os resultados de
reprodutibilidade e repetibilidade foram satisfatorios, pois valores de HorRat superiores as
faixas consideradas aceitas foram casos pontuais. Alguns valores de HorRat foram inferiores

ao aceito. Porém, isso apenas indica que a variagdo experimental foi menor do que a prevista.

Tabela 9: Valores de CV e HorRat para avaliar a repetibilidade de cada analista.

GT*® GL* K Ca"™ Na* Mg"”
b CV (%) 4,7 33 2,0 0,3 0,9 0,8
Analista A
HorRat 0,7 0,4 0,1 0,02 0,1 0,1
CV (%) 8,1 2,9 13,8 14,3 1,7 7
Analista B ©
HorRat 1,2 0,3 1,4 1,6 0,2 0,8
d CV (%) 49 8,6 13,7 27,5 14,4 3,2
Analista C
HorRat 0,7 0,9 1,3 3,1 1,7 0,4
. CV (%) 7,2 39,6 11,2 2,5 2,1 3
Analista D
HorRat 1,1 4,5 1,1 0,3 0,2 0,3

a . i ~ . L .
Considera-se que, apds o preparo de amostra, as concentragdes de GT e GL na amostra interlaboratorial sdo aproximadamente 21 e
3,5 mg L' respectivamente.

Equipamento usado rotineiramente. Experiéncia do analista com CE: superior a 6 anos. Local: Departamento de Quimica da UFSC.
¢ Equipamento usado regularmente. Experiéncia do analista com CE: entre 4 a 5 anos. Local: MAPA de Florianépolis.

Equipamento raramente usado (1 ano inoperante). Experiéncia do analista com CE: entre 3 a 4 anos. Local: EPAGRI de Itajai.
¢ Equipamento raramente utilizado. Experiéncia do analista com CE: inferior a 2 anos. Local: Departamento de farmacia da UFSC.

Fonte: O autor.
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Em relagdo as anélises das amostras no laboratorio de Quimica da UFSC, a tabela 10
mostra as concentragdes obtidas para os cations, GT e GL em quatro amostras diferentes. Para
a amostra interlaboratorial, os parametros de qualidade Na + K e Ca + Mg ultrapassam os
valores estipulados pela RANP-45 de 5 mg Kg'. A amostra ABL apresentou baixa
concentragdo de Na', e ambas as amostras Bl e B2 apresentaram Na' e Ca*?, mas as amostras
nao ultrapassaram o limite da ANP. Com excecao da amostra Interlaboratorial, todas as
amostras apresentaram concentracdo de K~ e Mg™ abaixo do LOQ. Todas as amostras, com
excecao da amostra B2, apresentaram concentragdes de GT abaixo do limite estipulado pela
RANP-45 de 0,25 % (m/m). Nenhuma amostra testada ultrapassou o limite estipulado de 0,02
% (m/m) para GL.

Tabela 10: Concentragao de cations, GT e GL encontrados em amostras utilizando o método

proposto.
+ + +2 +2
Amostra K 1 Na B Ca - Mg , GT GL
(mgkg™) (mgkg™) (mgkg™) (mgkg™) (% m/m) (% m/m)
Interlaboratorial 1,47+0,03 4,04 +0,03 2,92 +0,01 4,51+0,04 0,182 = 0,004 0,0067 £ 0,0002
Valores de Referéncia * 1,5£0,5 3,89+ 0,4 3,0£04 42+0,5 0,188 = 0,01 0,0060 =+ 0,001
Amostra ABL <LOQ 0,73 £ 0,02 <LOQ <LOQ 0,200 = 0,007 0,010 = 0,0005
Valores de Referéncia ° N/I N/I N/T N/I 0,182 £ 0,025 0,011 £0,003
Bl <LOQ 0,8+0,2 1,0+0,1 <LOQ 0,218 + 0,02 <LOQ
B2 <LOQ 0,43 +£0,08 0,19 + 0,02 <LOQ 0,295 0,01 0,0056 + 0,001

? Calculado através de resultados encontrados por n > 9 laboratorios. Os métodos oficiais utilizados foram DIN EN14538, NBR 15553,
NBR 15556, NBR 15908, ASTM D 6584 ¢ NBR 15908. Referente a amostra interlaboratorial.

b A norma ASTM D 6584 foi utilizada para calcular a concentragdo da amostra ABL. O termo N/I indica que o valor de referéncia ndo foi
informado.

Fonte: O autor.

A figura 18 representa o eletroferograma obtido para andlise da amostra
interlaboratorial com o método proposto. Como pode ser observado, picos estreitos foram

obtidos e com resolucdo satisfatoria. Observando o eletroferograma, também ¢ possivel notar
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por que o padrio interno para os anions foi o SL". Se o padrdo interno fosse NOs', por
exemplo, haveria comigracao do padrao interno com o primeiro pico do eletroferograma, que
provavelmente ¢ referente ao ion Cl” da GT. Porém, o ion SL” migra em um tempo onde nao
ha interferéncias proximas. Em relacdo aos Cétions, se o padrdo interno fosse Ba+2, haveria
comigragio do Ba™ com o K. Porém, a etanolamina (ET") migra em um tempo superior aos

outros cations, € ndo ha riscos da etanolamina precipitar por variagdes de pH.

Figura 17: Eletroferograma da analise da amostra interlaboratorial com o método proposto.

220nm | Mg*2 350 nm
i Ref 208 nm
104 ;
Na*
i ET+
0 0.5 1 15 2 25 min

Legenda: Em vermelho, ions referentes a GT. Em azul, ions referentes a GL.
SL"— salicilato; ET"— etanolamina protonada.

Fonte: O autor.

4.7 METODO PARA TRANSFORMACAO DOS ELETROFEROGRAMAS EM
MOBILIDADES EFETIVAS

Em métodos desenvolvidos por CE, os tempos de migracao (t,) dos analitos podem
ser irreprodutiveis devido a existéncia do EOF, que varia entre as corridas principalmente
devido a variagdes de pH e ionizagdo da superficie do capilar. Quando a velocidade do fluxo

eletrosmotico € alta, ¢ possivel observa-lo no eletroferograma. Porém, no método proposto,
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onde o eletrdlito tem pH &cido, a velocidade do EOF ndo ¢ muito alta e ndo pode ser
observado dentro do tempo de geragao do eletroferograma. Conhecer a mobilidade do fluxo
eletrosmotico (Lgor) € importante porque, embora o t;, do analito sofra alteragdes, a W do
analito entre as corridas ndo deve sofrer alteracdes significativas. Portanto, ao calcular o valor
de ptgor, € possivel também calcular a pgrdo analito de interesse.

Para calcular a pugop, foi utilizado como referéncia o tempo de migracao simulado da
etanolamina (t,, gr). A etanolamina foi escolhida por ser o padrao interno da analise de cations
e, portanto, sempre estara presente no eletroferograma das amostras. A figura 19 representa a
curva obtida e representa os valores de t, gr obtidos para cada valor de pgor escolhido entre a
faixa de 0 a 22 (10° cm® V' s™). A equagio 18 representa a equagdo da curva obtida. Ao
realizar esse procedimento, € possivel calcular o valor de ppor experimental usando os valores

experimentais de t,, gr, na equagao 18.
Ugor = —3,3777tm g3 + 33,789tm g2 — 125,65tm gr + 165,72 (18)

Figura 18: Curva de mobilidade efetiva do fluxo (1gor) vs tempo de migragdo da etanolamina
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Fonte: O autor.

Como representado na tabela 11, utilizando o ty, gr para célculo de pgor em

eletroferogramas obtidos em quatro laboratérios diferentes, obteve-se valores de pgor entre
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8,9 ¢ 11,69 (10° cm® V' s™). A variac¢do do fluxo entre os laboratorios pode atingir até 37 %.
Porém, como o valor de pgor ainda € relativamente baixo, a variagdo no tempo de migragao
dos analitos nao atinge esse valor. A comparagdo entre os coeficientes de variacdo de tempo
de migragdo e mobilidade efetiva dos analitos estdo representados na tabela 12. Os valores de
CV que, por tempo de migragdo atingiram até 8,4 %, foram reduzidos para menos de 1%
observados em termos de mobilidade efetiva dos analitos.

Em relagdo a tabela 12, valores de p.g para os anions da GL e cations sdo mais
similares aos valores reais de mobilidade do que os valores obtidos para os anions de GT,
pois, no capilar, a amostra de GT estd mais proxima a janela de detec¢do que a amostra de

GL.

Tabela 11: Valores de mobilidade do fluxo eletrosmético calculados a partir do tempo de

migrac¢do da etanolamina (Ty, gr).

Laboratdrio Enl;ui; 10’ LcL;En%FVa‘I s (10‘5%];?]:\/]3'1 s
Quimica UFSC 2,42 11,69 11,70
MAPA Florianépolis 2,63 7,38 7,40
EPAGRI Itajai 2,60 8,00 8,04
Farmécia UFSC 2,55 8,90 8,91

Calculado via tentativa e erro através do software Peakmaster 5.3, alterando aleatoriamente o valor da mobilidade do fluxo eletrosmotico
até que o tempo de migragdo simulado e experimental fossem equivalentes.

Calculado utilizando o tempo de migracdo experimental da etanolamina na equagéo 18.

Tabela 12: Tempos de migragdo e mobilidades efetivas dos analitos.

Analito Tempo de migracao médio cv Mobilidade efetiva média cv
(min) (%) (107 em®*V's™) (%)

105 0,68 5,79 -45,49 0,34
105 0,71 5,61 -43,51 0,37
SL” 0,90 8,43 - 36,58 0,88
SL” 0,96 8,16 - 34,84 0,49
K" 1,95 2,67 + 55,50 0,44
Ca™ 2,11 3,05 +50,52 0,15
Na® 2,22 3,18 +47,75 0,17
Mg+2 2,29 3,34 +45,88 0,08
ET " 2,55 3,75 +45,49 0,34

Legenda: Em vermelho, ions referentes a GT. Em azul, ions referentes a GL.
SL"— salicilato; ET" — etanolamina protonada.

Fonte: O autor.
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Os eletroferogramas referentes a analise da amostra interlaboratorial em quatro
laboratorios diferentes estao representados nas figuras 20 e 21. Observa-se um alinhamento
efetivo entre os picos dos analitos, mesmo com valores de ugor diferentes para cada
laboratoério.

A transformagdo do eixo de tempo de migracdo para mobilidade efetiva é importante
principalmente para auxiliar na identificagdo dos picos. Como os cations nao absorvem no
UV, nado ¢ possivel utilizar um espectro para identificagdo do cation e, portanto, calcular a e
pode ser uma opg¢do mais simples que realizar uma adi¢cdo de padrdo para identificagdo do
pico. Para GT e GL a identificagdo dos picos também pode ser comprometida. Devido a
proximidade entre os picos de 103" da GT e GL, a identificagdo pode ser relativamente dificil
caso um dos pardmetros esteja abaixo do LOD. Haveria a dvida referente a qual pardmetro o
ion 105" esta relacionado, se a GT ou se a GL. Porém, calculando-se o valor de pgor para
calcular a p. dos analitos, a variacdo torna-se muito baixa e a identificacdo dos picos ¢

simplificada.

Figura 19: Eletroferogramas cujos eixos de tempo foram modificados para mobilidade efetiva.

Secdo referente as analises de GT e GL.

|04_

EPAGRI - Itajai

Quimica UFSC

MAPA- Florianopolis

Farmacia UFSC

Meobilidade efetiva
(105 cmdvlst)
Legenda: Em vermelho, ions referentes a GT. Em azul, ions referentes a GL.
SL"— salicilato
Fonte: O autor.
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Figura 20: Eletroferogramas cujos eixos de tempo foram modificados para mobilidade efetiva.

Secdo referente as analises de cations.
l \ V. EPAGRI - Itajai
T\ Quimica UFSC
A"

MAPA - Florianopolis

Farmacia UFSC

ET*

35 40 45 30 25 &0

Mohilidade efetiva
(105 cm?wist)

Legenda: ET " —etanolamina protonada.
Fonte: O autor.

4.8 METODO SEM CALIBRACAO PARA DETERMINACAO DE Na™, K*, Ca™ E Mg"™

A primeira etapa para calculo das concentracdes de cations € a determina¢do de pgor
através do tempo de migracdo da etanolamina (t; gr). A tabela 13 representa os valores
médios de t, gr € 0 Upor obtido em diferentes laboratérios para as andlises da amostra

interlaboratorial. Valores de pgor foram calculados através da equacao 18.

Tabela 13: Valores de fluxo eletrosmoético (peor) calculados através da equacdo 18.

Laboratorio tmET HEOF
(s) (10 P em? Vs
EPAGRI - Itajai 146,5+ 1,6 11,2+0,6
Quimica UFSC 1457 £2,1 11,4+£0,7
MAPA — Floriandpolis 157,8 £0,3 7,5+0,1
Farmacia UFSC 155,7+2,8 8,1+0,9

Fonte: O autor.
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Os valores de Uefrco € Mefrcr calculados através do programa Peakmaster 5.3 foram +
478 e - 9,57 (10° e’ V' s7), respectivamente. A tabela 14 mostra valores de mobilidades

efetivas calculadas para os cations através das equagoes 5 ¢ 6.

Tabela 14: Valores médios de mobilidade efetiva dos analitos (Uefr ).

a
Laboratério Hetra
(107cm”™ V's™)

K’ Ca” Na' Mg"™ ET "

EPAGRI — Itajai 55,34 50,41 47,69 45,85 40,32
Quimica UFSC 55,90 50,87 48,96 46,66 40,32
MAPA - Florianépolis 55,54 50,55 47,78 45,91 40,30
Farmacia UFSC 55,60 50,48 47,76 44,58 40,31

a . ~ .
Valores de desvio padrido ocultados por serem infimos.

Fonte: O autor.

Os resultados calculados de razdo de transferéncia estdo representados na tabela 15.

Os valores obtidos sdo semelhantes, em modulo, aos valores das proprias cargas dos analitos.
r . ~ A . . . + ~

O resultado ¢ coerente, pois a razdo de transferéncia indica quantos moles de Im" sdo

deslocados por um mol de analito.

Tabela 15: Valores médios de razao de transferéncia (TRa.co).

Laboratorio TRaco®
K Ca™ Na" Mg ET"
EPAGRI - Itajai -1,036 -2,029 -1,001 -1,982 -0,955
Quimica UFSC -1,038 -2,033 -1,003 -1,984 -0,955
MAPA - Florianépolis -1,036 -2,030 -1,001 -1,982 -0,955
Farmacia UFSC -1,036 -2,029 -1,001 -1,958 -0,955

a . ~ s
Valores de desvio padrio ocultados por serem muito infimos.

Fonte: O autor.

Para calculo das concentracoes dos analitos na amostra interlaboratorial, foram
utilizados os valores de tempo de migragao experimental e corrigido e as areas dos picos de
cada analito. O tempo de migrac¢do corrigido ¢ o tempo estimado de migra¢cdo do analito

supondo que ndo ha fluxo eletrosmotico, ou seja, quando ap A = Hefra. Os valores de tempo de
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migragdo corrigidos sdo bastante precisos, variando apenas entre = 1 para a maioria dos
analitos. Como demonstrado na tabela 16, os valores de mobilidades efetivas ndo variam
muito entre os laboratdrios. Portanto, o tempo de migragdao corrigido também nao varia

significativamente.

Tabela 16: Tempos de migracdo experimentais e corrigidos para os analitos e areas dos picos.

Tempo de migragdo experimental (s)

Laboratoério
K Ca™ Na' Mg ET"
EPAGRI — Itajai 113+1 122 +1 128+ 1 132+1 146,5+ 1,6
Quimica UFSC 112 +1 120+ 1 125+3 130+2 146 £ 2
MAPA — Florianépolis  119,8 + 0,2 130,1 £0,2 136,6 £ 0,2 141,4+£0,2 157,9+0,2
Farmacia UFSC 118+3 128 £2 134+£2 139+£2 155+3
Laboratério ) T+e2mpo de migre_tgéo corrigido S) ‘ )
K Ca Na Mg ET
EPAGRI — Itajai 136 149 158 164 187
Quimica UFSC 135 148 157 163 187
MAPA - Florianopolis 136 149 156 164 187
Farmacia UFSC 135 149 157 167 187
.. Area do pico (mAu) b
Laboratorio N 9 N 9 "
K Ca Na Mg ET
EPAGRI — Itajai 2,65+ 0,06 12 £2, 16,3+1,5 21,6 £0,7 10,9 £0,1
Quimica UFSC 1,62 +0,03 7,2+0,3 10,4+ 0,1 19,2+0,4 9,6 £0,1
MAPA — Floriandpolis 2,0£0,5 8+2 12+1 1941 9+1
Farmécia UFSC 2,7+0,6 11+1 142402 23+1 1+1

a o

Tempo de migragdo caso ndo houvesse fluxo eletrosmoético. Desvios padrdo dos tempos sdo inferiores a 0,1 s.
b . L

Areas sofrem variagdes que dependem da massa de biodiesel de pesado durante o preparo da amostra.
Fonte: O autor.

A tabela 17 representa os resultados de concentracdo de cations da amostra
interlaboratorial calculada através da equagdo 12. A comparagado entre os valores de referéncia
(amostra interlaboratorial) e os valores obtidos através do método proposto estd representada
na tabela 19. A comparacao foi realizada através do teste-t para comparacao das médias com

desvios padrao conhecidos.
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Tabela 17: Concentragao de cations encontrados na amostra de referéncia através do método

sem calibracao.

Concentracdo (mg kg™")

Laboratorio
Calculada utilizando o tempo de migragdo experimental
K" Ca" Na* Mg+2
EPAGRI — Itajai 1,62 £ 0,04 3,3£0,6 52+0,5° 3,5+0,1°
Quimica UFSC 1,4+0,2 2,4+0,2 43+03 3,7+£0,2
MAPA — Floriandpolis 1,4+£0,2 2,6+0,6 41+04 3,4+02°
Farmacia UFSC 1,53 +£0,21 2,8+ 0,06 43+04 3,4+03°
‘o Concentracdo (mg kg™
Laboratorio ¢do (mg kg
Calculada utilizando o tempo de migragao corrigido
K" Ca" Na' Mg "
EPAGRI - Itajai 1,71 £ 0,04 34+0,6 5,40 +0,50° 3,6 £0,1
Quimica UFSC 1,2+0,1 2,7+0,5 4,12+ 04 3,7+0,2
MAPA - Florian6polis 1,5+0,2 2,7+0,7 42+0,5 3,4+02°
Farmacia UFSC 1,6 £0,2 2,92+ 0,06 44+04 35+03
Valor de referéncia® 1,5+0,5 3,0£0,4 3,9+0,4 42+0,5

a . L . . ,
Valores que, de acordo com o teste t, ndo sdo equivalentes ao valor de referéncia (amostra interlaboratorial) com um nivel de confianga de
95% (ver tabela 19).

Calculado através de resultados encontrados por n > 9 laboratérios. Os métodos oficiais utilizados foram DIN EN14538, NBR 15553,
NBR 15556, NBR 15908, ASTM D 6584 ¢ NBR 15908.

Fonte: O autor.

Através das tabelas 17 e 18, observa-se que as todas as concentragdes de K™ e Ca™
sdo equivalentes ao valor de referéncia de acordo com o teste-t com um nivel de confianca de
95%, independentemente da corre¢io do t,. Em relagio ao Na', apenas um valor ¢é
considerado diferente da amostra de referéncia. Para o Mg™, quando ndo ha corregdo do ty,
trés laboratorios encontraram valores que ndo sdo equivalentes ao valor de referéncia. Porém,
ao utilizar o t, corrigido, onde ¢ considerado que ndo ha fluxo eletrosmotico, os valores

obtidos de Mg para a amostra foram considerados equivalentes através do teste t.
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Tabela 18: Comparacao através do teste t entre valores obtidos e valores de referéncia.

Laboratoério Comparagio e\;?gffgé:cia ¢ valor de
K' Ca™ Na* Mg
EPAGRI - Itajai 0,79 0,11 0,0002 ¢ 0,04°
Quimica UFSC 0,6 0,09 0,12 0,15
MAPA - Florianépolis 0,12 0,4 0,41 0,02°
Farmacia UFSC 0,97 1 0,14 0,03 ¢
Laboratorio Calculada utilizandz/:)air?llp;(}) d: migragio corrigido
K Ca*? Na* Mg+2
EPAGRI - Itajai 0,57 0,12 <0,00001 © 0,08
Quimica UFSC 0,34 0,26 0,35 0,15
MAPA — Floriandpolis 0,84 0,29 0,3 0,02 ¢
Farmacia UFSC 0,87 0,8 0,06 0,4

a Valore p obtido através da comparacdo entre o valor de referéncia (amostra interlaboratorial) e o valor obtido com o método sem
calibragdo utilizando o tempo de migrag@o experimental.
Valore p obtido através da comparacdo entre o valor de referéncia (amostra interlaboratorial) e o valor obtido com o método sem
calibragio utilizando o tempo de corrigido.

¢ Valores de p < 0,05 indicam que o valor ndo ¢ estatisticamente equivalente ao valor de referéncia com um nivel de confianga de 95%

Fonte: O autor.

O método sem calibragio apresentou resultados satisfatérios. E importante ressaltar
que o método sem calibragdo ¢ realizado em um procedimento onde existem injecoes
multiplas em ambas as extremidades do capilar. Portanto, varias zonas de amostra participam
do meio de separagdo, cada uma com uma matriz diferente. A propria zona de amostra de
cations conttm HNO; e B - alanina em sua composi¢gdo. Mesmo assim, concentragdes de
cations estatisticamente equivalentes a amostra de referéncia foram obtidas através das
devidas corre¢gdes. Com o método sem calibragdo, o procedimento experimental para
determinagdo de cations pode ser reduzido, pois ndo ha necessidade de preparar uma curva de
calibracao para quantifica-los. Porém, a quantificagdo sem calibra¢do ndo seria possivel se a
equagao 18 nao fosse elaborada, pois os calculos das mobilidades efetivas dos analitos sdao

dependentes da mobilidade do fluxo eletrosmotico.
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5 CONCLUSAO DA PARTE I

O método desenvolvido para determinacao de cations, GT, GL apresentou resultados
satisfatorios. As andlises que, através dos métodos oficiais, necessitariam de equipamentos de
absor¢do ou emissdo atdmica e cromatografia a gas podem ser realizadas em apenas um
equipamento de CE. Apesar do preparo de amostra diferenciado para cations, GT e GL, as
etapas sdo essencialmente baseadas em diluigdes e centrifugacdo das amostras. Nenhum
equipamento de ultrassom ou aquecimento € necessario para preparar as amostras. A extragao
dos cations ¢ rapida e pode ser realizada em menos de 5 minutos. As amostras de GL e GT
sdo preparadas em menos de 10 e 20 minutos, respectivamente. Os resultados obtidos por CE
sdo estatisticamente equivalentes aos obtidos pelos métodos DIN EN14538, NBR 15553,
NBR 15556, NBR 15908, ASTM D 6584 ¢ NBR 15908 com um nivel de confianc¢a de 95%.

O método para determinagdo de cations, GT e GL também apresentou
reprodutibilidade satisfatoria, com valores calculados de HorRat entre 0,4 ¢ 0,9. Em relacgdo a
repetibilidade dos diferentes analistas que aplicaram o método em diferentes laboratorios,
houve casos pontuais em que o coeficiente de variagdao experimental foi maior que o previsto.
Porém, leva-se em consideragdo que nem todos os laboratorios apresentavam equipamentos
de centrifugagdo e agitagdo semelhantes aos utilizados durante o desenvolvimento do método.
As condi¢des de manutencdo e limpeza dos equipamentos também sdo diferentes em cada
laboratério. Os analistas também ndo receberam treinamento prévio com o método
desenvolvido. Contudo, o desempenho interlaboratorial do método foi aceitavel, com valores
de Z-score entre a faixa de -1,08 a +1,38.

Para Simplificacdo de experimentos, a determinagdo de cations também pode ser
realizada através de método um método sem calibracao. Os resultados obtidos demonstram
que o método sem calibracdo também reproduz resultados equivalentes ao obtidos por
métodos oficiais com 95% de nivel de confianga. Entretanto, o tempo de migracao dos cations
deve ser corrigido, o que pode ser realizado através de célculos de mobilidade efetiva e
mobilidade do fluxo eletrosmotico.

A estratégia para alteracdo dos eletroferogramas de tempo de migragdo para
mobilidade efetiva dos analitos apresentou resultados interessantes. Os coeficientes de

variagdo referentes as mobilidades efetivas dos analitos ndo ultrapassaram 0,9 %,
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considerando andlises em laboratorios diferentes. O procedimento para corre¢do dos
eletroferogramas com base em mobilidades efetivas ¢ promissor, pois a falta de
reprodutibilidade do tempo de migracao dos analitos em CE ¢ um fator que pode dificultar a

identificacdo de picos.
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6 PARTE II - DETERMINACAO DO INDICE DE IODO EM AMOSTRAS DE
BIODIESEL POR CZE-UV

6.1 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
6.1.1 Instrumentacio

O equipamento de eletroforese capilar utilizado nas andlises foi o modelo 7100 da
Agilent Technologies equipado com um detector de arranjo de diodos e sistema de
refrigeragdo a ar. Capilares de silica (Polymicro Technologies) revestidos externamente por
poliimida foram utilizados nas analises.

Agitadores Vortex do modelo QL-901 foram utilizados para homogeneizacdao das
amostras e solugdes. Para centrifugar as amostras, foi utilizado um equipamento da marca

Eppendorf modelo MiniSpin Plus.
6.1.2 Padroes, solu¢cdes e amostras

Os padroes de acido 6-aminocaproico ¢ NaNOj; foram adquiridos da empresa Sigma
Aldrich (Sao Paulo, Brasil). Uma solug¢dao de Nal 1000 mg L foi adquirida da empresa Sigma
Aldrich (Sdo Paulo, Brasil). O reagente de Wijs, cuja composigdo é 1,0 £ 0,2 mol L™ de ICI
diluido em acido acético glacial, foi adquirido da empresa Sigma Aldrich (Sao Paulo, Brasil).
Uma Solucdo de tiossulfato de sodio (Na;S,03) 2 mol L™ foi adquirida da empresa SpecSol
(Jacarei-SP, Brasil). Acido acético glacial, acetato de sodio e 4cido cloridrico concentrado
foram adquiridas da empresa Synth, (Sao Paulo, Brasil). O solvente cloroféormio foi adquirido
da empresa Tedia (Sao Paulo, Brasil). Todos os padrdes e solugdes adquiridos apresentavam
pureza > 99%. Para preparo das solugdes e amostras, agua ultrapura foi obtida através de um
sistema um sistema Milli-Q (Millipore, Belford, MA, EUA). As amostras certificadas para
cations de 5, 10 ¢ 20 mg kg™ foram adquiridas da empresa LGC Standards e foram nomeadas
como Cl1, C2 e C3, respectivamente. Uma amostra analisada por 12 laboratorios que
utilizaram o método DIN EN 14111 foi adquirida da empresa Rede Metrologica e foi

nomeada como amostra interlaboratorial. Uma amostra de biodiesel com laudo (ABL) para
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indice de iodo também foi concedida pela empresa JBS. A amostra ABL também foi

analisada através do método DIN EN 14111.
6.1.3 Otimizacao do eletrolito de corrida e condicées operacionais do método

O eletrolito de corrida utilizado foi otimizado através do programa Peakmaster 5.3,
em concentragdes que variaram de 10 a 100 mmol L' de 4acido 6-aminocapréico, com
concentracdo fixa de 10 mmol L de 4cido cloridrico. Foram observados pardmetros como
pH, capacidade tamponante do eletrolito e gradiente de velocidade relativa dos analitos para
determinagdo da melhor composicao do eletrdlito de corrida.

As andlises foram realizadas com temperatura configurada em 25 °C. A injecdo das
amostras foi realizada de maneira hidrodindmica pela extremidade mais afastada da janela de
detecgdo com pressdo de 50 mbar por 5 s. A voltagem de separacao foi fixada em -30 kV
(negativa no eletrodo de injecdo). O capilar utilizado foi de 48,5 cm com diametro interno de
50 um. Para validagdo do método, foi utilizado um eletrolito de corrida composto por 50
mmol L de 4cido 6-aminocapréico ¢ 10 mmol L™ de HCI, pH= 5,02. Os comprimentos de

onda monitorados para as analises foram de 230 nm para o I' € 210 nm para o NOs'.
6.1.4 Preparo das amostras para determinacio do indice de iodo

Aproximadamente 50 mg de biodiesel foram pesados em um baldo volumétrico de
25 mL. Em seguida, foram adicionados 100 pL de solucdo catalisadora (acetato de sédio:
acido acético 1 g: 5 mL) e 400 uL de reagente de Wijs no baldo. A reagdo foi realizada na
auséncia de luz durante 3 minutos e com agitagdes ocasionais. Apds 3 minutos foi adicionado
no baldo 1 mL de solugdo de tiossulfato 2 mol L™'. A solugéo foi agitada até que a cor marrom
do reagente de Wijs desaparecesse completamente. Em seguida, dgua deionizada foi
adicionada até completar os 25 mL do baldo volumétrico. Posteriormente, 500 pL da solugdo
foram transferidos do baldo volumétrico para um frasco Eppendorf. No frasco Eppendorf
também foram adicionados 200 uL de cloroformio. A solug¢do entdo foi agitada (vortex) por
10 segundos e centrifugada por 60 s a 14000 rpm. Em seguida, 50 pL do sobrenadante foram
diluidos com 900 pL de 4gua deionizada e 50 uL solugdo de nitrato de soédio 1000 mg L™, O

preparo de amostra simplificado esta representado no fluxograma da figura 11.
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Figura 21: Preparo de amostra para determinacao do indice de iodo em amostras de biodiesel.
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Fonte: O autor.
6.1.5 Validacao do método

O método proposto foi validado em termos de especificidade, linearidade, faixa
linear, especificidade, precisdo instrumental, precisdo intraday, precisao interday, limite de
quantificagdo, limite de detec¢do e exatiddao. A linearidade foi avaliada através do coeficiente
de determinacéo (r*) e do valor de F calculado na faixa de concentracdo de 5 mg L' a90 mg L'
de I'. Os niveis da curva de calibracio (n = 8) foram preparados de maneira que as
concentragdes finais de NO;™ (padrio interno) e S,05~ fossem 50 mg L' ¢ 4 mmol L7,
respectivamente. Os dados obtidos para elaboragdo da curva de calibragdo externa (CCE)
também foram utilizados para a geragao da curva por fator de resposta, utilizada na calibragao
de ponto tnico (CPU). Estudos estatisticos de homocedasticidade, normalidade e verificagao

de outliers também foram realizados através dos testes de Cochran, Shapiro-Wilk e Grubbs.
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A avaliagdo da precisdo, LOQ e LOD para o método foi realizada de maneira
simultanea para a CCE e CPU. A precisdo intraday foi avaliada em todos os niveis de
concentracdo da curva de calibracdo em triplicata. A precisdo interday foi realizada em trés
dias diferentes para todos os niveis de concentracdo da curva de calibracdo. A precisdo
instrumental foi avaliada pela injecdo consecutiva (n=10) do nivel da curva de calibragdo
correspondente a 40 mg L™ de I'. Os pardmetros de precisio foram avaliados através dos
coeficientes de variagdo (% CV).

Os limites de quantificagdo e deteccao foram avaliados pela relagao sinal-ruido 10:1
e 3:1. A exatidao foi avaliada através da comparacdo estatistica (teste-t) dos valores de
referéncia dos indices de iodo das amostras interlaboratorial ¢ ABL com o valor encontrado

pelo método desenvolvido.

6.1.6 Programas para tratamentos de dados

Para tratamento dos dados, foram utilizados o Software Microsoft Excel e PAST
versao 3.23 (margo de 2019). O software Excel possui fungdes estatisticas importantes como a
ferramenta de andlise de dados ANOVA. O programa PAST apresenta diversas fungdes
estatisticas importantes como, por exemplo, o teste de Shapiro-Wilk para verificagdo da

normalidade dos residuos.
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO
7.1 ESTRATEGIA DE ANALISE

O método oficial para determinagao do indice de iodo (EN 14111) é baseado em uma
titulagdo, como descrito na se¢do 1.3.4. Para realizagdo do método EN 14111, Apds a reacao
do reagente de Wijs com as insaturacdes do 6leo ou biodiesel, existe uma etapa de conversao
do ICI remanescente da reagdao para I, através da adigdo de KI. Depois, I, ¢ titulado com
solucao padronizada de 8203'2.

Alguns pontos relativos ao método oficial podem ser melhorados. A reacao de Wijs
demora aproximadamente 30 minutos para ser finalizada. A adi¢do de um catalisador ao meio
reacional pode aumentar a velocidade de reagdo. O catalisador pode ser composto por uma
mistura de 4cido acético glacial com acetato de sddio, que reduz o tempo de reagcdo de Wijs de
30 para 3 minutos (MAKINO, 1980).

A conversdo de ICI para I, ¢ uma etapa que ndo ¢ necessaria quando a analise ¢é
realizada por CE. A tabela 19 apresenta potenciais de reducio para a reacio entre IC1 ¢ S,05™.
Quando o potencial da reacdo € positivo, a variacdo da energia livre de Gibbs ¢ negativa e a
reagio é espontinea (SUNDEN, 2019). A reagio entre ICl e S,057 produz I, que pode ser
quantificado por CE. Outro fator aprimorado ¢ que a etapa de padronizagio de S,03~ com
K,Cr,07 ¢ desnecessaria para a aplicagao do método, pois mede-se a quantidade de I" formado
e ndo a quantidade de solugdo de S,05 consumido na titulagio. Contanto que seja adicionado
excesso de S,03 para converter todo ICl para I', ndo haverd problemas em relagdo a
quantificacio, mesmo que a concentragio de S,Os;” ndo seja exatamente conhecida. A
quantificagdo entdo ¢ realizada pela diferenca entre o ICI adicionado em excesso no inicio da
reacdo e o I encontrado através da andlise por CE.

Apbs a reagdo entre ICl e S,057, é realizado uma LLE com cloroférmio para separar
o biodiesel da fase aquosa. A fase aquosa entdo ¢ diluida com padrdo interno antes de ser
injetada. No método oficial, aproximadamente 15 mL de cloroformio sdo utilizados para a
analise de cada amostra. Porém, como a determinacdo de indice de iodo no método proposto
¢ realizada com uma pequena aliquota da amostra, o uso de cloroférmio ¢ reduzido para

apenas 200 pL por amostra.
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Portanto, em relacdo ao método EN 14111, o método proposto ¢ menos laborioso,
gera menor quantidade de residuos, consome pouco reagente ¢ também ¢ mais rapido,

aprimorando assim a frequéncia analitica.

Tabela 19: Semi-reagdes envolvidas na formagdo de I” e potenciais-padrao de reducdo.

Semi-reacdes * Potencial de redugio padrio *
21Cl,+2e= 1, +2CI Ela=+1,22
$,057 + 3 H,0 = 2H,80; + 3H" +4¢” E’e=-0,14
Lyag +2e =21 E’rq=+0,62
Reacgdo global Potencial de reacio
21Cl,) - $,057 + 3 HyO = 2H,S0; + 3H +21 + 2CI Eoglobal =+ 1,44

a Semi-reac¢des e potenciais adaptados de Harris (2007).

Fonte: O autor.

7.2 OTIMIZACAO DO ELETROLITO DE CORRIDA

O eletrolito de corrida ¢ composto por acido 6-aminocaprorico e acido cloridrico. O
acido cloridrico foi escolhido devido a semelhanca entre as mobilidades i6nicas do I' e CI". De
acordo com a base de dados do programa Peakmaster 5.3, as mobilidades i6nicas do I' e CI’
s30 79,1 € 79,6 (10 ® cm?V''s™). Embora o S, do analito seja o fator que mede a capacidade
do pico de sofrer efeitos de EMD, a semelhanga entre mobilidades efetivas do analito e do co-
ion ainda ¢ um ponto inicial interessante para escolher o componente do eletrolito de corrida.
O eletroferograma experimental (figura 23) mostra que a escolha do ion Cl" como co-ion para
I apresentou resultados satisfatorios, pois o pico de I € simétrico e estreito.

Realizar a analise em pH acido ¢ interessante porque o I' migra em direcdo oposta ao
fluxo eletrosmotico. Porém, ha regides na faixa de pH 4cido onde os analitos podem comigrar.
De acordo com a figura 22, as mobilidades efetivas dos ions $,05% e I sdo equivalentes em
pH de aproximadamente 2.5 e, em pH proximo de 2, os fons NO; e S,05 podem comigrar.
Observa-se também que a mobilidade efetiva do S,037 é constante a partir de pH 4. Portanto,
¢ interessante utilizar, em conjunto com HCI, um composto que produza capacidade
tamponante do eletrdlito em pH acima de 4 e na faixa 4acida. Esse efeito pode ser obtido
através da adicdo do acido 6 —aminocaproico que apresenta valores de pKa de 4,37 e 10,8
(EDSSAL; WYMAN, 2014). Portanto, o eletrolito contendo 4cido 6-aminocaprdico apresenta
capacidade tamponante nas faixas de pH entre 3,37-5,37 ¢ 9,8 - 11,8.



87

Figura 22: Curva de mobilidades efetiva (uer) vs pH para os analitos e componentes do

eletrolito.
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Fonte: O autor.

A tabela 20 foi construida com bases em simulagdes realizadas através do programa
Peakmaster 5.3 e representa os valores de capacidade tamponante, gradiente de velocidade
relativa do analito (Sx) e pH para um eletrolito composto por 10 mmol L™ de HCI contendo
diferentes concentragdes de acido 6 - aminocaproico. Nota-se que, a capacidade tamponante
do eletrélito ndo aumenta significativamente apos a adi¢do de 50 mmol L' de 4cido 6 -
aminocaproico. Os valores de Sy para todos os analitos também ndo apresentam mudanga
significativa nas condi¢des simuladas. Portanto, o eletrolito de corrida selecionado para
desenvolvimento do método foi composto por 10 mmol L™ de HCI e 50 mmol L de 4cido 6-

aminocaproico.
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Tabela 20: Parametros de otimizagao do eletrolito de corrida.

Acido Capacidade 3 SA2 1
6-aminocapréico ~ Tamponante pH (107 Smmol™)
(mmol L™) (mmol L) T NOy S,0;
20 11,9 442 0,0633 0,646 20,556
30 15,8 471 0,0629 0,641 20,554
40 17,8 4,89 0,0629 0,640 20,555
50 19,1 5,02 0,0627 0,639 20,556
60 19,9 5.12 0.0626 0,639 20,556
70 20,5 5,19 0,0626 0,638 -0,556
80 20,9 5,26 0,0626 0,638 -0,556
90 21,3 5,32 0,0626 0,638 -0,556
100 21,5 5,37 0,0625 0,638 -0,556

Fonte: O autor.

Apesar dos valores simulados de S, serem proximos de zero, os resultados

. . - 2 .
experimentais mostraram que, para o NOs e S;03™, houveram efeitos de alargamento frontal
e caudal (figura 23). Porém, ndo houve comigragdo dos picos e, portanto, ndo foi necessario

alterar a composicao do eletroélito.
7.3 VALIDACAO DO METODO

O método foi validado em dois modos de calibracdo: a curva de calibracdo externa
(CCE) e a calibracao de ponto tnico (CPU). Para realizar a CPU ¢ necessario que um
conjunto de niveis de concentracdo do analito seja linear em uma determinada faixa, assim
como também ocorre na CCE (CUADROS—RODRiGUEZ et al., 2007). Portanto, para ambos
os modelos de calibragdo, foram obtidas equagdes da curva, que estdo representadas na tabela
21. Nas equagdes apresentadas, A;-, Ayo;, €1~ € Cyo; referem-se as areas dos picos de I' e
NOs’, e as concentragdes de I' e NO3’, respectivamente. Na CPU, a razdo entre c;- € Cyo; €
realizada porque a quantificagdo na CPU ¢ realizada através do fator de resposta, que € o
coeficiente angular da equagao.

A curva de regressio da CPU também deve ter um coeficiente linear (b,) nulo
(CUADROS-RODRIGUEZ et al., 2007). Na pratica, ao elaborar uma curva de calibracio,
dificilmente b, € exatamente igual a zero. Porém, b, pode considerado estatisticamente igual
a zero se - tyn < by /So< + tyn, onde t é o valor de t critico (tabela t) para um determinado nivel

de significancia (a) e So ¢ o desvio padrio do coeficiente linear. (BANFAIL; KEMENY, 2012;
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DA ROCHA et al., 2018). Para CPU o b, foi estatisticamente considerado nulo, pois a curva
de calibragdo com 8 niveis (6 graus de liberdade) apresentou by /s, = 0,11, sendo que o valor
de + tq/2 com a = 0,05 ¢ de aproximadamente + 2,97. Portanto, os dois requisitos minimos

para a CPU foram cumpridos.
A tabela 21 mostra os resultados da validagdo do método proposto. A faixa linear
para os dois modelos ¢ equivalente e, de acordo com os valores de Fcajculado € r2, ndo ha falta

de ajuste do modelo linear.

Tabela 21: Parametros de validagdo do método proposto utilizando formas de calibragado

diferentes.

Parametro CCE CPU

A I~ A I Ci-
Equagdo da curva I 0,0125 ¢;- + 0,0062 =
NOj;

i 5.0 90,0

Linearidade Fealculado = 0,296 < [F(o,05,6,14) = Ferttico = 2,74] I‘2=0,9998
Precisdo Instrumental 1.1
(% CV) ’
Precisdo Intraday
(% CV) 0,04 -1,0
Precisao Interday
(% CV) 1,5-6,0
LOQ* 0.6
(g de I,/ 100 g de biodiesel) ’
LOD® 02
(g de I,/100 g de biodiesel) i

(teste-t com a=0,05)

Amostra interlaboratorial: Amostra interlaboratorial:
Exatidao © tealeutado = — 0,87 tealeulado = —1,72
(tcritico =% 2:16) (tcritico =% 2916)
Amostra ABL: Amostra ABL:
tcalcu]ado =+ 2370 tcalculado =+ 2a39
(tcritico == 2:78) (tcritico == 2978)

a
Considerando as mesmas massas e volumes descritos no procedimento experimental. Baseado na relagdo sinal : ruido de 10:1. Convertido
para valores de ICl, 0 LOQ ¢ de 0,38 (g de L,/g de biodiesel).

Considerando as mesmas massas e volumes descritos no procedimento experimental. Baseado na relagao sinal : ruido de 3:1. Convertido
para valores de IC1, 0 LOQ ¢ de 0,12 (g de L,/g de biodiesel).

Amostra interlaboratorial foi analisada por 12 laboratérios e a amostra AB L foi analisada por um laboratério. Ambas usaram o método
oficial DIN EN 14111.

Fonte: O autor.
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Como demonstrado na tabela 21, a precisdao instrumental apresentou variacao de
apenas 1,1 % de CV e a precisdo intraday nao ultrapassou 1,0 % de CV. Entre a faixa linear
proposta, os valores de CV % previstos pela equacao de Horwitz (equagdo 17) para a precisao
intraday (repetibilidade) estdo entre 4 ¢ 6 %. Portanto, desvios menores que o previsto foram
obtidos, mostrando que a repetibilidade do método ¢ satisfatéria. A precisao interday foi
inferior a 6,0 % de CV. Os valores calculados de LOQ e LOD foram de 0,6 ¢ 0,2 g de I, para
100 g de biodiesel e sao validos para CCE e CPU, pois a relagdo sinal: ruido ¢ obtida através
do mesmo eletroferograma para ambos os casos.

Ambas as formas de calibragdo foram utilizadas para calculo de indices de iodo das
amostras e, de acordo com o teste-t, os indices de iodo obtidos a partir do método proposto
foram equivalentes aos valores de referéncia com um nivel de confianca de 95%. A
especificidade do método ¢ confirmada ndo apenas pela exatidio do método, mas também

pela pureza do pico de I calculado pelo sofiware Chemstation.

7.4 ANALISE DAS AMOSTRAS

As amostras foram quantificadas através da CPU e CCE. Ao utilizar o coeficiente
angular da equag¢do de CPU como fator de resposta para calculo, valores semelhantes aos
encontrados por CCE sao obtidos (tabela 22). O reagente de Wijs também foi quantificado
pelo mesmo procedimento, para corrigir a variagao apresentada em seu rétulo (1,0 £ 0,2 mol
L' de ICI). A concentra¢io encontrada do reagente de Wijs pelo método proposto foi de 1,04
+ 0,09 mol L. Essa concentragio calculada foi utilizada para determinar quanto de ICI foi
adicionado inicialmente em cada preparo de amostra. A tabela 22 indica que quatro amostras
ultrapassaram os limites estipulados pela norma EN 14214 de 120 g de I, para 100 g de
biodiesel. Porém, pela RANP -45, nenhuma amostra seria reprovada, pois o valor do indice de

iodo deve apenas ser anotado.
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Tabela 22: Indices de iodo calculados através do método proposto com CCE e CPU.

Indice de iodo (g de I,/g de biodiesel)

Amostra
CCE CPU
interlaboratorial * 132+ 1 131 +1
Cl 126+ 3 126 £ 3
C2 128+ 5 128+ 5
C3 124+ 5 124 +5
ABL® 58+3 57+3

a Método de referéncia: DIN EN 14111, quantificado por 12 laboratérios. Valor de referéncia: 130 + 2.
b Meétodo de referéncia: DIN EN 14111, quantificado por 1 laboratdrios. Valor de referéncia: 62 + 1.
Fonte: O autor.

A Figura 23 mostra um eletroferograma da amostra interlaboratorial em 230 nm. A
concentragdo de I' é inversamente proporcional ao indice de iodo da amostra, pois o I reflete a
quantidade de ICI que sobrou apoés a reacdo de Wijs. No eletroferograma também ¢é observado

2
0 S,03™ remanescente.

Figura 23: Eletroferograma referente a analise da amostra interlaboratorial.
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Fonte: O autor.
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7.5 COMPARACAO ENTRE CPU E CCE

A proposta de utilizar a CPU ¢ utilizar apenas um nivel de concentracao de I" para
obter um fator de resposta que sera utilizado para célculo do indice de iodo das amostras.
Porém, cada nivel i de concentragdo de I' produz um fator de resposta um pouco diferente do
fator de resposta obtido através da regressdo linear. A equacdo 19 pode ser utilizada para
calculo dos fatores de respostas (RF;) em cada nivel i de concentragdo de I' (c;-;). As éreas
dos picos de I' e NO;™ em um nivel i de concentragdo de I' sdo representadas por A;-; €

A NO5 ;> respectivamente. A concentragdo de NOs™ (cyo;) € constante e independe do nivel.

Ay

= RF,~L  (19)
N

Anog CNoZ

Ao calcular os fatores de resposta para os niveis de concentracao de 5, 10, 20, 30, 40,
60, 80 e 90 mg de mg LldeT e, através de cada um dos fatores, calcular o indice de iodo
para as amostras testadas, sdo obtidos os valores descritos na tabela 23.

A tabela 23 mostra que, no nivel de concentragio de 5 mg L™, o fator de resposta
calculado ¢ superior aos valores obtidos em outros niveis. Desse modo, os indices de iodo
calculados das amostras foram inferiores aos valores obtidos em outros niveis. Para comparar
os indices de iodo das amostras obtidos em cada nivel de concentragdo com os indices obtidos
pela CCE (tabela 22), foi realizado o teste t. O objetivo desse teste ¢ confirmar quais niveis de
concentragdo de I podem ser utilizados como referéncia para CPU. A tabela 24 mostra os
valores de t calculados para todos os niveis da curva com o = 0,05. Para o nivel de
concentragio de 5 mg L, todos os valores de t calculados para as cinco amostras
ultrapassaram o t critico. Em 10 mg L' de T, duas amostras foram estatisticamente diferentes.
A partir de 20 mg L', todos os resultados obtidos por CPU sdo equivalentes aos valores

obtidos por CCE.
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Tabela 23: Indices de iodo calculados através dos fatores de resposta obtidos em cada nivel da

curva.
Nivel de concentra¢io de I (mg L") ®
5 10 20 30 40 60 80 90
RF?

0,794 0,673 0,639 0,623 0,631 0,632 0,628 0,627

Amostra Indice de Iodo

(I, g/ 100 g de biodisel)

interlaboratorial 103 £ 1 122+1  128+1 1311 1301 129+1 131+1 132%1
Cl1 99 +2 117€1 123 £3 126 £3  125+3 125+3 126+3 127+3
C2 101 +4 119+£5 125 £5 1285 1275 1275 1285 129+ 5
C3 97+4 115£5 1215  124+5 122+5 122+5 123+£5 124+5
ABL 45+2 54+3 56+3 58+3 57+3 57+3 57+3 58+3

a . . ~ . o ~ - ~ - R
Os niveis reais da CPU sdo obtidos dividindo cada um dos valores de concentragdo de I pela concentragio de NO; (50 mg L™),
como mostra a equagdo 19. Porém, para simplificar a visualizag@o dos niveis, a concentragdo de I” esta representada diretamente.

O Desvio padrio de cada RF; ndo ultrapassa 0,02 e, portanto, a incerteza da medida foi ocultada.

Fonte: O autor.

Tabela 24: Comparagdo estatistica (teste t) dos valores obtidos por CCE e CPU para cada

nivel de concentracao de I'.

Nivel de concentragdo de I' (mg Lh*®

5 10 20 30 40 60 70 90
amostra t calculado ®

interlaboratorial 26 7.8 272 0,6 0,8 0,9 0,1 0,6

C1 -12 -4 -1,4 0,2 0,8 0,9 0,6 -1,1

2 7,5 2,5 0,9 -0,1 -0,5 0,6 0,3 -0,5

a3 7,2 2.4 0,9 -0,1 0,3 -0,5 0,3 0,3

ABL -6 2 0,7 -0,1 0,4 0,4 0,3 0,3

a . . N . o ~ . ~ . .
Os niveis reais da CPU sio obtidos dividindo cada um dos valores de concentragio de I pela concentragio de NO;™ (50 mg L), como
mostra a equacdo 19. Porém, para simplificar a visualizagdo dos niveis, a concentragdo de I” estd representada diretamente.

Para o= 0,05 e 4 graus de liberdade, o t critico ¢ + 2,78. Valores realgados ultrapassaram os limites entre o t critico.

Fonte: O autor.
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O resultado obtido através do teste t (tabela 24) ndo indica que amostras cujos
indices de iodo encontram-se na regido correspondente entre 5 ¢ 10 mg L™ de I' ndo podem
ser quantificados com exatiddo. Os resultados da tabela 24 mostram que, para selecionar o
ponto unico de referéncia para realizar uma CPU, o ponto escolhido deve estar entre 20 e 90
mg L. Quanto mais proximo o t calculado for de zero, mais a média obtida pela CPU é
semelhante a CCE.

As diferencas obtidas nos fatores de resposta em 5 ¢ 10 mg L™ ndo sdo referentes a
falta de linearidade do modelo, pois o valor de Fcaculado (tabela 21) € inferior ao Fegtico. A
andlise da regressdo linear através da ANOVA do Software Excel/ também comprova a
linearidade do modelo. O valor de F fornecido pelo software com um nivel de confianga de
95% (a = 0,05) foi de 55258 enquanto o Valor-p foi 0,0793. Como descrito na literatura,
quando F > valor-p, existe relacdo linear entre a resposta e a concentragdo ¢ o coeficiente
angular da curva de regressdo ¢ diferente de zero. Quando a < valor-p a linearidade ¢
estatisticamente aceita. A verificagdo de o em relagdo a valor-p € um teste de falta de ajuste
do modelo (CARDOSO et al., 2010).

O teste de Cochran também foi utilizado para verificar se as varidncias sdo
constantes independentemente do nivel de concentragdo (homocedasticidade). Para o teste de
Cochran, calcula-se o valor de C (equacao 20), que é uma razao entre a maior variancia obtida
entre as respostas de todos os niveis (sﬁ max) € @ soma de todas as variancias da resposta em
cada nivel (532, ;) (DOS REIS, 2017). Quando C < Cgitico, © modelo ¢ homocedastico e caso
C > Cuiticoo 0 modelo € heterocedastico (DOS REIS, 2017). O modelo experimental ¢
homocedastico com 95 % de nivel de confianga, pois o valor de C calculado foi 0,287, sendo
que o valor de Cgico para 8 niveis e trés replicas em cada nivel ¢ de 0,516. A
homocedasticidade também ¢ comprovada através da distribuicao aleatéria dos residuos e

nenhuma tendéncia ¢ observada (figura 24).

S%max
¢ =2max a0)

T yn 2
i sy
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Figura 24: Distribuicdo dos residuos em cada nivel de concentragdo de I
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Fonte: O autor.

A distribuicdo normal dos residuos também pode ser observada através do teste de
Shapiro - Wilk. O teste ¢ baseado no calculo de W através da equagdo 21 (FAVERO;
BELFIORE, 2019; SHAPIRO, 1965). Na equagdo 21, n ¢ o numero total resultados, x; ¢ um
resultado especifico e X ¢ a média de todos os resultados. O valor de b ¢ constante e depende
de constantes que estdo tabeladas. O valor de b ¢ calculado pela equagdo 22 ou 23. O termo
a,_14+1 530 as constantes tabeladas (SHAPIRO, 1965). Quando o valor de W ¢ superior ao
valor tabelado de Wqiiico, para um nivel de significancia o, ndo ha falta de normalidade dos

resultados avaliados (FAVERO; BELFIORE, 2019; SHAPIRO, 1965).

w=—2"_

;cl=1(xk_7)2

2
{b= Z,T:il 141 - (Xn-1+1) — xi)}senépar (22)
1)/2
{b = chn:l x4 Ap_141- X(—141) — xi)} (23)

senéimpar
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Para simplificacao dos calculos o programa PAST foi utilizado para calculo de W.
Como Wiico = Wi0,05:24) = 0,915 € Wesicutado = 0,9569, os residuos seguem uma distribuigdo
normal com 95% de nivel de confianca. O valor de p normal calculado pelo PAST também
confirma a distribui¢ao normal, pois o p normal = 0,38 > 0,05.

O teste de Grubbs também foi realizado para identificar se o niveis de 5 ¢ 10 mg L™
sao possiveis Outliers. No teste de Grubbs, calcula-se o valor de G através da equacao 24,
onde y; ¢ resposta individual, y ¢ a média entre todas as respostas e S, é o desvio padrao
amostral (DAN; IJEOMA, 2013; GRUBBS, 1969). Para verificar se existem outliers em uma
regressao linear, os valores de y; e y sdo referentes aos residuos da curva (YOUNG, 2018). O
valor de G ¢ comparado ao Gtico, Obtido em tabelas de testes bicaudais ou unilaterais
(GRUBRBS, 1969). Caso G < Ggitico 0 valor ndo é considerado um outlier ¢ nao ha valores

discrepantes no modelo (CARDOSO et al., 2010).

_ lyi-yl
G = 5. (24)

A tabela 25 mostra os valores de G obtidos para os residuos em cada replicata e nivel
da curva de I'. Nenhum resultado obtido foi superior a0 Gitico de 2,81. Portanto, com 95% de

nivel de confianca, ndo ha niveis da curva de calibracdo que devem ser considerados outliers.

Tabela 25: Resultados do teste G para os residuos de cada nivel de concentragdo de I'.

Concentrag¢io de I’

(mg L-l) G replicata 1 G replicata 2 G replicata 3
5 0,550 0,736 0,634
10 0,632 0,431 0,416
20 0,643 0,161 0,191
30 1,670 0,391 0,343
40 2,032 0,548 1,067
60 0,729 0,534 1,284
70 1,804 0,555 1,210
90 0,208 1,194 1,713

Para o = 0,05 e teste bicaudal, Gcc=2,81.
Fonte: O autor.
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As informagoes obtidas através dos testes de Cochran, Grubbs e Shapiro - Wilk nao
mostraram, em conjunto, nenhuma evidéncia de que os pontos de 5 ¢ 10 mg L™ de I devem
ser excluidos da curva de regressao ou que ha problema na linearidade do método.

A principal causa da diferenca entdo se resume a incapacidade dos dois primeiros
pontos da curva em promover mudangas na linearidade. Nos niveis de 20 e 90 mg L™ de I, a
proporcionalidade entre concentracao e resposta sdo muito parecidas entre si. Em 5 e 10 mg
L' de I, a proporcionalidade entre concentragdo e resposta é um pouco diferente dos outros 6
niveis. Isso pode ser observado através dos fatores de resposta obtidos em cada nivel na tabela
23. Ao realizar a regressio linear, os niveis de 20 a 90 mg L™ sdo os que mais influenciam no
ajuste da reta, pois estdo em maior numero de niveis e apresentam proporcionalidades mais
proximas entre si. A variacao de proporcionalidade nos dois primeiros niveis da curva nao €
grande o suficiente para promover uma falta de ajuste do modelo linear como um todo.
Porém, individualmente, sdo capazes de promover mudangas significativas na quantificagao.

Portanto, o teste t foi importante para identificar os niveis de concentragdo de I' que
podem ser utilizados na CPU. Esse trabalho comprova que, para a CPU, além do coeficiente
linear da regressdo ser estatisticamente nulo e haver uma faixa linear de concentragdo,

também € necessario identificar os niveis que podem ser utilizados individualmente.
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8 CONCLUSAO DA PARTE II

O método para determinagdo de indice de iodo em amostras de biodiesel por CE foi
desenvolvido com sucesso. Em comparagdo ao método oficial EN 14111, o consumo de
cloroformio e reagente de Wijs foi reduzido de niveis de mL para pL. O tempo para reagdo de
Wijs também foi reduzido de 30 para 3 min. A etapa de padronizacio de solucdo de S,057
com K,Cr,O7 também nao foi mais necessaria. Portanto, o método proposto apresenta diversas
vantagens em termos de quimica verde e frequéncia analitica. O método também oferece mais
seguranc¢a ao analista, pois 0 mesmo nao precisard manipular grandes volumes de reagente
oxidante ou cloroféormio. Para redugdo de experimentos, também ¢ possivel fazer a
quantificagdo através de uma calibragdo de ponto Unico, contanto que o ponto de referéncia
utilizado esteja entre 20 ¢ 90 mg L de I, como demonstrado através de estudos estatisticos.
O método demonstrou precisdo satisfatoria, onde os coeficientes de variagdo nao
ultrapassaram 6%. O método proposto apresenta resultados equivalentes aos obtidos pelo

método EN 14111 com um nivel de confianca de 95%.
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