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RESUMO

Nogueira, T. Eletroforese capilar com detec¢do condutométrica sem contato aplicada a
avaliacdo da qualidade de biocombustiveis (biodiesel e etanol) e ao estudo sobre os processos
de oxidagdo do biodiesel. 2011. 136p. Tese — Programa de Pos-Graduagdo em Quimica.

Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo.

No presente trabalho, métodos analiticos empregando a eletroforese capilar com
detec¢do condutométrica sem contato CE — C*D foram desenvolvidos para a determinagdo de
diversas espécies no biodiesel e etanol combustivel. A concentracdo das espécies inorganicas
(Na", K", Ca2+, Mg2+, SO, e PO43') e glicerol no biodiesel sdo de interesse das agéncias
reguladoras devido a capacidade dessas espécies em formar compostos indesejaveis no motor.
A separagdo dos cations foi realizada utilizando eletrdlito de corrida (BGE) contendo
30 mmol L™ de Acido 2-N-morfolino-etanosulfénico (MES) / L-histidina, pH 6. A separagio
das espécies anidnicas foi realizada em BGE semelhante contendo 0,2 mmol L' brometo de
cetiltrimetilamonio. Para a determinacao do glicerol, que ¢ uma espécie neutra, foi empregada
uma etapa de oxidagao utilizando periodato. Esta reagdo ¢ especifica para polidis e tem como
um dos produtos o iodato. A quantidade de iodato produzida pela reacao foi determinada por
CE. A separagdo foi realizada em aproximadamente 1 min, utilizando BGE contendo
30 mmol L™ de acido acético, pH 3.

Este trabalho também apresenta estudos sobre a formagao de acidos organicos de
baixo PM durante a etapa de auto-oxidagao do biodiesel, uma vez que esta etapa acarreta no
aumento da viscosidade e acidez, ocasionando a formacdo de gomas e sedimentos e,
conseqlientemente, o entupimento de filtros de combustiveis. As amostras foram oxidadas
utilizando equipamento para teste de oxidagdo acelerada (Método Rancimat) ¢ CE — C*D foi
utilizada para a andlise dos produtos ionicos formados. As principais espécies acidas
encontradas foram os acidos acético e formico. Porém, outras espécies sdo formadas durante
esta etapa, tais como os acidos acrilico, glicolico, glioxilico, lactico e propidonico. Em
particular, o acido glicélico se mostrou uma espécie de grande importancia pratica, atuando
como um marcador do estdgio de oxidagdao do biodiesel, uma vez que este acido somente €
formado apds o desencadeamento da auto-oxidacdo e, além do mais, esta espécie foi
observada em amostras de biodiesel de diferentes origens (algoddo, soja, palma e sebo
bovido).

Adicionalmente, métodos para a determinagdao de CI, SO42', formiato, acetato,



formaldeido e acetaldeido em etanol combustivel sao descritos. A separacao foi realizada em
BGE contendo 20 mmol L' de MES / L-histidina e 0,1 mmol L' hidroxido de
cetiltrimetilamonio, pH 6. Para a separagdo dos aldeidos por CE, foi realizada a derivatizagao
com bissulfito. O presente trabalho também apresenta um método alternativo para a
determinagdo do teor de agua e de alcool em amostras de etanol combustivel. A estratégia
descrita ¢ baseada na formag¢ao de monoalquil carbonatos (MAC) produzidos pela reacao de

um alcool e o bicarbonato em meio aquoso.

Palavras-chave: 4cido formico, auto-oxidacdo, biocombustiveis, compostos carbonilicos,

contaminantes inorganicos, teste Rancimat.



ABSTRACT

Nogueira, T. Capillary electrophoresis with capacitively coupled contactless conductivity
detection applied to evaluating the quality of biofuels (biodiesel and ethanol) and the study of
the oxidation processes of biodiesel. 2011. 136p. PhD Thesis - Graduate Program in

Chemistry. Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo.

In this work, methods employing capillary electrophoresis with capacitively coupled
contactless conductivity detection (CE — C*D) are introduced for the determination of several
species in biodiesel and ethanol fuel. The concentrations of inorganic species (Na*, K*, Ca®’,
Mg*", SO,%, and PO,>) and glycerol are of interest for the regulatory authorities due to their
ability to form undesirable compounds in the engines. The separation of the cations was done
in BGE composed of 30 mmol L™ of 2-N-morpholino-ethanesulfonic acid (MES)/L-histidine,
pH 6. The separation of anionic species was carried out in similar BGE including
cetyltrimethylammonium bromide (0.2 mmol L™). For glycerol, a neutral species, its
oxidation with periodate was employed. This well-known reaction is specific to polyols and
generates iodate. The amount of iodate produced by the reaction was determined by CE. The
separation was carried out in ca. 1 min using BGE composed of 30 mmol L™ of acetic acid,
pH 3.

This work also presents studies on the formation of low molecular organic acids
during the biodiesel autoxidation step. Since the implications of the biodiesel oxidation are
the increased viscosity and acidity, causing formation of insoluble gums and sediments that
induce the clogging of the fuel filters. The samples were oxidized using equipment for
accelerated oxidation test (Rancimat Method) and CE-C*D was used to analyze the ionic
products. The main acid species were acetic and formic acids. However, acrylic, glyoxylic,
glycolic, lactic, and propionic acids were also observed only after the oxidation step. Thus,
these species are candidates for quality markers for biodiesel. In particular, glycolic acid
seems to be a good marker, because it is produced only after auto-oxidation started.
Moreover, it was found out in biodiesel of different origins (cotton, soy, palm, and animal
fat).

In addition, alternative methods to determination of CI, SO42', formate, acetate,
formaldehyde and acetaldehyde in ethanol fuel are described. The separation was done in
BGE composed of 20 mmol L' of MES / L-histidine, and

0.1 mmol L™ cetyltrimethylammonium hydroxide, pH 6. For aldehydes, a neutral species, a



derivatization step with bisulfite was employed. The present work also shows an alternative
method for analysis of alcohol and water percentage in fuel samples employing CE — C*D in
order to achieve the limits established by regulatory authorities. The strategy is based on the
formation of monoalkyl carbonates (MAC) produced by the reaction of an alcohol and

bicarbonate in aqueous medium.

Keywords: Formic acid, autoxidation, biofuel, carbonyl compounds, inorganic contaminant,

Rancimat test.
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1 Introducéo

Grande parte da energia consumida no mundo ¢ de origem petroquimica, assim como
do carvao e de gases naturais. Estas fontes sdo finitas e no contexto atual serdo consumidas
em poucas dezenas de anos [1]. A grande demanda de energia no mundo industrializado,
assim como no setor doméstico, € os problemas de poluicdo causados pelo uso de
combustiveis fosseis tornam cada vez mais necessarios o desenvolvimento de outras fontes de
energia renovaveis e de menor impacto ambiental [2], como por exemplo, os biocombustiveis.

O termo biocombustivel ¢ utilizado em referéncia a combustiveis liquidos, gasosos ou
solidos utilizados para geragdo de energia, obtidos total ou parcialmente de biomassa. Uma
variedade de combustiveis pode ser produzida a partir de recursos de biomassa, incluindo
combustiveis liquidos, como o etanol, metanol, biodiesel, diesel (processo Fischer-Tropsch) e
combustiveis gasosos, tais como o hidrogénio e o metano [3]. Uma possivel alternativa ao
combustivel fossil € a utilizagdo de combustiveis derivados de produtos renovaveis, tais como
o etanol combustivel (ou bioetanol), derivado da cana de agucar, milho, beterraba, dentre
outros; € o biodiesel, o qual ¢ derivado de 6leos e/ou gorduras. Este combustivel pode ser
produzido a partir de oleaginosas — como a soja, mamona, dend€, girassol ou mesmo do 6leo
residual descartado apos a fritura de alimentos — através de processos de transesterificagao

com o alcool etilico ou metilico.

1.1 O biodiesel

A utilizagdo de Oleos vegetais como combustivel ndo ¢ de fato uma idéia nova. Em
1898, Rudolf Diesel, apresentou um motor que utilizava 6leo de amendoim. Apesar da
utilizacdo dos Oleos vegetais ndo apresentar grande repercussdo na época, uma vez que o

petréleo apresentava custos mais atraentes, Diesel fez a seguinte afirmagao: ““A utilizagdo de
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6leos vegetais como combustivel pode parecer insignificante hoje, mas no futuro se tornarao
tdo importantes quanto o petroleo e o carvao sdo atualmente™ [4]. No entanto, a utilizagdo in
natura deste 6leo ndo é recomendavel, devido a sua alta viscosidade e necessidade de
adaptacdo dos motores ciclo-diesel.

O termo biodiesel é geralmente utilizado para definir a mistura de ésteres alquilicos
derivados de acidos graxos (AG) provenientes de 6leos vegetais ou gordura animal [5]. A
produgdo deste é geralmente através da transesterificacdo dos triglicerideos utilizando um
alcool na presenca de um catalisador, geralmente alcalino. Este processo € necessario para a
reducdo da alta viscosidade dos triglicerideos [2]. A Figura 1 apresenta a reagdo geral para a

sintese do biodiesel utilizando a transesterificagdo em meio alcalino de 6leos e gorduras.

H,C—0—C—R O o H,C—OH
| + 3ROH Mool 3 R’—O—CHB—R + HC—OH
HC—O—C—R
O
HZC—O—(HD—R H,C—OH
Triglicerideo Alcool Ester alquilico Glicerol

(Biodiesel)

Figura 1: Reagdo simplificada de formacao do biodiesel a partir da transesterificacdo do

oleo.

A produgdo de biodiesel ¢ uma area relativamente nova para os pesquisadores e,
devido a relevancia que vem ganhando a cada dia em virtude do aumento do prego do
petroleo e das vantagens em relagdo ao meio ambiente, tem se tornado alvo de muitas
pesquisas [6]. Durante os ultimos anos, o consumo de petréleo em todo o mundo tem
aumentado constantemente, resultando em melhores padrdes de vida, aumento no setor de

transportes, e aumento do uso de plasticos e outros petroquimicos [7]. No entanto, como ja ¢
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sabido, o petroleo ¢ uma fonte finita de combustivel que estd rapidamente se tornando mais
escasso e mais caro. No final de 2008, de acordo com o relatorio anual da BP’s annual
Statistical Review of World Energy [7], o mundo possuia uma reserva de petroleo estimada
em 1,7 x 10" toneladas, e estimativa da relagdo reserva/producio de aproximadamente 42
anos.

Do ponto de vista ambiental, varios pesquisadores defendem o uso do biodiesel, seja
puro (B100) ou sua mistura (BX). O uso do biodiesel de forma a reduzir os impactos
ambientais causados pelas emissdes do diesel tem sido amplamente investigado. Contudo, a
maioria dos estudos tem investigado as emissdes de monoxido de carbono, hidrocarbonetos,
oxidos de nitrogénio (NOx) e material particulado. Muitos estudos t€ém demonstrado a
reducdo de poluentes, com exceg¢do do NOx [8, 9]. Na literatura, existem duas interpretagdes
divergentes sobre as emissdes de NOx da combustdo do biodiesel. Alguns estudos relatam um
aumento nas emissoes de NOx [10, 11], enquanto outros tem demonstrado uma diminuig¢ao
das emissdes de NOx quando comparado ao diesel [12, 13]. O aumento nas emissdes de NOx
nao ¢ ainda compreendido, porém diversos parametros implicam nesse aumento das emissoes,
incluindo o tipo do combustivel, qualidade, caracteristica do aerossol formado, condi¢des de

operacao e tecnologia do motor [14-16].

1.1.1 O Biodiesel e os parametros quimicos

Atualmente, a quimica analitica tem desempenhado um papel de grande importancia,
principalmente no monitoramento da etapa de transesterifica¢dao para a producao do biodiesel.
Dentro deste contexto, alguns autores abordaram as principais técnicas analiticas que tém se
destacado na area do controle de qualidade e monitoramento do processo de producdo do
biodiesel [2, 17, 18].

Dentre as varias técnicas empregadas para a analise de misturas contendo mono, di-,
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tri-glicerideos, AG e glicerol, obtidos pela transesterificacao de 6leos vegetais, destacam-se as
cromatograficas como — a cromatografia em camada delgada [19], — e a cromatografia gasosa
(GC) para a determinacdo simultanea de glicerol, mono-, di-, e tri-glicerideos. Em geral, os
métodos baseados nesta técnica necessitam de etapas de derivatizagdo como a metil-
silanizacdo dos grupos hidroxila livres desses compostos [20, 21]. No entanto, dentre as
técnicas cromatograficas, a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) destaca-se com a
maior quantidade de métodos desenvolvidos, ¢ quando comparada com GC, o menor
consumo de tempo e reagentes na etapa de derivatizacdo sao as principais vantagens [22-25].

As técnicas espectroscopicas também tém encontrado grande aplicagdo no campo do
monitoramento das reagdes de transesterificacdo, onde dentre as mais empregadas estdo a
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio [26], infra-vermelho préoximo
[27-29] e Raman [30].

Além do monitoramento da reacdo de transesterificagdo durante a produgdo do
biodiesel, aplicacdes da quimica analitica para analise do produto final desse combustivel sao
fundamentais, de forma a assegurar a qualidade desse produto. Assim como no diesel, no
biodiesel estdo presentes alguns metais, os quais podem ser de origem natural ou mesmo
originados por fontes externas durante o armazenamento, transporte ou ainda provenientes da
etapa de transesterificacao.

A Agéncia Nacional do Petroleo (RANP 07/08) [31], assim como Orgdos
internacionais (EN 14214, ASTM D 6751) estabelecem que a concentracdo maxima dos
metais (sodio + potassio) e (calcio + magnésio) ndo deve ultrapassar a concentracdo de
5 ppm (mg kg').

A presenga de sédio e potassio no biodiesel indica residuos do catalisador utilizado
durante a obtenc¢do do biodiesel e que nao foram removidos na sua totalidade no processo de

purificagdo do biodiesel. Por outro lado, a presenca de célcio e magnésio no biocombustivel
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indica a contaminagdo durante a etapa de lavagem, devida a utilizagdo de dgua dura. A ANP
estabelece limites para a quantidade desses metais no biodiesel, uma vez que a presenga deles
no combustivel ocasiona problemas mecanicos aos motores a combustdo, comprometendo o
funcionamento de pistdes, bombas, injetores, turbo compressores, cdmara de combustao, etc.

Outra preocupagdao da ANP se refere aos teores de enxofre e fosforo, uma vez que
esses elementos podem estar presentes no biodiesel de forma natural, ou mesmo provenientes
da adicao de acidos ao combustivel ou durante a etapa de secagem (Na;SO4)[32].

A concentracdo dos metais no biodiesel é geralmente baixa e requer o uso de técnicas
analiticas de alta sensibilidade. O desenvolvimento de estratégias de determinacdo de metais
no biodiesel apresenta diversos desafios devido a elevada complexidade e elevado teor
organico desta matriz. Atualmente, as determinagdes sdo realizadas empregando as técnicas
espectroscopicas de absor¢do atomica (AAS) e emissdo atomica (AES), assim como varias
estratégias de pré-tratamento empregando a analise direta, dilui¢do com solventes organicos,
emulsdes, extracdo e a digestdo completa [33-40]. Adicionalmente, a emissdo Otica com
plasma indutivamente acoplado (ICP-OES) demonstra potencial para determinagdo do fosforo
total no biodiesel. A determinacdo de enxofre total ¢ realizada utilizando a espectroscopia de
fluorescéncia no UV.

Edlund e colaboradores [41] relataram o uso de ICP-OES na determinacdo simultanea
de K, Na, Ca, Mg, Cl ¢ P no biodiesel através da dissolugdo das amostras e dos padroes
organometalicos em querosene. No entanto, esta estratégia apresentou algumas desvantagens,
tais como a baixa estabilidade dos analitos dissolvidos em solventes organicos, a necessidade
de padrdes organometalicos para a calibragdo e o uso de solventes organicos perigosos, o que
exige um maior rigor na manipulacdo das solucdes. Para evitar o uso desses solventes, dos
Santos e colaboradores [37] empregaram etanol como solvente para dilui¢do do biodiesel e

solugdes padrdes. De forma a compensar as interferéncias durante o transporte das solugoes,
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ftrio foi utilizado como padrdo interno (PI). Outros métodos baseados na formacdo de micro
emulsdo como forma de preparo das amostras sao relatadas na literatura; em geral, para estas
estratégias sao empregadas as técnicas de FAAS [34, 39] e ICP [40]. Por outro lado, métodos
eletroquimicos tém sido propostos na literatura como uma alternativa para a analise do
biodiesel. Castilho e Stradiotto [42] relataram um método alternativo baseado na
potenciometria. Neste trabalho, um eletrodo modificado com hexacianoferrato de niquel foi
desenvolvido para a determinagio de K™ no biodiesel. A determinaco de cobre com um pré-
tratamento minimo da amostra foi reportada, utilizando a cronopotenciometria de redissolucao
empregando eletrodo de ouro [43].

Embora, um rigido controle sobre as espécies contaminantes do biodiesel seja de
extrema importancia de forma a assegurar a qualidade deste combustivel, outro grande
problema que tem afetado a qualidade do biodiesel, assim como de outros compostos graxos,

¢ o fato de sofrer auto-oxidagao.

1.1.2 O Biodiesel e sua auto-oxidagéo

Um dos principais problemas inerentes ao biodiesel € o fato de sofrer oxidagao quando
exposto ao ar, o que afeta fortemente a qualidade do combustivel. Desta forma, um parametro
que especifica a estabilidade oxidativa foi incluido nas normas que regulamentam este
biocombustivel. A auto-oxidagdo do biodiesel esta relacionada a presenca das duplas ligagdes
nas cadeias carbonicas do combustivel, sendo que o numero e a posi¢ao dessas ligagdes
definem a velocidade com que esta auto-oxidacdo ocorre [44]. De maneira geral, as posi¢des
CH;-alilicas, em relagdo as duplas ligacdes dos AGs, sdo as mais suscetiveis a oxidagao.
Portanto, as posi¢des bis-alilicas nos AGs poliinsaturados sdo ainda mais suscetiveis a auto-
oxidacdo que as posicdes alilicas. Por exemplo, o acido linolénico por possuir duplas ligagdes

em A9, A12 e AlS5, gerando duas posi¢des bis-alilicas em C-11 e C-14 ¢ mais suscetivel a
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auto-oxidagao do que o acido linoléico que possui duplas ligagdes em A9 e Al12, gerando uma
posicao bis-alilica em C-11.

Dentre as implicagdes do processo de auto-oxidacdo do biodiesel, pode-se destacar o
aumento da viscosidade e elevacdo da acidez, causando a formacdo de gomas insoluveis e
sedimentos que provocam o entupimento dos filtros de combustivel [45].

Segundo Farmer e colaboradores [46], a reagdo de auto-oxidacdo ocorre em cadeia e
envolve trés estagios: iniciacdo, propaga¢do e finalizacdo. A etapa de inicia¢do e propagagao
depende basicamente da facilidade com que os hidrogénios nas posicdes alilicas ou bis-
alilicas podem ser removidos das cadeias dos AGs. A natureza exata da etapa de iniciagdo
ainda ndo ¢ completamente conhecida. O que se sabe ¢ que a presenga de hidroperoxidos
originados devido as mdas condigdes de estocagem (e.g., disponibilidade de ar) e/ou
processamento (e.g., aquecimento) do combustivel, assim como a presenca de tragos de
metais como o cobre, ferro e niquel [47], sdo os principais responsaveis pela iniciagdo destas
reacOes. Na presenca de ar, os radicais alquilicos formados na etapa de iniciacdo sdo
convertidos a perdxi-radicais na etapa de propagacdo. A conversdo destes peroxi-radicais a
hidroperoxidos ¢ a etapa determinante da velocidade da reagdo, a qual ocorre enquanto houver
reagentes e com conseqiiente formacdo de compostos estaveis na etapa de finalizagdo. A
Figura 2 ilustra o mecanismo geral de oxidagao. Os produtos primarios da auto-oxidagdo sao
hidroperéxidos alilicos, os quais podem polimerizar com outros radicas produzindo
compostos de alto peso molecular (PM) e gomas. Adicionalmente, como produtos da reagao

de oxidacao sdo gerados acidos de baixo PM e aldeidos [45].
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Iniciacdio: RH — Re + He

Propagagtio: I-D Re + 0O, — ROOe

I
ROOs + RH — ROOH +Re

Terminacde:  ROOe +Re — ROOR
ROOs +ROGe — ROOR + 0, = Produros esiiveis:

Re + R* —» RR

RH: AG insaturados: Re Radicais livres;

ROOe: Radical peroxido e ROOH: hidroperoxidos

Figura 2: Mecanismo geral da oxidacdo de um &cido graxo. Adaptado da referéncia

[48].

O mecanismo proposto por Loury [49] para a formagdo de produtos da auto-oxidacdo
do oleato de metila ¢ apresentado na Figura 3. A utilizagdo deste éster ¢ bastante empregada
como modelo para os demais ésteres. Como pode ser observado, quatro diferentes
possibilidades de formacdo de hidroperdxidos sdo obtidas inicialmente. Dentre as espécies de
cadeia curta produzidas, os aldeidos sdo, certamente, os mais importantes. Desta forma,
devido a quebra dos hidroperdxidos, os quais possuem os grupos nas posigoes 8-, 9-, 10- e

11-, sdo formados aldeidos de cadeia variando de 8 a 11 carbonos.
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-CH,CH=CHCH,-

11 10 9 8
-He

L ° o °
-CH,CHCH=CH- € -CH,CH=CHCH- + -CHCH=CHCH,- €3> -CH=CHCHCH,-
1 10 9 8 11 10 9 8 11 10 9 8 11 10 9 8
0O,,RH 0O,,RH O,,RH 0O,,RH

17 10: 9 8 11 10 9 8: 11:10 9 8 11 10 9 :8
-CH,CH:CH=CH- -CH,CH=CHCH-., -CH:CH=CHCH,- -CH=CHCH|=_§.H2-
O'OH O'OH O'OH OioH

R-CH,-CHO +R’e

Figura 3: Formacao dos hidroperdxidos a partir do acido oléico. Adaptado da referéncia

[48].

A compreensdo da formacao dessa classe de compostos ¢ importante, principalmente
devido a grande reatividade dessas espécies e, por conseqiiéncia, do desencadeamento das
demais reagdes. Os aldeidos produzidos pela quebra dos hidroperoxidos irdo, a partir da
disponibilidade de oxigénio, gerar novos hidroperoxidos, os quais tendem a novamente
quebrar, gerando um novo aldeido — de cadeia menor (n-1) — e uma molécula do acido
formico. A Figura 4 apresenta o mecanismo de reagdo recorrente de formacao dos aldeidos e
acidos organicos de baixo PM. Como pode ser observado, o acido formico € a espécie

majoritaria produzida nesta etapa.
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P dn dn1 an2 (etc.)
R—=CH ~CHO — H—CO,H + R ~CHO A, A, A,
o0 . . (. .
H P = Hidroperdéxido do acido oléico
a,=Aldeido dacisdo, e.g., octanal, nonanal
ou decanal

a,.1, @n.2,= Aldeidos, de menor cadeia
A A, 1, A,,=Acidos
n=numero de carbonos

Figura 4: Formacao dos compostos organicos de baixo PM a partir da reacdo recorrente

dos hidroperéxidos. Adaptado da referéncia [49].

Dentro deste contexto, devido aos efeitos deletérios causados pela formacao de
subprodutos e suas implicagdes na qualidade do biodiesel e, conseqiientemente, no
desempenho do motor, tem-se como norma técnica a determinagao da estabilidade a oxidagao.
O método mais utilizado e aceito é baseado em ensaio acelerado — Método Rancimat, EN
14112, o qual consiste em expor a amostra a um fluxo de ar (I10Lh") a 110 C. Esta
metodologia foi adotada como padrao para determinacdo da estabilidade do biodiesel na
Europa e no Brasil através da RANP 07/08. A formacao dos produtos da oxidagdo, no caso
acidos organicos volateis, ¢ monitorada através de medidas de condutividade da fase aquosa
coletora dos compostos volateis. Um rapido aumento da taxa de oxidagdo ¢ observado no
ponto de indugdo (PInd), no qual se constata um rapido aumento do indice de peroxido,
absor¢do de oxigénio ¢ formagdo de compostos volateis [50]. A especificacdo desta norma

estabelece que a estabilidade a oxidagdo deva ter um valor minimo de 6 horas.

1.2 Etanol combustivel

O uso de combustiveis oxigenados, como metanol e etanol podem levar a uma
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diminui¢do global de COx, NOx, SO, e as emissdes de hidrocarbonetos [51]. Atualmente, ¢
de reconhecida importancia a utilizacdo do etanol combustivel na crescente frota de veiculos
de passeio. Considerando que o alcool combustivel é produzido a partir da biomassa ¢ o
processo global de plantio, produgdo e uso resultam em um ciclo fechado para o elemento
carbono, seu uso ndo contribui efetivamente para o aumento do carbono atmosférico [52]. O
Brasil ¢ hoje o segundo maior produtor deste biocombustivel, perdendo apenas para os
Estados Unidos. Sendo o mercado brasileiro um importante exportador desta comoditie.

O crescente uso do etanol no panorama brasileiro e mundial seja como combustivel ou
matéria prima para industrias tem incentivado cada dia mais a padronizacdo dos
biocombustiveis de uma maneira geral. O rigido controle da qualidade do alcool vendido, o
qual a produgdo ultrapassa a ordem de 18 bilhdes de litros por safra [53], deve ser realizado
por inimeras destilarias espalhadas no pais, fato que auxilia na padronizag¢ao do produto final.

O orgdo que regulamenta a qualidade deste combustivel, a ANP, apenas normaliza
sobre a presenga dos contaminantes, cloreto, sulfato e s6dio. Uma vez que estes ocasionam o
desgaste, corrosdo e entupimento de partes metalicas dos motores, assim como dos tanques de
estocagem [54]. A ANP estabelece que as concentragdes ndo devam ultrapassar 1, 4 e
2 mg kg™ para o cloreto, sulfato e sodio, respectivamente, no dlcool combustivel hidratado.
Os métodos padroes utilizados para avaliar esses parametros empregam a cromatografia
10nica.

Por outro lado, ¢ importante chamar a atengdo para um parametro que, apesar de nao
pertencer as normas brasileiras, ¢ de grande relevancia, principalmente quando se refere ao
monitoramento do etanol combustivel de exportacio. Uma vez que a exportacdo desse
combustivel entre continentes é realizada via transporte maritimo (navios cargueiros), o
acondicionamento do etanol se da em um reservatorio rico em CO,, de forma a evitar a

combustdo. A presenca de CO; neste meio de etanol (~96%) favorece a formagdo de uma
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espécie pouco conhecida, devido a grande instabilidade em meio aquoso — monoetilcarbonato
(MEC).

Dentro deste contexto, o desenvolvimento de métodos alternativos de analise para os
biocombustiveis mostra-se como um campo bastante promissor, em especial, para técnicas
emergentes de analise, sobretudo com apelo de redugdo de custos, monitoramento remoto,
ambientalmente correto, dentre outros.

Desta forma, o emprego da eletroforese capilar (Capillary Electrophoresis — CE)
mostra-se como um campo bastante promissor para a avaliagdo da qualidade dos
biocombustiveis. A CE tem despertado a atencdo como uma nova ¢ poderosa técnica para a
analise de uma extensa gama de compostos, geralmente idnicos ou ionizaveis. Em CE,
separagdes mais rapidas podem ser executadas com boa seletividade, alta eficiéncia,
sensibilidade suficiente para a maioria das aplicacdes e baixo consumo de amostra e

reagentes.

1.3 Eletroforese Capilar

A eletroforese, como uma técnica analitica, foi descrita pela primeira vez por Tiselius
em 1937 [55], em que foi relatada a separacdo parcial de algumas proteinas em plasma
sangiiineo. Por este trabalho pioneiro, Tiselius foi premiado em 1948 com um prémio Nobel.
Em 1967, Hjertén [56] demonstrou a possibilidade de conduzir separagdes eletroforéticas em
tubos de vidro de 300 um de didmetro interno ¢ 36 cm de comprimento, potencial de
separacao de 2,5 a 3,0 kV e detec¢ao dos compostos na regiao do UV, nomeando esta técnica
de eletroforese em zona livre. Embora outros pesquisadores tenham relatado a utilizacao da
eletroforese em tubos de vidro e Teflon [57-59], esta técnica ndo se tornou popular até¢ 1981
quando Jorgenson e Lukacs [60] publicaram um trabalho, no qual demonstraram o alto poder

de resolucao da eletroforese capilar em zona (CZE), com o uso de capilares de silica fundida
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de 75 um de didmetro interno.

Desde a introducao do primeiro equipamento comercial de CE, ha cerca de 30 anos,
aplicacdes da técnica tém se difundido. Atualmente, a CE ¢ uma técnica analitica
reconhecidamente versatil que ¢ utilizada com sucesso para a separacdo de ions pequenos,
moléculas neutras e até macromoléculas. O avango da CE se deve, em parte, a sua
simplicidade instrumental e aplicabilidade para a separacdo de uma extensa gama de
compostos utilizando o mesmo instrumento e, na maioria dos casos, a mesma coluna de
separagdo, sendo necessaria somente a mudanca na composi¢do do eletrolito de corrida
(Background Electrolyte — BGE).

Em CE, as separagdes sao conduzidas em tubos com dimensdes de 15 a 100 pm de
diametro interno, ¢ 50 a 100 cm de comprimento, preenchidos com um eletrolito, e
submetidos a a¢ao de um campo elétrico. A utilizagdo do capilar oferece muitas vantagens
sobre os outros meios utilizados para eletroforese (placas de gel, papel etc.) devido a fatores
geométricos, pois a relagdo entre a area superficial interna e volume apreciavelmente grande
possibilita a dissipagdo eficiente do calor gerado pela passagem da corrente elétrica
(aquecimento Joule) [61].

Dentre os varios materiais utilizados na fabricacdo de capilares, a silica fundida
(revestida externamente com poliimida) tem sido o material mais empregado, o que
proporciona aos capilares dimensdes precisas, alta constante dielétrica, baixa condutividade
elétrica, alta condutividade térmica, resisténcia mecanica, maleabilidade, etc. No entanto, a
utilizagdo de capilares de silica é também responsavel por um importante fendmeno em CE, o
fluxo eletrosmoético (EOF) [62]. A existéncia do fluxo se deve a dupla camada elétrica que se
desenvolve na interface silica/solu¢do. Em pH acima de 3, ocorre a ionizagdo dos grupos
silandis superficiais (Si-OH) que constituem a parede interna do capilar de silica, conferindo a

superficie interna um carater negativo. Com isso, os cations do BGE tendem a se aproximar
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da parede e, sob um campo elétrico, sdo atraidos para o cdtodo. Como estdo solvatados,
arrastam o solvente, proporcionando o “bombeamento” de solu¢do no interior do capilar.
Desta forma, a movimentagao dos ions dentro do capilar passa a depender ndo somente da sua
prépria mobilidade, mas também da mobilidade do EOF. O tempo em que as espécies levam
para passar pelo detector (velocidade aparente) representa a somatoria vetorial das
velocidades efetiva e da velocidade do EOF. Em condi¢gdes normais (polaridade normal), o
EOF ocorre do anodo (p6lo positivo) para o catodo (polo negativo). No entanto, quando
desejado, o EOF pode ser reduzido, suprimido ou mesmo ter o sentido invertido.

O modo mais comum desta técnica ¢ a eletroforese capilar em zona (CZE) ou,
eletroforese capilar em solug¢do livre (FSCE). Basicamente, a separagdo ocorre devido a
migracgdo diferenciada das espécies onde, sob a acdo de um campo elétrico, cada zona migra
com velocidade caracteristica da propria espécie. De uma maneira geral, esse modo ¢ aplicado
a separacdo de espécies idnicas ou facilmente ionizaveis. Por esta razdo, Terabe e
colaboradores [63] introduziram uma nova versdo da CE, a cromatografia eletrocinética
micelar (MEKC). Nesta modalidade, a separacdo ¢ proporcionada pela associacio
diferenciada entre os diversos solutos neutros ¢ uma fase micelar, em geral i0nica.

Esta versatilidade ¢ uma caracteristica importante e muitas vezes requerida em
diversos campos da ciéncia e que ndo ¢ encontrada em nenhuma outra técnica de separagao.
Adicionalmente, os residuos gerados, geralmente um tampao aquoso ou, em alguns casos,
com uma pequena quantidade de modificador organico, sdo da ordem de poucos mililitros e

podem ser descartados sem gerar grande impacto ao meio ambiente.

1.4 Sistemas de deteccdo em CE

De maneira geral, sdo empregados os mesmos tipos de deteccdo utilizados em

cromatografia liquida, os quais podem ser classificados em dois tipos: os universais € 0s
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especificos. Os detectores universais medem a diferenga entre alguma propriedade do soluto
em relacdo a solugdo. Assim, o sinal ndo depende das propriedades do soluto, mas da
diferenga entre as propriedades do soluto e da solugdo. No entanto, a detecgdo ¢ somente
possivel quando a separagdo das espécies for completa. Os detectores de indice de refragdo,
condutividade, entre outros que empregam métodos indiretos sdo classificados como
universais. Os detectores especificos medem uma propriedade especifica do soluto, que nao
sdo semelhantes em todas as espécies. A deteccdo €, portanto, limitada aos solutos que
possuem a referida propriedade. Um sistema de deteccdo seletivo ¢é particularmente
interessante quando a separacao total das espécies presentes na amostra ndo ocorre. Nesta
classe estdo incluidos os fotodetectores baseados na absor¢do de luz na regido do UV/Vis, na
fluorescéncia, ou no espalhamento Raman, os espectrometros de massas, os detectores
amperométricos e os radiométricos [62].

Dentre os modos de deteccdo universal, a detec¢do condutométrica sem contato
(Capacitively Coupled Contactless Conductivity Detection — C*D) tem-se destacado desde a
primeira vez que foi proposta em 1998 [64, 65]. Atualmente existem comercializados no
mercado dois modelos deste detector [66, 67], assim como projetos disponibilizando o
esquema eletronico e codigo fonte necessarios para construgdo, como ¢ o caso do open C'D
[68].

A C'D ¢ proporcionada através do acoplamento de dois eletrodos, em forma de anel,
em torno do revestimento externo de poliimida do capilar de silica fundida. A resposta do
detector ¢ devida, essencialmente, as diferengas de condutividade entre o eletrolito e o analito,
ou seja, a detecgdo ¢ baseada na substitui¢do do co-ion presente no eletrélito pelo analito. Nos
casos em que o analito apresenta maior mobilidade que o co-ion do eletrolito ocorre um
aumento da condutividade nessa regido, o qual ¢ registrado como um sinal positivo. Por outro

lado, quando o co-ion apresenta maior mobilidade que o analito, o pico ¢é registrado como um



42
Capitulo 1: Introdugdo

sinal negativo, portanto, quanto maior a diferenga entre as mobilidades, maior a sensibilidade
obtida.
Diversas aplicagdes tém sido relatadas na literatura empregando a CE-C'D para a

analise de diferentes matrizes de interesse em diversas areas da ciéncia [69, 70].

1.5 Aplicacdes da CE na analise dos biocombustiveis

Na literatura, poucos trabalhos tém relatado o emprego da CE na analise dos
biocombustiveis. De certa forma, justificivel pela recente utilizacdo dos mesmos.
Recentemente, um método empregando a CE foi descrito para a determinagdao de espécies
cationicas no biodiesel. Neste trabalho foi utilizada a detec¢ao indireta em 214 nm, uma vez
que essas espécies ndo apresentam uma boa absortividade no UV [71]. Outra aplicagdo da
técnica foi descrita para determinacdo do glicerol no biodiesel. Uma vez que esta espécie ¢
uma espécie neutra, uma reagao com periodato foi empregada para determinagdo indireta do
glicerol [72].

O emprego da CE na andlise de ions inorganicos em etanol combustivel tem sido
relatado empregando a detecgdo indireta no UV e C*D [73-75]. Por outro lado, os principais
contaminantes organicos no alcool também tém sido contemplados por métodos utilizando a
CE, em especial os compostos carbonilicos (acetaldeido e acetona) [74]. Apesar desta classe
de compostos nao apresentarem nenhum grupo ionizavel e ndo apresentarem nenhum grupo
cromoforo, algumas estratégias tém sido relatadas na literatura. As principais vantagens da
técnica sobre os métodos empregando HPLC, em especial os métodos utilizando
derivatizacdo com 2,4-difenilhidrazina (DNPH), sdo: elimina¢do da etapa de purificacao dos
reagentes derivatizantes, redug¢do do tempo de analise, redugdo e/ou eliminagdo de solventes
organicos. Neste contexto, ¢ importante destacar a potencialidade da CE para determinagdo

dessa classe de compostos, haja vista que os métodos cromatograficos para separacao dos
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compostos carbonilicos empregam, via de regra, acetonitrila, devido as caracteristicas
bastante apreciadas desse solvente pelos pesquisadores. No entanto, cabe ressaltar que a crise
deflagrada em 2008 protagonizada por este solvente, deu inicio a uma busca incessante por
novos métodos de analise dessa classe de compostos, uma vez que o custo do solvente passou
de algumas centenas de dodlares a alguns milhares de dolares [76]. Pereira e Colaboradores
[77-79] relataram o emprego da CE no desenvolvimento de métodos alternativos para analise
de aldeidos emitidos na combustdo do alcool combustivel em veiculos de passeio, assim como
outras amostras ambientais. Dentre as estratégias empregadas, destaca-se a formagdo de
compostos derivados da hidrazina, seguida da separagdo por zona [77] ou em meio micelar
[78, 79], assim como a formagdo de adutos anidnicos com bissulfito, possibilitando a
separagdo de alguns aldeidos por CZE [79]. Nosso grupo de pesquisa também descreveu a
aplicacio da CE-C'D na determinagdo de folmaldeido em amostras de ar empregando a
formacgao do aduto entre o aldeido e o bissulfito — o hidroximetanossulfonato — um composto
organico estavel e fortemente ionizado. O método foi validado e comparado com HPLC,
apresentando resultados bastante satisfatorios [80].

Dentro ainda deste contexto, o emprego da derivatizagdo para formag¢ao de um aduto
de carater anibnico entre o bicarbonato e alcoois alquilicos, seguida da separagdo por CE-C*D
foi descrita recentemente pelo nosso grupo de pesquisa [81]. Neste trabalho, os esforgos
foram voltados para ilustragdo da técnica como uma importante ferramenta para aquisi¢ao de
parametros fisico-quimicos desta classe de compostos. Estas espécies, diversas vezes
negligenciadas em diferentes campos da quimica e, em especial, na quimica analitica, estdo
presentes em todo e qualquer meio contendo CO, e um dalcool. Durante a tentativa de
desenvolver um método de determinagio bicarbonato em etanol combustivel por CE-C*D, nos
deparamos com esta reagdo, a qual tem sido desde entdo, explorada pelo nosso grupo de

pesquisa para, como ja discutido, determinagdo de constantes de formagdo, hidrolise,
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avaliacdo em outros sistemas quimicos (e.g. bebidas alcoolicas carbonatadas), assim como em

sistemas bioldgicos para estudos sobre a participacdo do CO; no transporte intracelular.
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2 Justificativa do projeto

O avango nas pesquisas para geracao de energia limpa a partir do aproveitamento da
biomassa ¢ um momento de grande oportunidade para paises em desenvolvimento, como o
Brasil, o qual possui experiéncia na area de conversdo energética (lenha, carvao vegetal,
etanol e recentemente, o biodiesel). Atualmente, o Brasil ¢ um importante produtor e
consumidor do etanol combustivel. Assim como ¢ o caso do biodiesel, o qual ¢ adicionado ao
diesel do petroleo na propor¢do de 4 %, o que representa uma redugdo da dependéncia do
combustivel fossil de cerca de 1,5x 10°m’/ano. Desta forma, para atender a grande
demanda de consumo do biodiesel, assim como etanol combustivel, 0os mesmos sio
produzidos em diferentes regides do pais, desde pequenas usinas até grandes produtores. A
qualidade do biodiesel esta fortemente ligada ao sucesso do programa, assim como foi para o
etanol combustivel, o qual ja ¢ uma realidade hoje. Atualmente, a Agéncia Nacional do
Petroleo (RANP 07/08) regulamenta uma série de parametros fisico-quimicos do biodiesel,
para as quais, as analises sdo realizadas utilizando diferentes instrumentos. Neste contexto, o
desenvolvimento de métodos alternativos, especialmente os de baixo custo operacional e de
implantacdo, ¢ de grande importancia de forma a auxiliar no estrito controle de qualidade

desses biocombustiveis produzidos em diferentes usinas espalhadas pelo pais.
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3 Objetivos

3.1 Objetivos gerais

Demonstrar a potencialidade da eletroforese capilar com deteccao condutométrica sem
contato (CE-C*D) na determinacio de espécies de diferentes classes.

Desenvolver métodos alternativos utilizando a CE-C*D para aplicagio na analise do
biodiesel e etanol combustivel, atendendo a Resolucdo n°7/2008 (ANP) e outros orgdos

reguladores.

3.2 Objetivos especificos

O presente trabalho tem como objetivos desenvolver métodos analiticos, utilizando a
CE-C'D, para a determinacio de:

-Na', K", Ca®", Mg”", Sulfato, Fosfato, Formiato, Acetato, Propionato e Glicerol.

- Acidos organicos de baixo PM produzidos durante a auto-oxidagdo do biodiesel.

- Estagio de oxidacao do biodiesel, baseado na formagdo dos acidos organicos de
baixo PM formados durante a etapa de auto-oxidagao.

- Cloreto, Sulfato, Formiato, Acetato, Formaldeido e Acetaldeido em alcool
combustivel.

- Teor de etanol e agua no etanol combustivel.
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4 Materiais e Métodos

4.1 Reagentes

Todos os reagentes e solventes utilizados foram de grau analitico. Acetaldeido, acido
acético, acido acrilico, acido formico, acido lactico, acido N-ciclohexil-2-aminoetanosulfonico
(CHES), acido 2-N-morfolino-etanosulfonico (MES), acido periddico, acido propidnico,
bissulfito de sodio, bicarbonato de sédio, brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB), brometo de
didodecildimetilamonio (DDAB), carbonato de soédio, cloreto de calcio, cloreto de litio,
cloreto de magnésio, cloreto de potéssio, cloreto de sodio, cloroacetato de sddio, formaldeido,
hidroxido de litio, hidroxido de sodio, iodato de sodio, metanol, resina de troca anidnica de
base forte (III), tiocianato de sodio foram adquiridos da MERCK (Darmstadt, Alemanha).
Acido glicolico, acido glioxilico, 4cido 2-hidroxi-isobutirico (HIBA), glicerol e L-histidina
foram adquiridos da Sigma (St Louis, EUA). Todos os tampdes de corrida e solugdes padrao
foram preparados pela dissolucdo dos reagentes ou diluicdo de solugdo estoque em agua

deionizada (Barnstead, Dubuque, IA, USA).

4.2 Analises por CE

As andlises foram realizadas em equipamentos de CE-C*D construidos em nosso
laboratorio [64, 82, 83]. Os experimentos foram realizados com o detector operando em
600 kHz e 2,0 Vpp. A temperatura no interior do equipamento foi mantida em
aproximadamente 25 °C. Foram utilizados capilares de silica fundida (J&W Scientific,
Folsom, CA, USA) de comprimento total, efetivo e didmetro interno variados, os quais serdo

especificados para cada caso.
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4.2.1 Determinacdo de contaminantes inorganicos e organicos no

biodiesel

Para a separacdo dos cations presentes no biodiesel, foram utilizados BGE contendo
10 mmol L' de HIBA / 20 mmol L' de Histidina em 10 % de metanol (v/v), pH 6,0 ¢
30 mmol L™ de MES / 30 mmol L™ de Histidina, pH 6,0.

Para a separa¢do dos anions presentes foram exploradas separacdes variando o pH
entre 3,9 e 6,0. Os BGE avaliados foram HIBA/Histidina ¢ MES/Histidina, em concentra¢des
necessarias para atingir os diferentes valores de pH. CTAB ou hidroxido de
cetiltrimetilamonio (CTAH) foram utilizados para inversao do EOF.

A determinagdo indireta de glicerol foi realizada utilizando BGE contendo

30 mmol L de 4cido acético.

4.2.1.1 Amostras de biodiesel

As amostras de biodiesel foram adquiridas de diferentes locais e composi¢do. As
principais amostras avaliadas neste trabalho foram das oleaginosas: soja, mamona, palma,
algoddo e sebo bovino. Para a extragdo das espécies disponiveis no combustivel, foram
pesadas massas de amostra de biodiesel variando de 200 a 880 mg em micro tubos (vials) e
adicionados 200 mg da solu¢do aquosa. Os micro tubos foram entdo submetidos a agitagao
mecanica, empregando um agitador do tipo vortex (Quimis, Diadema, Brasil), centrifugadas
(Force 7 Microcentrifuge, Denver Instrument, Arvada, EUA) durante 10 min a 10.000 rpm e a

fase aquosa retirada com o auxilio de uma micro-pipeta.
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4.2.2 Estudos sobre a formacdo dos &cidos organicos de baixo peso
molecular durante a auto-oxidacédo do biodiesel e determinacéo do

estdgio oxidativo da amostra

Para estudos dos produtos formados durante auto-oxida¢ao do biodiesel foi montado
um sistema similar ao teste Rancimat. A Figura 5 ilustra o sistema montado. Para controle da
temperatura foi empregado uma manta de aquecimento ligada a um reostato para o ajuste da
corrente ¢ um banho de areia para estabilizagdo da temperatura em 110 °C. A amostra ¢
acondicionada em um frasco de vidro (tubo de ensaio), o qual ¢ vedado utilizando uma tampa
em Teflon® com dois orificios (entrada e saida de ar). O borbulhamento de ar na amostra ¢
promovido utilizando uma bomba de aquario, tubo de Teflon® e um restritor de fluxo para
ajuste da vazdo de ar em 10 Lh'. Para a saida de ar e captacdo dos compostos volateis,
também foi utilizado tubo de Teflon® imerso em agua deionizada (50 mL). Para
acompanhamento do processo de oxidacao, um condutivimetro foi empregado e interfaceado
ao computador. Para determinagao das espécies formadas, aliquotas foram retiradas da fase
aquosa coletora dos gases gerados, assim como o biodiesel em diferentes intervalos de

oxidacao.
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Figura 5: Sistema montado para teste de estabilidade oxidativa

A separacao das espécies foi realizada utilizando BGE contendo MES/Histidina em
concentragdes necessarias para render valores de pH entre 5,5 e 6,0. Adicionalmente foi

utilizado BGE contendo 20 mmol L™ de 4cido formico / 14 mmol L™ de histidina, pH 4,0.

4.2.3 Determinacdo de contaminantes inorganicos e organicos de baixo

peso molecular no alcool combustivel

As separacdes dos anions foram procedidas em BGE contendo 30 mmol L
MES/Histidina, 0,2 mmol L' CTAH, pH 6,0. Foi utilizado capilar de 70 cm (60 cm até o

detector, potencial de corrida -25 kV.
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4.2.3.1 Amostras de etanol combustivel

As amostras foram adquiridas diretamente dos postos de combustiveis. As amostras
foram preparadas através da dilui¢do do etanol combustivel em adgua e em tampao diluido. A
derivatizacdo dos aldeidos (formaldeido e acetaldeido) foi procedida através da adigdao de
solucao de bissulfito de sodio suficiente para render a concentragdo inicial de 1,0 mmol L
Apos adicao do derivatizante, as amostras foram agitadas vigorosamente (vortex) ¢ mantidas

para analise.

4.2.3.2 Preparo do CTAH

O CTAH foi preparado a partir da substitui¢do dos ions brometo do CTAB utilizando
resina de troca i6nica de base forte em sistema em fluxo. Foi utilizada uma seringa de 10 mL
como suporte para a resina. A seringa foi vedada nas duas extremidades e conectada a um
tubo de tygon conectado a uma bomba peristaltica. A resina foi previamente condicionada
com solu¢do 1,0 mol L' de NaOH durante 10 min, seguida de 4gua desionizada durante
10 min. Foi entdo procedida a troca anidnica do ion brometo pelas hidroxilas da resina,
passando pela coluna 10 mL de solucdo de CTAB 20 mmo L. Apos a passagem da solugdo
de CTAB foi procedida a passagem de 80 mL de agua, cerca de 10 vezes o volume da coluna
(Voleo = 8 mL) de forma a remover todo o CTAH de dentro da coluna. O procedimento foi

realizado em fluxo.
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4.2.4 Determinagdo do teor de etanol e agua no alcool combustivel
explorando a estratégia de formacdo do aduto monoetilcarbonato

(MEC)

As separacOes foram realizadas em BGE de diferentes composi¢des. Foi utilizado
BGE composto por 20 mmol L' de CHES / 10 mmol L™ de hidréxido de litio. O segundo
BGE foi composto por 20 mmol L™ de bicarbonato de sédio/carbonato de soédio. Em ambos
os casos, a inversao do EOF foi realizada pela passagem de solugao de DDAB pelo capilar
por 30 min, de forma a promover a formagdo de uma camada semi-permanente na parede

interna do capilar.

4.2.4.1 As amostras

As amostras foram preparadas seguindo os diferentes protocolos descritos a seguir:

Procedimento 1: Adi¢ao de bicarbonato de sédio diretamente na amostra de etanol.
As amostras foram preparadas em frascos polipropileno de 5,0 mL, os quais foram
preenchidos até o maximo de sua capacidade, de forma a evitar absor¢ao e/ou perda de CO,
para o meio. As amostras foram mantidas durante 2 h antes da analise.

Procedimento 2: Foram adicionadas barras de gelo seco diretamente na amostra de
etanol e apds completa sublimagdo do CO, as amostras foram mantidas overnight. A partir
dessa solugdo foram preparados os padrdes contendo teores de agua variando de 0 — 32 %.

Procedimento 3: As amostras foram preparadas pela adigdo da solugdo de
bicarbonato de morfolino. Para preparo deste sal foi preparada uma solugdo 0,1 mol L™ de
morfolino em 2-butanol (100 mL), a qual foi dividida duas fragdes de 50 mL. Em uma das
solugdes foram adicionas pedras de gelo seco (~10 g cada), adicionadas uma a uma. Em

seguida as duas solugdes foram novamente misturadas. Desta forma, devemos esperar que o
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pH dessa solugdo se mantivesse proximo da faixa tamponante do morfolino (pH = 8,33), uma
vez que as medidas de pH empregando eletrodo de vidro ndo fornecam valores proéximos do
real, devido ao solvente orgénico utilizado.

A solugdo preparada foi entdo adicionada as amostras de etanol (500 pL), foram
adicionados volumes de 4gua suficientes para render teores de 0—32 % (v/v) em etanol,
volume total de 5 mL.

Procedimento 4: As amostras foram preparadas de forma a deixar o meio
predominantemente aquoso (> 50 %). Foram preparadas solu¢des 20 mmol L™ de bicarbonato

de sédio em agua, contendo os anions acetato e/ou butirato, empregados com padrao interno.
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5 Determinacao de contaminantes inorganicos

e organicos no biodiesel

5.1 Determinac&o de Na*, K*, Ca’* e Mg®* no Biodiesel

5.1.1 Otimizacao das condi¢cbes de separacao

Para a separagdo dos cations de interesse no Biodiesel, dois BGE diferentes foram
avaliados. Como pode ser observado na Figura 6, a separacdo em linha de base desses ions, ¢
conseguida utilizando como eletrdlito de corrida 10 mmol L™ de HIBA / 20 mmol L de
Histidina em 10 % de metanol (v/v), pH 6,0; capilar de 70 cm (60 até o detector) e potencial
de + 25 kV. A utiliza¢do de agentes complexantes, como ¢ o caso do HIBA, ¢ freqiientemente
empregada para se atingir uma boa resolucdo de pares adjacentes [84]. A utilizacdo desses
complexantes ¢ especialmente importante quando a presenga desses metais difere na
concentragdo em pelo menos uma ordem de grandeza. Desta forma, a adicdo de modificadores
orgénicos, e.g., metanol, tem um papel de grande importincia, devido a reducdo do EOF,
auxiliando na melhor resolu¢do dos picos. O segundo BGE avaliado, composto por
30 mmol L™ de MES / Histidina, é apresentado na Figura 7. Este sistema quimico tem sido
amplamente empregado em separacdes de fons pequenos por CE-C'D, devido a baixa

condutividade dessas espécies e a alta capacidade tamponante.
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2 ' 3 ' 4

Tempo (minutos)
Figura 6: Eletroferograma para a separacdo de cations inorganicos, utilizando BGE contendo

10 mmol L' de HIBA / 20 mmol L' Histidina em 10 % de metanol (v/v), pH 6,0. Padrdes
contendo 100 umol L' de cada fon metalico, exceto Li" (200 pmol L), utilizado como PI.

Capilar de 70 cm (60 até o detector) e potencial de + 25 kV. Inje¢do de 30s e 10cmH,0.
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Figura 7: Eletroferograma para a separacao de cations inorganicos, utilizando BGE
contendo 30 mmol L' de MES / 30 mmol L' de Histidina, pH 6,0. Padrdes contendo
100 pmol L' de cada ion metalico, exceto Li" (200 pumol L, utilizado como PI).

Capilar de 70 cm (60 até o detector) e potencial de +25kV. Injecdo de 30s e
10cmH,O0.
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Uma vez que as concentragdes desses metais no biodiesel sdo geralmente baixas e o
segundo sistema tampao possui uma maior capacidade tamponante — devido ao fato de ambos
(MES e Histidina) tamponarem em pH 6,0 —, este foi o BGE escolhido. Desta forma, depois
de atingida a separagdo em linha de base dos cations de interesse no biodiesel nas condigdes
descritas, analises mais rapidas foram alcangadas, pela substituicdo do capilar de 70 cm por
um capilar de 50 cm (40 cm até o detector), e o potencial de corrida alterado para + 28 kV. Os

eletroferogramas obtidos sdo apresentados na Figura 8.

25 mV

2+ Li"

Na"

08 10 12 14 16 1.8
Tempo (minutos)

Figura 8: Separagdo de cations inorganicos, utilizando BGE 30 mmol L MES /
Histidina, pH 6,0. Padrdes contendo 100 pmol L' de cada fon metalico, exceto Li"
(200 pmol L™, utilizado como PI). Capilar de 50 cm (40 até o detector) e potencial de
+ 28 kV. Injecdo de 10s e 10cmH;O0.

Uma vez otimizada a separagdo dos cations de interesse no biodiesel, foi entdo
avaliada a melhor condicdo de extracdo desses ions para a fase aquosa, haja vista a
impossibilidade de injecdo direta das amostras de Biodiesel sem nenhum pré-tratamento

devido ao carater hidrofobico deste combustivel.
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5.1.2 Otimizacao do processo de extracao

O processo de extracao foi avaliado empregando agitacdo mecanica e duas solugdes
diferentes, agua desionizada contendo 200 pmol L' de LiCl (como PI) e solugio contendo
BGE diluido 10 vezes, também contendo 200 pmol L' de LiCl. O grafico da Figura 9
apresenta os valores das areas relativas (area do analito /area do Li') dos cations extraidos
com as duas diferentes solugdes, e em diferentes tempos de extracdo. As extragdes foram
procedidas em duplicata independentes e analisadas em triplicata (n=6). Os resultados
obtidos demonstram uma melhor eficiéncia de extracdo quando utilizado como solugdo
extratora o proprio BGE (MES/Histidina). Isto se deve, provavelmente, a troca idnica do
cation inorganico pelo cation formado pela histidina, constituinte do BGE. Adicionalmente, o

tempo de extragdo ndo apresentou influéncia significativa na extragao.

11

1,0
K agua
—<4—K BGE

0,9 1

0,8 1
| —A—Na' agua
l - —@—Na' BGE

0,74

0,6 1 7 T
1 ) — —@—ca” agua
9% —p ca’BGE

Area relativa

0,54

0.4 2,
—W—Mg" agua

—&—Mg” BGE

0,3 1

e e L e e e e e e e L A e e
0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300

Tempo de extragdo (s )

Figura 9: Avaliagdo da eficiéncia de extragdo liquido-liquido sob agitacdo mecanica em

funcao do tempo, utilizando como solugao extratora 4gua ou BGE diluido 10 vezes.

A Figura 10 apresenta os eletroferogramas obtidos utilizando como tampao de corrida

30 mmol L' de MES/Histidina na separacdo dos metais presentes em uma das amostras de
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biodiesel, os quais foram extraidos utilizando BGE diluido 10 vezes e 200 umol L™ de LiCl

como PI.

o+

Li

25 mVI

LA ;

A A~ A c
LA :
e .

08 10 12 14 16 18

Tempo (minutos)

Figura 10: Separagdo de cations inorganicos, utilizando BGE 30 mmol L' MES /
Histidina, pH 6,0. a- Eletroferograma obtido da solugdo tampdo diluida 10 vezes
utilizada para extragio (branco); b- padrdes contendo 100 pmol L' de cada ion
metélico, exceto Li" (200 umol L™, utilizado como PI); c- eletroferograma obtido para
uma amostra de biodiesel apds extracdo, foi utilizada massa de 880 mg da amostra e
200 mg da solugdo extratora; e d- amostra de biodiesel fortificada (100 pmol L™ de
cada ion metalico). Capilar de 50 cm (40 até o detector) e potencial de + 28 kV. Injecao
de 10s e 10cmH,O0.

5.2 Determinacao de Sulfato, Fosfato, Formiato, Acetato e Propionato
no Biodiesel

5.2.1 Otimizacao das condi¢cfes de separacao

Para a separacdo dos anions de interesse e identificagdo das espécies presentes no

biodiesel, foram realizadas corridas exploratorias variando a composicdo do eletrolito de
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corrida ¢ o pH. Os resultados foram comparados com os dados obtidos por simulagdo, de
forma a confirmar e/ou identificar algumas espécies nas amostras de biodiesel.

Os experimentos em CE foram realizados variando o pH entre 3,9 e 6,0. Foi utilizado
como tampdo de corrida HIBA/Histidina, em concentragdes variando de 10 a 20 mmol L™ de
cada constituinte, para o ajuste do pH. Os eletroferogramas experimentais e simulados,
utilizando programa Peakmaster 5.2 [85, 86], foram obtidos (Figura 11 — Figura 13). Para esta
seqiiéncia de experimentos foi utilizado CTAH como inversor do EOF. A vantagem da
utilizagdo deste, sobre 0 CTAB ¢ a possibilidade da determinac¢ao de ions cloreto, uma vez
que a utilizacdo de CTAH niao ocasiona a formagao da vacancia do brometo, a qual possui
mesma mobilidade do cloreto.

Como pode ser observado (Figura 11 — Figura 13), a variagdo do pH ndo exerce
influéncia sobre a separagdo dos anions inorganicos — com exce¢ao do fosfato — uma vez que
estes sdo provenientes de acidos forte e, nesta faixa de pH estido desprotonados. O aumento do
pH de 3,9 para 5,0 proporcionou o aumento da mobilidade do formiato e conseqiientemente
um aumento da sensibilidade. O mesmo comportamento ¢ observado para os anions acetato e
propionato, que em pH > 5,0, apresentaram sensibilidade para estes anions, uma vez que os
valores de pK, desses acidos sdo 4,75 e 4,87, respectivamente.

E importante enfatizar que o programa de simulagfio ¢ um recurso que muitas vezes os
pesquisadores lancam mao, pois elimina em alguns casos a etapa de tentativa e erro.
Entretanto, o programa ndo leva em consideracdo as interagdes quimicas entre as espécies no
interior do capilar [86]. Como pode ser observado nos eletroferogramas obtidos
experimentalmente, ao contrario do previsto pelo simulador, a separagdo dos ions cloreto,

nitrato ¢ sulfato ocorrem em todas as condigdes.
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Figura 11: Eletroferograma obtido para a separagdo de anions, utilizando BGE contendo
20 mmol L' HIBA / 10 mmol L' Histidina, 0,1 mmol L CTAH, pH 3,9. O item a-
apresenta a separacdo obtida por simulacdo e o item b-, apresenta a separagdo obtida

experimentalmente. Capilar de 70 cm (60 até o detector) e potencial de - 25 kV.
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Figura 12: Eletroferograma obtido para a separagdo de anions, utilizando BGE contendo
20 mmol L HIBA / 20 mmol L' Histidina, 0,1 mmol L CTAH, pH 5,0. O item a-
apresenta a separacdo obtida por simulacdo e o item b-, apresenta a separagdo obtida

experimentalmente. Capilar de 70 cm (60 até o detector) e potencial de - 25 kV.
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Figura 13: Eletroferograma obtido para a separagao de anions, utilizando BGE contendo
10 mmol L' HIBA / 20 mmol L Histidina, 0,1 mmol L! CTAH, pH 6,0. O item a-
apresenta a separacdo obtida por simulagdo e o item b-, mostra a separacdo obtida

experimentalmente. Capilar de 70 cm (60 até o detector) e potencial de - 25 kV.

Os principais anions identificados nas amostras de biodiesel foram: sulfato, formiato,
acetato e propionato.

Uma vez que o aumento na diferenca de mobilidade entre o analito e o co-ion do
eletrélito favorece um aumento no sinal analitico, o anion HIBA (per= 33,5 x 105cm* V! s
foi substituido pelo MES (per=28 x 10°cm”>V™'s™) proporcionando, desta forma, um
aumento no fator de resposta. A Figura 14 apresenta os eletroferogramas obtidos utilizando
20 mmol L' de MES / 20 mmol L' Histidina e 0,2 mmol L CTAB. Como pode ser
observado, este tampao apresenta uma maior sensibilidade para os anions organicos.

E importante destacar o fato de que a melhor condi¢dao de separagdo, em pH 6,0, ndo
acontece devido simplesmente ao equilibro acido-base dessas espécies. Como pode ser
observado, neste pH os pares adjacentes dos picos dos anions nitrato e sulfato, assim como do
fosfato e propionato ndo se separam (Figura 14-a: eletroferograma simulado). No entanto,
experimentalmente a separagdo em linha de base ocorre. Este fato se deve a interacdo seletiva

dos anions sulfato e fosfato com o CTAH, presente no eletrolito de corrida.
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Figura 14: Eletroferograma da separa¢do dos anions de interesse, utilizando BGE
contendo 20 mmol L' MES / 20 mmol L™ Histidina, 0,2 mmol L! CTAB, pH 6,0. O
item a- apresenta a separagdo obtida por simulagdo e o item b-, mostra a separacio

obtida experimentalmente.

A Figura 15 apresenta a separacdo dos padrdes dos anions de interesse no biodiesel.
Como pode ser observado, em pH 6,0 os picos dos anions propionato e fosfato se separam.
No entanto, a ordem de migracdo ¢ invertida, devido a intera¢do do fosfato com as micelas
contidas no BGE, que ocasiona um atraso em relagao ao pico do propionato.

Contudo, a resolucdo entre esses dois picos ¢ ainda baixa, prejudicando a separagdo
quando utilizado um capilar de comprimento menor. Desta forma, outro valor de pH foi
avaliado, de forma a favorecer uma melhor resolugdo entre os picos propionato e fosfato. A
Figura 16 apresenta os valores de mobilidades simulados em func¢ao do pH dessas espécies de
interesse. Como pode ser observado, em pH 5,7 ¢ obtida a melhor resolu¢do entre essa

espécies.
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Figura 15: Eletroferograma da separacdo dos anions de interesse utilizando como
eletrolito de corrida 20 mmol L' MES / 20 mmol L' Histidina, 0,2 mmol L"' CTAB,
pH 6,0. Capilar de 75 um d.i. e 70 cm de comprimento (60 até o detector) e potencial
de - 25 kV.

Dentro deste contexto, de forma a promover andlises mais rapidas, o capilar de 75 pm
d.i. e 70 cm de comprimento (60 até o detector) foi substituido por um de 50 cm e o potencial
de separagdo aumentado de - 25 kV para - 28 kV. A condi¢do de separagao utilizada foi BGE
composto por 30 mmol L™ de MES / 13 mmol L de Histidina e 0,2 mmol L de CTAB. A
Figura 17 apresenta o eletroferograma obtido para a separacdo dos anions de interesse

utilizando a nova condi¢ao otimizada.
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Figura 16: Simulagdo da curva de mobilidade dos anions de interesse no biodiesel em

funcao do pH em meio aquoso.
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Figura 17: Eletroferograma da separacdo dos anions de interesse, utilizando como
eletrolito de corrida 30 mmol L de MES / 13 mmol L' de Histidina, 0,2 mmol L™ de

CTAB, pH 5,7. Capilar de 75 um d.i. € 50 cm de comprimento (40 cm até o detector) e
potencial de — 28 kV. Injecdo de 10s e 10cmH,O0.
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5.2.2 Otimizacao do processo de extracao

A eficiéncia de extracdo foi avaliada da mesma forma descrita na sec¢ao anterior, para
os cations inorganicos. Foram utilizadas solucdes contendo apenas agua e BGE diluido 10
vezes, ambas as solucdes contendo 200 umol L' de cloroacetato de sodio, utilizado como
padrao interno. A Figura 18 apresenta os valores de area relativa das espécies apos a extracao
em diferentes intervalos de tempo. Como pode ser observado, a composicao € o tempo nao
apresentaram influéncia significativa na eficiéncia de extracdo. Desta forma, o tempo de
extracdo utilizado foi de 30s e a solucdo extratora contendo apenas o PI. A Figura 19

apresenta a separacao dos anions de interesse e de uma das amostras de biodiesel.

1 ,4 T T T T T T T T T
1 , 2 -1 > v \\\\\$(% -
1 ,0 -1 —— Sulfato (4gua) -

—®&— Formiato (agua)
—A— Acetato (agua)
0 ’8 - —W— Propionato  (a4gua) -

g —<—Sulfato (BGE)
-‘g —p— Formiato (BGE)
@ 0,6 - —O— Acetato  (BGE) -
© J —®&— Propionato  (BGE)
(]
£ 04 . ? 2 ]
&
072- | —— jfff————ff*! -

070 v 1 v 1 v 1 v 1 v 1 v 1 v 1 v 1 v 1 v
0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300
Tempo de extragdo (s )
Figura 18: Avaliacdo da eficiéncia de extragdo liquido-liquido sob agitagdo mecanica
em fun¢do do tempo, utilizando como solugdo extratora dgua ou solucdo contendo

tampao de corrida diluido 10 vezes.
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tempo /min

Figura 19: Eletroferograma da separa¢do dos anions de interesse, utilizando BGE
contendo 30 mmol L' de MES / 13 mmol L' de Histidina, 0,2 mmol L"' de CTAB,
pH 5,7. a- Eletroferograma obtido para a solugdo utilizada para extragdao (branco); b-
padrdes contendo 50 umol L' de cada énion, c- eletroferograma obtido para uma
amostra de biodiesel apds extragio com solugio aquosa (200 pmol L™ de cloroacetato
de sodio), foi utilizada massa de 200 mg da amostra e 200 mg da solugdo extratora; e d-
amostra de biodiesel fortificada. Capilar de 75 pm d.i. € 50 cm de comprimento (40 cm

até o detector) e potencial de — 28 kV. Injecdo de 10s e 10cmH,O.

5.3 Determinacdo de glicerol no Biodiesel baseada na clivagem
oxidativa

Uma vez que o glicerol ¢ uma espécie neutra em uma ampla faixa de pH, normalmente
utilizada em CE, a clivagem oxidativa do glicerol com o periodato com formagao de espécies
anionicas foi empregado. Esta estratégia foi descrita previamente por Goncalves e Micke [72].

A proposta ¢ baseada na formacao de espécies i0nicas, tais como as apresentadas na Figura

20:
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HoC —OH H,C—OH HC—0H

| OH H;0 | OH l
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I SN S
OH OH

H,C —OH HC—OH
+ Hy0
He=—0 HC—OH o

l 5
/
H,c=—0 |+ HC\’\/ +| HslOy
OH

ou simplificadamente: C;HgO3 + 2HIO4 — 2CH,0 + HCOOH + H,0 + 2HIO3

Figura 20: Mecanismo da reagdo de oxidagdo do glicerol utilizando acido periddico

para formacao de formaldeido, acido formico e acido i6dico.

Desta forma, é possivel realizar a determinacdo indireta do glicerol, baseada na
formacgao das espécies — formaldeido, acido formico ou i6dico. Embora neste trabalho tenha
sido reportado um método para determinagcdo do formiato, o sistema quimico contendo
histidina e o brometo (CTAB) ndo ¢ apropriado para a anélise, uma vez que estas espécies
causam interferéncia no método [72, 87]. A Figura 21-I apresenta os valores dos potenciais de
reducdo do &cido perioddico e oxidagdo do brometo, na Figura 21-II é apresentado o efeito da
adicdao do acido periddico a solugdo. Como pode ser observado, apos a adi¢do, a vacancia
referente ao brometo, em cerca de 2,25 min, tem seu tamanho significativamente aumentado.
Isso se deve, muito provavelmente, a oxida¢do do brometo a bromo. Portanto, um novo
eletrolito de corrida foi otimizado para atingir a separagdo dos produtos da reagdo de oxidacao

entre o glicerol e o periodato.
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H IO + H* +2e" < 105" +3 H,0O + 1,601 V

2 Br- < Bry,, t 2€° -1,087V I)
T o
100mV =5
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Figura 21: I- Potenciais redox do acido periddico e do brometo; II- a) solugdo
100 pmol L de formiato, b) solu¢do 1 mmol L™ de periodato, ¢) solugdo contendo
100 pmol L' de formiato ¢ 1 mmol L™ de periodato; as separagdes foram realizadas
utilizando BGE contendo 20 mmol L' MES/Histidina e 0,2 mmol L' de CTAB.
Injecao de 10s e 10cmH,0.

A Figura 22 apresenta a simula¢do da curva de mobilidade dos anions de interesse em
diferentes valores de pH. Como pode ser observado, na regido de baixos valores de pH (2.5 <
pH < 3.5), a separagdo pode ser facilmente atingida. De maneira a manter um sistema quimico
simplificado, foi utilizado BGE contendo 30 mmol L' de 4cido acético, pH 3,0. A escolha
deste eletrolito tem como vantagem adicional o clean-up on-line das corridas, uma vez que
nesta regido de pH a maioria dos acidos organicos estdao na forma protonada. Adicionalmente,
neste pH, a mobilidade do EOF ¢ significativamente baixa, dispensando o uso do inversor de

EOF.



Capitulo 5: Determinagdo de contaminantes inorgdnicos e orgdnicos no biodiesel

73

Mobilidade / 10°cm?V's™

Figura 22: Simulagdo de curva de mobilidade das espécies de interesse em fungdo do

pH.
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A Figura 23 apresenta os valores de area do periodato consumido e do iodato formado

durante a reag¢do, quando adicionada a solugdo contendo glicerol. Como pode ser observado, a

reacdo ocorre rapidamente (<5minutos).
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Figura 23: Avaliacao da formacao dos produtos da oxidacao do glicerol com periodato
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A Figura 24 apresenta os eletroferogramas obtidos para a separacdo de periodato e
iodato produzido pela oxidagdo de uma solugdo contendo glicerol (100 pmolL") e uma
amostra de biodiesel, apos extracio com solugdo aquosa contendo 100 pmol L de tiocianato
de sodio (PI). Como pode ser observado na Figura 24-c, antes da adi¢do do periodato,

somente o pico do PI ¢ observado, comprovando a seletividade do método.

iocianato (P.I.)
Periodato

SOm\ZI:

£ /\ "§ D)
N )
/ { /' B)
/ l A)
05 10 15 20 25

Tempo (minutos)

Figura 24: Eletroferogramas da separacio de uma solugio de periodato (500 pmol L™):
a- antes e b- depois da adi¢io de uma solugdo padrio de glicerol (100 pumol L™"); uma
amostra de biodiesel c- antes e d- apos a adigdo de uma solucdo de periodato
(250 pmol L), foi utilizada massa de 200 mg de amostra e 200 mg da solucio
extratora. BGE composto por 30 mmol L™ 4cido acético, pH 3.0. Potencial de
separagdo -25 kV; capilar de 75 pm i.d. e 50 cm de comprimento total (10 cm até o

detector). Inje¢do de 10s e 10cmH;O0.

5.4 Validacdo dos métodos

Os métodos desenvolvidos empregando a CE foram validados em termos da

linearidade, limites de deteccdo e quantificagdo, precisdo e exatidao.
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5.4.1 Linearidade, Limites de deteccéao e quantificacao

Foram realizadas injecoes em quadruplicata de seis solugdes contendo a mistura de
cada classe de compostos, em valores crescentes de concentracdo. As curvas de calibracao
foram construidas, correlacionando a area relativa de cada uma das espécies (area do pico da
espécie / area do pico do padrdo interno) Versus a concentracao, ¢ sdo apresentadas na Figura
25. Os coeficientes das regressoes lineares apresentam valores maiores que 0,9990. Os limites
de deteccao e quantificagdo foram calculados considerando a relagao sinal / ruido como 3,3x e
10x, respectivamente. Os resultados obtidos sdao apresentados na Tabela 1. Todos os valores
do limite de quantificagdo obtidos encontram-se suficientemente baixos para atender a
legislagdo vigente: (Na+K) e (Ca+tMg), 5mgkg™; P ¢ S, 10 e 50 mg kg respectivamente; e

glicerol, 200 mg kg™ [31].
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Figura 25: Curvas analiticas dos padrdes dos ions K', Ca*’, Na', Mg2+, sulfato, fosfato,

acetato, formiato, propionato, iodato em concentragdes variando de 10 - 600pumol L. As

injecdes foram procedidas em quadruplicata.

Tabela 1: Figuras de mérito dos métodos propostos.

Analito Faixa de R LD LQ LQ
concentracao mg L' mg L' mg kg'1
mg L'
K" 0.4-4.0 0.9991 0.12 0.40 0.10°
Na" 04-4.0 0.9988 0.14 0.46 0.12°
Ca*" 04-4.0 0.9988 0.12 0.40 0.10"
Mg* 0.2-2.0 0.9990 0.07 0.23 0.06"
Sulfato 0.2-10 0.9979 0.06 0.20 0.20°
Fosfato 20-14 0.9976 0.60 2.0 2.0°
Formiato 0.2-27 0.9986 0.06 0.2 0.2°
Acetato 0.3-17 0.9995 0.09 0.3 0.3
Propionato 03-11 0.9988 0.09 0.3 0.3
Glicerol 04-4.0 0.9991 0.12 0.4 0.4

“LOQ do método, calculado empregando 880 mg de amostra ¢ 200mg de solugdo

extratora ( pré-concentracao de 4,4x),

® LOQ do método, calculado empregando 200 mg de amostra ¢ 200mg de solugio

extratora (1:1).
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5.4.2 Precisao do método

A precisao do método foi avaliada pela injecao de cinco solugdes padroes e de uma
das amostras, medidas em um mesmo dia. A repetibilidade da area relativa e tempo de
migra¢do, expressos como desvio padrdo relativo (DPR), foram melhores que 3,4% e 0,9%,
respectivamente. A diferenca na precisdo entre os valores obtidos para as solugdes padrao e as
amostras foi avaliada aplicando o teste — F. O teste ¢ baseado na comparacdo entre as
variancias das medidas (SZA/SZB) e realizado através da comparagdo entre o Feaiculado € O Feritico-
Se Feaiculado = Feritico, @ hipOtese nula ndo pode ser aceita. Os valores de Feajcutado indicaram nao
haver diferencas significativas na repetibilidade dos valores de area relativa e tempo de

migracgdo. Os resultados sdo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2: Valores de Desvio Padrao Relativo da area e tempo de migracao dos analitos

Analito D.P.R. D.P.R. dos D.P.R. D.P.R. Fealculado  Fealeulado
area relativa  tmig (padrdes)  drea relativa tmig Area tmig
(padrdes) (amostra) (amostra)  relativa
K" 2.06 0.50 2.47 0.24 2.54 4.65
Na’ 1.18 0.49 1.55 0.22 1.73 5.26
Ca®* 1.18 0.41 3.17 0.22 1.17 3.60
Mg* 1.87 0.53 2.93 0.23 1.89 5.36
Sulfato 1.70 0.67 2.50 0.34 1.45 1.94
Fosfato 2.10 0.85 n.a. n.a. n.a. n.a.
Formiato 1.90 0.77 2.10 0.36 4.42 2.11
Acetato 2.80 0.86 1.80 0.39 1.68 2.17
Propionato 1.80 0.89 2.70 0.44 2.05 2.01
Glicerol 3.44 0.38 3.19 0.10 2.64 6.3
n=>3.

F =5°A/s’B, Feritico= 6.39

5.4.3 Exatidao do método

A exatiddo do método foi calculada através da porcentagem de recuperacao de
quantidades conhecidas das espécies adicionadas ao biodiesel. Os valores de recuperagao
obtidos variaram de 89 a 107% para os niveis de concentragdo utilizados. Esses resultados
indicam uma boa exatidio do método proposto, em concordancia com o protocolo de
validagdo da AOAC International, o qual estabelece que os valores de recuperacdo devam

estar entre 80 — 110% [88]. Os resultados sao apresentados na Tabela 3.
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5.5 Analise das amostras de biodiesel

Os valores de concentracdo em quatro diferentes amostras sao apresentados na Tabela
3. Para todas as amostras, as concentracdes de K, Na', Ca®", Mg”" e glicerol foram abaixo do
valor estabelecido pela RANP 07/08, ASTM D 6751 e EN 14214. Adicionalmente, os teores
de sulfato e fosfato se encontram em concordancia com o estabelecido pelas mesmas normas
para o teor de enxofre e fosforo total.

Dentre os acidos organicos, o acido formico se mostrou a espécie majoritaria. Embora
a concentracdo desses anions organicos nao seja contemplada pela legislagdo, esta classe de
compostos pode fornecer uma série de informagdes relevantes sobre o grau de oxidacao do
biodiesel, uma vez que estas espécies sdo formadas durante a auto-oxida¢ao de compostos

graxos [46, 49].
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Tabela 3: Valores de concentragdo obtidos em quatro diferentes amostras e teste de

recuperagao.
Teste de recuperagao
Amostra Amostra Amostra  Amostra Concentracdo  Recuperado
1 2 3 4 adicionada %
(mg L)

K" 0.46 0.48 nd 0.61 1.95 102 (2)
(0.02) (0.06) (0.06)

Na' nd nd 0.97 nd 1.15 107 (4)

(0.05)

Ca*" 0.12 nd nd 0.23 2.00 101 (4)
(0.01) (0.02)

Mg nd nd nd 0.28 1.20 95 (2)

(0.03)

Sulfato 1.15 nd nd nd 4.80 94 (3)
(0.02)

Fosfato nd nd nd nd 4.80 104 (2)

Formiato 33.6 36.6 41.0 40.0 22.2 103 (6)
(0.7) (0.6) (1.3) (1.3)

Acetato 6.7 12.5 8.9 16.3 2.95 105(3)
(0.1) (0.2) (0.1) (0.5)

Propionato 53 9.7 4.7 8.8 3.65 89 (5)
(0.3) (0.2) (0.1) (0.3)

Glicerol 11.9 11.8 105 116 100 102 (7)

0.2) (0.1) 4) (2)

Desvio padrao entre paréntesis, N = 6.
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5.6 Conclusdes parciais

Os métodos propostos, baseados na extracao liquido-liquido em amostras de biodiesel,
mostram-se uma boa estratégia para a analise de espécies de interesse nesse biocombustivel.
Adicionalmente, a estratégia se mostrou bastante simples, relativamente rapida (<10min) e
também apresentou uma boa reprodutibilidade.

O emprego da CE para a determinagdo de contaminantes no biodiesel apresentou
vantagens, as quais sdo caracteristicas da propria técnica, tais como pequeno volume de
residuo gerado e baixa relagdo custo/andlise. Adicionalmente, a rapidez das separacdes dos
anions ¢ bastante atraente, quando comparada a técnica mais empregada para esta finalidade —
cromatografia de ions. Além do mais, a CE apresentou sensibilidade (aliada a pré-
concentragdo) para a determinagdo de espécies como os metais, na ordem de 10 vezes abaixo

do maximo permitido.
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6 Estudos sobre a formacdo dos acidos
organicos de baixo PM durante a auto-
oxidacdo do biodiesel e determinacao do

estagio oxidativo da amostra

6.1 Identificacdo dos principais acidos organicos formados durante o
teste de oxidacao acelerada.

A Figura 26-a apresenta o grafico com os valores de condutividade em func¢do do
tempo de uma amostra de biodiesel de 6leo de algoddao. Como pode ser observada, durante os
primeiros minutos (até aprox. 50min), a condutividade da solugdo apresentou pouca variagao.
Porém, rapidamente ¢ observado um aumento acentuado da condutividade. Este ponto, o qual
¢ obtido através da interseccdo das duas retas (exemplificado na Figura 26-a), ¢ nomeado de
ponto de indugd@o ou periodo de inducdo (PInd). De forma pratica, o PInd ¢ o tempo que uma
amostra resiste ao teste de auto-oxidagdo e que, no caso especifico desta amostra, foi de 1h. A
Figura 26-b apresenta os eletroferogramas obtidos para a separagdo dos produtos coletados
em agua, na qual se encontra imerso o eletrodo do condutivimetro. Como podem ser
observados, os principais produtos i6nicos gerados durante a auto-oxidacgdo, detectados por

CE, sdo os acidos formico, acético, propionico e um ainda nao identificado.
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Figura 26: a- Teste de estabilidade oxidativa de amostra de biodiesel de dleo de
algodao; b- Separacao dos produtos volateis da oxidacao coletados em agua, utilizando
tampao 20 mmol L' MES / Histidina, 0,2 mmol L! CTAB, pH 6,0; -25kV, capilar de
75um e 70cm (60cm efetivo).

Como ja era esperado, a espécie majoritdria encontrada na solugdo e principal
contribuinte para a condutividade da solugdo ¢ o 4cido formico. No entanto, como pode ser
observado (Figura 26-b), antes do PInd, apenas o formiato foi observado em solucdo e

somente apos o desencadeamento da auto-oxidagdo sdo geradas as demais espécies. Neste
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contexto, a identificagdo das principais espécies formadas torna-se de grande importancia,

uma vez que a possibilidade de detectar espécies produzidas em diferentes estagios da auto-

oxidag¢do resultaria no que podemos nomear de marcador do estagio de auto-oxidacgao.

Uma vez que a espécie ndo identificada possui mobilidade préoxima a do acetato, e

baseado em informag¢des de mobilidade e valores de pKa de alguns acidos carboxilicos,

algumas sugestdes foram propostas. A Figura 27 apresenta as estruturas de algumas delas.
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Figura 27: Estrutura quimica de alguns acidos carboxilicos potencialmente presentes na

etapa de auto-oxidacao do biodiesel.

Uma vez que a andlise da dgua coletora se mostra uma matriz mais atraente, devido a

sua menor complexidade, os primeiros testes foram realizados utilizando esta matriz. De

forma promover a separagao dessas espécies, foi avaliado uma melhor condi¢dao de separacao.

A Figura 28 apresenta a curva de mobilidade para essas espécies de interesse. Como pode ser

observado, em pH 5,7, ocorre a separagdo da maioria dessas espécies. Foi utilizado BGE

composto por 30 mmol L' MES / 13 mmol L Histidina, 0,4 mmol L! CTAB, 10% MeOH,

pH 5,7.
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6.2 Otimizacéo das condicOes de separagéo

A Figura 29 apresenta a separacdo das espécies presentes na agua, assim como das
espécies apos extragdo liquido-liquido, ambos coletados no mesmo intervalo de tempo e
depois do PInd. Como pode ser observada, a presenca de algumas espécies na agua de coleta
ndo implica, obrigatoriamente, na sua presenga no biodiesel. Desta forma, a avaliagdo das
espécies no biodiesel se mostrou mais representativa. As espécies identificadas apos extracao

foram os anions formiato, acetato, propionato, glicolato e glioxilato.

T T T T T
—&— 4cido acético .
—— acido acrilico
—&— 4cido butirico
—w— acido férmico
—<¢— 4cido glicdlico
—»— acido glioxilico
—&— 4cido lactico

—o— 4cido propidnico

1
o
|

z 3

-20-
-30-
-40-

-50 -

mobilidade efetiva / 10 cm’V'ecm’

1 “v'"’“vvvvvvmvvvﬁ
-60 ' i . T v Y v
3 4 5 6 7
pH

Figura 28: Curva de mobilidade de alguns 4cidos de interesse.
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A) B)

100 mV
‘|' Formiato 100 mVI
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\ Acetato
Propionato &°

|

2 3 2 3
Tempo (minutos) Tempo (minutos)

Glioxilato
R/
)
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Figura 29: Separacao das espécies anidnicas formadas apos o periodo de indugao de
uma amostra de biodiesel de algodao. a- Espécies volateis coletadas na fase aquosa e b-
extragdo liquido-liquido (1:1). BGE composto por 30 mmol L' MES / 13 mmol L™
Histidina, 0,4 mmolL"' CTAB, 10% MeOH, pH 5,7. Capilar de 70 cm de

comprimento total (60 cm até o detector). Potencial de separagao -25 kV.

A Figura 30-a apresenta a curva obtida para o teste de oxidacdo acelerada de uma
amostra de biodiesel de algoddo. Durante o teste, aliquotas do biodiesel foram coletadas e,
apoOs extracdo, analisadas por CE. A Figura 30-b apresenta os eletroferogramas obtidos nos
seguintes tempos: 0, 20, 50 e 90 minutos. Como observado, inicialmente estdo presentes as
espécies acetato, formiato e propionato. Ap6s 20 minutos, observou-se uma diminuicdo das
concentragdes destas espécies, fato este devido, provavelmente, a volatilizacdo desses acidos,
uma vez que o teste ¢ realizado a 110°C. No entanto, no tempo de 50 minutos, quando ¢
observado o inicio da auto-oxidacdo e se tem um aumento substancial da condutividade, ¢
observada a formacdo de grande quantidade dos acidos acético e formico. Adicionalmente,

tem-se a formacao do acido glicdlico, o qual ¢ gerado somente apds a oxidacao.
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Figura 30: a) Curva de condutividade em fun¢ao do tempo de uma amostra de biodiesel
de algodao (teste oxidagdo acelerada); b) Eletroferogramas de separacdo de espécies
presentes na amostra de biodiesel, apds extragao liquido-liquido. Foi utilizado eletrolito

de corrida contendo 30 mmol L' MES / Histidina, 0,2 mmol L' CTAB, pH 6.

Uma nova condi¢do de separacdo foi utilizada para promover a separagao dessas
espécies. Uma vez que duas das espécies de interesse (acidos glioxilico e glicolico) nao
apresentam boa resolugcdo em linha de base em pH 5,7, um novo BGE foi avaliado. Como

pode ser observado na Figura 28, a melhor solu¢do compromisso ¢ alcancada em pH 4,0, pois
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embora nesse pH os acidos propionico e butirico ndo se resolvam, o nosso foco estd voltado
para as demais espécies, em especial o acido glicolico. A Figura 31 apresenta um
eletroferograma da separagdo dos anions glioxilato, glicolato, lactato, acrilato, acetato e
propionato. Todas as espécies apresentam uma boa resolu¢do em linha de base. Como
eletrolito de corrida foi utilizado tampdo 20 mmol L' de 4acido formico, ajustado o pH com
LiOH, pH 4,0. Embora o acido férmico esteja presente na amostra, neste momento a sua
determinagdo ndo ¢ desejavel, pois, como ja discutido anteriormente o objetivo ¢ a detecgao
de espécies formadas somente durante e/ou apos a etapa de auto-oxidagdo. Neste contexto, a
escolha do 4cido formico ocorreu de forma natural, uma vez que possui capacidade
tamponante nesta faixa de pH e, adicionalmente, por se tratar de um acido bastante volatil e
muito utilizado em CE acoplada a espectrometria de massas, o que facilitaria caso tivesse

sido possivel realizar as analises pela técnica.

100mV

Tempo (min)

Figura 31: Eletroferograma da separacdo dos padrdes de acidos orgéanicos. Foi utilizado
20 mmol L™ de 4cido formico / LiOH, pH 4,0. Potencial de -25kV, capilar de 75um d.i.

e 70cm (comprimento efetivo de 60cm).
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6.3 Avaliacdo das espécies formadas no biodiesel de diferentes origens

A condi¢do de separacdo descrita foi aplicada na andlise das amostras de biodiesel
antes e apos a oxidacdo, porém o cation do BGE (Li') foi substituido pela histidina,
favorecendo a reducdo do ruido da linha de base. A Figura 32-a apresenta a curva de periodo
de inducdo de uma amostra de biodiesel de soja, a Figura 32-b apresenta os eletroferogramas
obtidos da separacgao desses anions presentes no biodiesel apos extracdo liquido-liquido, antes
e apos a oxidagdo. Como pode ser observado, apds a oxidacdo o acido glicolico ¢ formado,
assim como outras espécies com menor mobilidade com tempos de migracao superiores a 3,5

minutos.
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Figura 32: a) Curva de condutividade em fungdo do tempo de uma amostra de biodiesel
de soja (teste oxidagdo acelerada), b) Eletroferogramas de separacdo de espécies
presentes na amostra de biodiesel, antes e apods a oxidagio. Foi utilizado 20 mmol L
Acido formico / Histidina, 0,4 mmol L! CTAB, pH 4,0. -25kV, capilar de 75um,70cm

(60cm efetivo). Foi empregada extragdo liquido-liquido.
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A Figura 33-a apresenta os resultados obtidos para amostras de biodiesel produzidas
com sebo bovino. Como pode ser observado, este biodiesel apresenta um apreciavel tempo de
inducdo (>6h). Por outro lado, pode se observar que ap6s a oxidagdo é também gerado o acido

glicolico, Figura 33-b.

150 - A)

Biodiesel de sebo bovino

100 +

uS cm

50

tempo/h

antes da oxidagao

\

depois da oxidagao

)

Glicolato /

2 > 2

S e £ = amostra fortificada
< [} 15 5}

2 o © <

- o

© b

A
I T T T T j 1
2,5 3,0 3,5 4,0
tempo / min

Figura 33: a- Curva de condutividade em fun¢ao do tempo de uma amostra de biodiesel
de sebo bovino (teste oxidagdo acelerada); b- Eletroferogramas de separacdo de
espécies presentes na amostra de biodiesel, antes e apds a oxidacdo. Condigdes de

separa¢ao idem Figura 32.



94
Capitulo 6: Estudos sobre a formagdo dos dcidos orgdnicos de baixo PM durante a auto-oxidagdo do
biodiesel e determinagdo do estdgio oxidativo da amostra

A Figura 34 apresenta os resultados obtidos para a oxidagdo de uma amostra de
biodiesel de palma. Como pode ser observado, esse biodiesel apresentou um valor elevado de
periodo de indugdao (>6h) (Figura 34-a). Os eletroferogramas apresentados na Figura 34-b,

indicam a presenga dos acidos glicolico, glioxilico, lactico e acrilico, apds a oxidagao.

A)

400+ Biodiesel de Palma

300 +

2004

uScm

100

6 7 8 9 10 11 12 13 14
tempo / h

o
-
N 4
w_.
~
o 4

50mv] B)

antes da oxidacao

Glicolato — depois da oxidagédo
v

amostra fortificada

Glioxilato

Glicolato
Acrilato

2,5 ' 3:0 ' 3,5
tempo / min

Figura 34: a- Curva de condutividade em fun¢do do tempo de uma amostra de biodiesel

de Palma (teste oxidacdo acelerada); b- eletroferogramas de separacdo de espécies

presentes na amostra de biodiesel, antes e apds a oxidacdo. Condig¢des de separagao

idem Figura 32.
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A Figura 35-a apresenta a curva do periodo de indu¢ao de uma amostra de biodiesel de
algodao. Esta amostra apresentou um periodo de indugdo bastante baixo (<lh). A Figura 35-b
apresenta os eletroferogramas obtidos, e como pode ser observado, apos a oxidagdo, também

foi detectada a presenca do acido glicolico, assim como glioxilico e lactico (em menores

concentragoes).
150 o ~
Biodiesel de algodao A)
100
e
o
(7))
3
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0 : ; - .
0 1 2
tempo / h

100va B )

W antes da oxidag&o
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1

amostra fortificada

Glicolato et

-

Glioxilato
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2,5 3,0 3,5 4,0
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Figura 35: a- Curva de condutividade em fungdo do tempo de uma amostra de biodiesel
de algodao (teste oxidacdo acelerada); b- eletroferogramas de separagdo de espécies

presentes na amostra de biodiesel, antes e apds a oxidacdo. Condigdes de separagdo

idem Figura 32.
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Sendo assim, baseado nos resultados obtidos, pode-se afirmar que a presenca do acido
glicélico ¢ um indicador sobre o estado de oxidagdo do biodiesel, uma vez que ele ¢ gerado
somente apos o estagio mais critico da etapa de auto-oxidagdo. Adicionalmente, ele se
mostrou como produto de oxidacdo de 4 amostras de biodiesel de diferentes origens.

Por outro lado, considerando o fato de que os testes foram feitos sob elevada
temperatura, pode se questionar sobre a formacao desta espécie em temperatura ambiente. A
Figura 36 apresenta os eletroferogramas obtidos de uma amostra de biodiesel de algodao, a
qual foi armazenada em ambiente com grande disponibilidade de oxigénio, durante 30 dias.
Como pode ser observado, mesmo sob estas condi¢gdes brandas de armazenamento, a presenga

do acido glicdlico foi detectada, assim como outras espécies.

Biodiesel de algodao
-
50 mV
€ Amostra armazenada

Y

Amostra fortificada

Glioxilato \

Glicolato

T T T
2 3

Tempo (min)

g

Figura 36: Eletroferogramas de separacdo de espécies presentes na amostra de
biodiesel de algodao, estocadas em ambiente com oxigénio disponivel em temperatura

ambiente. Condicdes de separacdo idem Figura 32.

Os mecanismos de formagdao do acido formico dentre outros acidos carboxilicos,

encontram-se bem estabelecidos na literatura [48, 49, 89] e ja foram discutidos no capitulo 1.
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No entanto, ndo existem informacdes sobre a formagdo do acido glicolico como produto da
oxidacdo de acidos graxos na literatura.

Sendo assim, sugerimos aqui uma possivel via de formagao deste acido. A Figura 37
ilustra os principais produtos da decomposi¢ao de hidroperdxidos inicialmente gerados no
processo de oxidacdo. Como pode ser observado, ¢ gerada uma série de radicais e sua
recombinagdo com outros radicais, assim como outras espécies dardo origem a uma série de
novos compostos. Desta forma, um mecanismo plausivel para a formagao do acido glicolico
se daria por um ataque radicalar. A Figura 38 apresenta um possivel mecanismo de formagao

do acido glicolico.

(@) 1'1::-:—1 } H-COzH

B - CHO — recurrent reaction

‘OH+R'H- R"+H30

!
R - CHO chain reactions
4
recurrent reaction
R -CH-CHO .

| E4
- "ﬂ T '*-\_‘__h ; ROH aleohols Oy 9

g'{:HD +RH=R"+H-CHO

H (e} < -on
. - and formic caters
OHC - CHID (sec Fig. 4}

R+ R'H— R = RH hydrocarbon Oy
(d) {OH+R'H-RE"+H0
OHC= CHO clh:in reactions
R= cu;,-ft:uz};, a'=6, 9 8 n=n"+|
R'H = oleic acid
Figura 37: Mecanismo de decomposicao de hidroperoxidos gerados a partir da auto-

oxidacdo do acido oléico, reproduzido da referéncia [49].
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0 0
HO—C// m - HO—C// + [CH]
\ \ .
CHs [34] HC
Acido acético
/o
HO —c/
H,C —OH
Acido glicolico

[Xe]=Re, «OH, He, ctc.
Figura 38: Mecanismo proposto para formagdo do 4cido glicolico pela oxidacdo de

acidos graxos.

Sendo assim, se assumirmos que esta via de formacao ¢ verdadeira, podemos dizer que
a formagao desta espécie podera auxiliar na avaliacdo da qualidade do biodiesel, uma vez que
esta espécie ¢ gerada somente apos o desencadeamento do processo de oxidagdo, e que a

formagao independe da temperatura utilizada no teste.

6.4 Conclusdes parciais

Baseado nos resultados obtidos, pode-se afirmar que a presenca do acido glicolico ¢
um indicador sobre o estado de oxidacao do biodiesel, uma vez que ele ¢ gerado somente apos
0 estagio mais critico da etapa de oxidagdao. Adicionalmente ele se mostrou como produto de

oxidagdo de 4 amostras de biodiesel de diferentes origens (soja, algoddo, palma e sebo-
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bovino).

O emprego da CE para avaliacao do estagio de oxidagao do biodiesel mostra-se como
uma alternativa de screening rapido do biocombustivel. O método baseado na determinagao
do acido glicdlico tem grande potencial de aplicacdo pratica, uma vez que poderia ser
utilizado como ferramenta para rejeitar determinado lote, devido ao seu avancado grau de

oxidacao.
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7 Determinacao de contaminantes inorganicos
e organicos de baixo peso molecular no

alcool combustivel

7.1 Separacao das espécies ibnicas presentes no alcool combustivel

Esta parte do trabalho teve como intuito encontrar uma condi¢do de preparo de
amostras que preservasse o conteudo organico do etanol combustivel e que possibilitasse a
determinagdo dos principais contaminantes inorganicos e organicos de baixo PM. A simples
dilui¢do das amostras em agua se mostrou eficiente (2-10 vezes). A separagdo dessas espécies
no alcool combustivel foi feita empregando BGE contendo
20 mmol L' MES/Histidina e 0,1 mmol L™ hidroxido de cetiltrimetilaménio (CTAH) para
inversdo do EOF, pH 6,0. O modo de preparo do inversor estd descrito na se¢do experimental.

A Figura 39 apresenta os eletroferogramas obtidos para a separagdo das espécies

anionicas presentes em trés diferentes amostras desse biocombustivel.
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K Acetato

cr NO; Formiato

Am 1 fortificada

Am 1

AWMA Am 2
/l Am 3

T d T d 1
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Figura 39: Separa¢do de anions inorganicos e organicos de baixo PM presentes em
amostras de alcool combustivel, dilui¢do (1:1). Eletroferogramas obtidos utilizando
tampao 20 mmol L' MES / Histidina, 0,1 mmol L! CTAH, pH 6, -25kV, capilar de
75um e 70cm (60cm efetivo), injecao 40s.

7.2 Derivatizacdo dos aldeidos utilizando bissulfito

Para a separacdo dos aldeidos nas amostras de etanol combustivel, foi empregada a
derivatizagdo com bissulfito de sédio (Figura 40), adicionado a amostra de maneira a atingir a

concentracdo final de 1 mmol L. A Figura 41 apresenta os eletroferogramas da separacio

dos aldeidos em uma das amostras.

O  NaHso, ©H
N, =—= R—H

R H NaOH SO;Na

Figura 40: Reagdo de formac¢do do aduto idnico entre o bissulfito e um aldeido.
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R 1-Formaldeido - HSO'3
K 2- Acetato

3- Acetaldeido - HSO'3

3 R- HSO;

2- 2 3

SO,
Am1
12 3

L B

T d T
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Figura 41: Separacdo dos adutos formados da reagdo entre bissulfito e os aldeidos
presentes no alcool combustivel, dilui¢ao (1:1). Eletroferogramas obtidos utilizando
BGE contendo 20 mmol L' MES / Histidina, 0,1 mmol L! CTAH, pH 6, -25 kV,
capilar de 75 pm e 70 cm (60 cm efetivo), injecao 40 s.

7.3 Validacdo dos métodos

Os métodos desenvolvidos empregando a CE foram validados em termos da

linearidade, limites de deteccdo e quantificacao, precisdo e exatidao.

7.3.1 Linearidade, Limites de deteccéao e quantificacao

A Figura 42 apresenta as curvas analiticas obtidas para os padroes dos anions cloreto,
nitrato, sulfato, formiato, acetato, formaldeido e acetaldeido. Todas as curvas analiticas
apresentaram bons coeficientes de correlagao, R = 0,99, ou melhor. Foram realizadas injecoes
em quintuplicata de cinco solugdes contendo a mistura de cada classe de compostos, em

valores crescentes de concentracdo. As curvas de calibragdo foram construidas
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correlacionando a 4rea de cada uma das espécies versus a concentragdo. Os limites de
detec¢do e quantificagdo foram calculados considerando a relacdo sinal/ruido como 3,3x e

10x. A Tabela 4 apresenta a figura de mérito contendo os valores dos principais parametros

avaliados para o método proposto, faixa linear, R calculado, LDs e LQs.
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Mean Slope 0,00158  1,59516E-5
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Figura 42: Curvas analiticas dos padrdes dos 4nions em concentragdes de 2 - 500 pmol L™.
As inje¢des foram procedidas em quintuplicata.

Tabela 4: Figuras de mérito do método proposto

Faixa
: i DY  LQ"  LQ'mewodo N
Analito concentragao R . | 4 Precisdo
mgL” mgL’ mg kg

G

mg L'

Cloreto 0.07-1.70 0.9954 0.02 0.07 0.14 3.9
Nitrato 0.12-3.10 0.9965 0.04 0.12 0.25 2.5
Sulfato 0.19-4.80 0.9992 0.06 0.19 0.38 2.4
Formiato 0.23-4.5 0.9975 0.07 0.23 0.45 0.7
Acetato 0.30-5.9 0.9997 0.09 0.30 0.60 1.3
Formaldeido 0.06 —1.50 0.9955 0.02 0.06 0.12 2.3
Acetaldeido 44-220 0.9995 1.33 4.4 8.8 2.2

¥Valores calculados considerando (3,3xS/R e 10xS/R), respectivamente; ¥LQ do método,

considerando diluicdo 1:1; *Valores dos C.V. (%) das areas dos picos.
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7.3.2 Precisao e exatidao do método

A precisdo do método foi avaliada pela inje¢do consecutiva de cinco solucdes padrdes
(réplicas idénticas), medidas em um mesmo dia. A repetibilidade das areas, expressa como
desvio padrao relativo, foram melhores que 3,9%. A Tabela 4 apresenta os valores do DPR
obtidos.

A exatiddo do método foi calculada através da porcentagem de recuperacdo de
quantidades conhecidas das espécies adicionadas ao biodiesel. Os valores de recuperagao
obtidos variaram de 93 — 110 % para a maioria das espécies. Esses resultados indicam uma

boa exatidao do método proposto e sdo apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5: Valores de recuperacdo em 3 amostras de alcool combustivel em 2

diferentes niveis de concentragao.

Adicionado
| Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3
(mg L")

95(£11) 102(£6) 107(+4)
Cloreto

110(+4) 108 (+4) 105(£6)

102(£11) 107(£5) 113(£11)
Nitrato

108(£2) 104(£9) 106(£12)

99(£2) 107(%£7) 110(+4)
Sulfato

106(£5) 105(£3) 101(+4)

94(+4) 109(£2) 117(x10)
Formiato

104(£5) 119(£14) 109(£5)

98(£7) 102(%1) 96(+4)
Acetato

105(£15) 113(x9) 106(£2)
Formaldeido 108(+4) 96(+£3) 93(+4)
Acetaldeido 101(=4) 107(x5) 105(=8)

7.3.3 Analise das amostras de etanol combustivel

A determinagdo foi procedida em trés diferentes amostras de alcool combustivel.

Todas as amostras foram preparadas em quintuplicata independentes. Os valores de

~ -1 ~
concentragdo, expressos em mg L™, sdo apresentados na Tabela 6. Como pode ser observado,

todas as amostras apresentaram concentragdes de cloreto e sulfato abaixo do limite méximo

permitido pela ANP, 1 ¢ 4 mgL™, respectivamente. Em contra partida, altos niveis de
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acetaldeido foram encontrados. No entanto, a ANP ndo regulamenta esses contaminantes.

~ -1 A" . At A e
Tabela 6: Valores de concentragdo em mg L~ dos anions inorganicos e organicos de

baixo PM presentes em 3 diferentes amostras de alcool combustivel.

Amostra CI' NOy SO42' Formiato  Acetato Formaldeido Acetaldeido

1 <LQ <LQ 2,59 0,54 10,1 <LQ 115
+0,09 +0,04 +0,3 +5
2 <LQ <LQ 2,30 <LQ <LQ <LQ 105
+0,09 +9
3 <LQ <LQ 1,92 <LQ <LQ <LQ 72
+0,09 +6

Desvio padrao expressos entre paréntesis, n=5.

7.4 Conclusdes parciais

O método proposto apresenta como principal vantagem o emprego de apenas uma
condicdo para a separagdo desde os acidos inorganicos, organicos de baixo PM e aldeidos, o
que se mostra bastante atraente para o monitoramento dos principais contaminantes organicos
e inorganicos no alcool. Uma vez que este biocombustivel ¢ produzido em diversas usinas
espalhadas pelo pais, o emprego da CE acarretaria na substituicdo de diferentes técnicas por

apenas uma.
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8 Determinacao do teor de etanol e agua no
alcool combustivel explorando a estratégia
de formacao do aduto monoetilcarbonato

(MEC)

8.1 Formacéao e hidrélise dos monoalquilcarbonatos

A Figura 43 apresenta a reacdo quimica entre o bicarbonato e o alcool alquilico
gerando como produto o monoalquilcarbonato (MAC) e 4gua. Sabendo que o caminho
inverso, a hidrélise do MAC, ird gerar, novamente, o alcool e o bicarbonato, ¢ possivel

determinar o teor destas espécies por CE, em especial etanol e agua.

k 0O
ROH + HooOy = R+ HoO
kn I

Figura 43: Reagdo quimica para formag¢do do MAC a partir do bicarbonato e um alcool

alquilico.

Desta forma, sabendo os valores das constantes de formacdo e/ou hidrolise, e a
concentragdo dos reagentes adicionados e/ou o produto i6nico formado, é possivel, de
maneira indireta chegar ao valor da concentracdo do alcool ou da dgua. Uma vez que, em
meio aquoso o0 MAC hidrolisa formando R-OH e HCOs', a determinagdo da concentragdo do
bicarbonato pode nos fornecer informagdes sobre a quantidade de 4gua e, adicionalmente,

informagdes sobre a quantidade do alcool.
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A Figura 44 apresenta a separagdo de uma solugio 150 pmol L™ de bicarbonato de
sodio diluida em agua (Figura 44-a) e diluida em etanol Figura 44-b e Figura 44-c, utilizando
perclorato como PI. Como pode ser observada, a reagdo ndo ocorre de forma instantanea.
Inicialmente, ou seja, logo ap6s a adicdo de HCOs3™ em etanol (Figura 44-b) sdo observados,
predominantemente, os picos do PI e do HCO;™. Apds 30 minutos pode ser observado o pico
correspondente a0 MEC (Figura 44-c). A Figura 45 apresenta os valores de area do pico
formado (MEC) apo6s a adi¢dao da solugdo de bicarbonato em etanol em diferentes intervalos
de tempo (Omin — 40min). Como pode ser observado, com o aumento do tempo de reagao,
tem-se o aumento da 4rea do pico do MEC e a redugdo da area do pico de bicarbonato. Ou
seja, a reacdo ndo ocorre de forma instantanea e se da pelo consumo de bicarbonato (redugdo
do tamanho de pico) e etanol (espécie neutra).

O uso da estratégia de derivatizagdo ¢ bastante promissor, uma vez que a separagao de
alcoois se mostra um desafio para CE empregando diferentes sistemas de deteccdo. Dentro
deste contexto, a estratégia foi avaliada para determinacdo do teor de etanol no alcool

combustivel.
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36 45 54
Tempo (min)

Figura 44:a) Separacao da solugdo de bicarbonato de sddio e perclorato (P.I.) diluidos

em agua; b) Separagdo da solugdo de bicarbonato de sddio e perclorato (P.1.) diluidos

em etanol (50%), inje¢do procedida em seguida ao preparo; ¢) Mesma solugdo do item

b apés 32 minutos de reagdo. Os eletroferogramas foram obtidos utilizando BGE

contendo 20 mmol L™ CHES / 10 mmol L' LiOH, 0,2 mmol L CTAB, em 20%
Etanol, pH 9,5, -25 kV, capilar de 75 pm e 70 cm (60 cm efetivo), injecao 30 s.

1,25- = MEC
¢ HCO3emETOH
1,004
g 0.751 ° .
©
2 0,501 . .
©
o
\© - - u n
0,25
0,00 , . . . ; . T . T
0 8 16 24 32 40
Tempo / min

Figura 45: Valores de area do pico do bicarbonato e MEC em diferentes intervalos de

tempo.
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8.2 Separacéo de alcoois e determinacao do teor de etanol por CE

Uma vez que as principais formas de se adulterar o etanol combustivel ¢ a adi¢ao de
outros alcodis e agua, a potencialidade de aplicacdo da CE como uma ferramenta analitica
sera descrita.

A Figura 46 apresenta a separacdo de trés dos MACs formados a partir dos alcodis:
metanol, etanol e n-propanol. A separacdo dessas espécies ¢ realizada utilizando BGE
contendo 20 mmol L de bicarbonato de sodio/carbonato de sodio, pH 9,5. A inversao do
EOF foi realizada pela modificagdo semi-permanente da superficie interna do capilar,
utilizando solugdo 20 mmolL™" de DDAB durante 30 minutos seguido do condicionamento
com BGE. Como esperado, os picos sao registrados como sinais negativos, devido a formagao
de espécies de maior volume, quando comparado ao HCOj e, conseqiientemente, de menor

mobilidade.

EOF

1.0

tempo (minutos)

Figura 46: Separacao dos MACs formados a partir do metanol, etanol e n-propanol,
utilizando BGE contendo bicarbonato/carbonato, pH 9,5, DDAB como inversor de

fluxo - 28 kV, capilar de 75 pm e 80 cm (11 cm efetivo), inje¢do 3 s e 3,5 psi.
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Uma vez que o BGE contendo bicarbonato/carbonato ndo se mostra apropriado para a
determinagdo do teor de dgua presente no etanol, devido a impossibilidade de deteccao do
bicarbonato na amostra, um novo BGE contendo CHES/Li foi utilizado para esta seqiiéncia de
experimentos.

A Figura 47-1 apresenta a separacdo do MEC formado quando adicionado bicarbonato
solido a uma amostra contendo 0 e 16 % de agua. As separacdes foram realizadas em BGE
contendo 20 mmol L' de CHES / 10 mmol L de LiOH, pH 9,5. As separagdes foram
conduzidas em contra-fluxo, dispensando o uso do inversor de fluxo. A Figura 47-11 apresenta
os resultados obtidos para a tentativa de constru¢do de uma curva de calibragao em fungdo do
teor de agua no etanol, utilizando os valores de area do MEC e 4rea relativa (Area MEC/Area
Na"), respectivamente. Nesse caso, Na' foi empregado como PI. Como pode ser observado,
com a adi¢do de dgua, ocorre o aumento da area do MEC, fato que ndo era esperado, uma vez
que a adicdo de dgua deveria favorecer a hidrolise do MEC e, conseqiientemente, reduzir a
sua concentracdo. No entanto, a adi¢do de agua, provavelmente, proporciona o aumento na
disponibilidade de bicarbonato na solu¢do, devido a solubilizacdo e, por conseqiiéncia,

aumento na quantidade de MEC formado. Desta forma, outra estratégia foi avaliada.
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I |
50 mV
MEC HCO,
B
A
N
EOF

Tempo / min

55 . I

5,0-
4,5
4,0_- .
3,5
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0 5 10 15 20
Teor HZO/%

area relativa mec

Figura 47: I-Separacdo do MEC formado a partir da adigdo de bicarbonato de sddio
diretamente no etanol, contendo 0 (A) e 16 % (B) de 4gua, utilizando BGE contendo
20 mmol L' de CHES / 10 mmol L de LiOH, pH 9,5, +25 kV, capilar de 75 pum e
70 cm (60 cm efetivo), inje¢ao 30 s, 10cmH,0. O item II apresenta a curva construida

correlacionando a area do MEC e o teor de dgua no etanol.

A Figura 48 apresenta resultados obtidos da tentativa de constru¢do de uma curva de

calibragdo utilizando gelo seco como fonte de bicarbonato. A estratégia nido apresentou
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resultados satisfatorios, pois a diminui¢do do sinal do MEC (Figura 48-a) se deve,
provavelmente, a reducdo da quantidade de bicarbonato nos padrdes. A Figura 48-b apresenta
essa redugdo na area do pico do HCOj, o qual se deve, provavelmente, a perda na forma de
gas carbonico. De forma a evitar essa perda, foram preparadas solugdes contendo um cation
organico na solucao (morfolino), na tentativa de fixar o bicarbonato em solu¢do. A solucao de

bicarbonato de morfolino foi preparada utilizando como solvente 2-butanol.

1
s 1’2'_ A #‘9 8_... B
> 1,0-__' ] .éms-_ .
; 0.8+, . 54-_' .
© 0,6 . ©2- "
0 8 16 24 32 0 8 16 24 32
Teor HZO/% Teor HZO/%

Figura 48: O item A- apresenta a curva construida correlacionando a area do MEC ¢ o
teor de dgua no etanol, utilizando padrdes preparados pela adicao direta de barras de
gelo seco. O item B- apresenta a curva obtida utilizando os valores de area do pico do

bicarbonato para os mesmos padrdes.

A solucao de bicarbonato de morfolino foi utilizada para derivatizagdo do etanol em
padrdes contendo diferentes teores de dgua, para construgdo da curva de calibragdo. A Figura
49 apresenta as curvas de calibragdo variando o teor de dgua de 0 a 32 % versus a 4rea de
MEC formado (com e sem a correcdo utilizando o acetato como PI). O mesmo
comportamento crescente com a adi¢ao de agua foi observado, o qual nao ¢ o esperado, pois
com o aumento da quantidade de dgua na solugdo, deveria ocorrer a hidrolise do MEC e

conseqiiente reducao no valor da area do pico.
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Figura 49: O item A- apresenta a curva construida correlacionando a area do MEC e o
teor de agua no etanol, utilizando padrdes preparados pela adicdo da solucdo de
bicarbonato de morfolino. O item B- apresenta a curva obtida utilizando os valores de

area relativa (Area do MEC/Area do Acetato (PI)) para os mesmos padrdes.

Uma vez que todas as estratégias empregadas até o momento, ocasionaram em
resultados contraditorios ao esperado, foi avaliada a possibilidade de o meio reacional

(predominantemente ndo-aquoso) estar favorecendo a expulsio do CO,. Para este
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experimento, foram preparadas duas solu¢des semelhantes na composi¢cdo, porém alterando a
ordem de adi¢do dos reagentes. Sendo o bicarbonato adicionado a uma fase aquosa e
posteriormente adicionado o etanol (solucdo 1), e o bicarbonato adicionado a uma fase nao
aquosa (Etanol) e posteriormente adicionado agua (solugdo 2). As amostras foram analisadas
apos uma hora do preparo e os valores de area do MEC foram tomados como referéncia. Apds
isso, foram adicionados 0 mesmo volume de cada uma das soluc¢des contendo apenas dgua (na
solugdo 1) e apenas etanol (solucdo 2). As amostras foram analisadas novamente apds uma
hora, e os resultados sdo apresentados na Figura 50. Como pode ser observado, a solugdo 1
apresenta um sinal maior do MEC do que a solugdo 2. O fato do sinal do MEC ser menor
quando se adiciona o bicarbonato em meio etanodlico sugere que este meio expulse o CO, da
solucdo, fazendo com que o sinal do MEC seja menor. Portanto, provavelmente devido a
maior acidez do etanol, quando comparado & &gua, ocorre maior protonacdo do HCOs e
conseqiliente a formagdo do CO,. Com isso, o fato da concentracio de HCO; ndo ser

constante faz com que o pico do MEC também nao seja constante.
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Figura 50: Avalia¢do do efeito da composi¢ao da amostra na expulsdo do COs.

Sendo assim, foi avaliada a possibilidade de se utilizar o meio da amostra
predominantemente aquoso, utilizando o proprio HCOj;™ para deixar o meio rico nessa espécie
(pH~8).

As amostras foram preparadas de forma que todos os padrdes contivessem 50% do
volume em solugdo aquosa. As amostras foram preparadas pela mistura na propor¢ao 1:1 da
amostra (percentual de dgua 0 — 40%) e solugdo 10 mmol L' de NaHCOs, 250 umol L de
acetato de sodio. A Figura 51 apresenta os resultados obtidos para a variagao da concentragdo
de MEC no etanol quando variado a percentagem de agua. Os graficos apresentam uma
tendéncia conforme esperado, a reducao do sinal do MEC em fun¢ao do aumento do teor de
agua. Os resultados utilizando o acetato como padrdo interno mostraram-se, ligeiramente
melhores, isso se deve a proximidade dos valores de mobilidade entre o acetato, o MEC e o
bicarbonato. Portanto, o pico do acetato ird sofrer com os efeitos da variacdo do EOF de

maneira semelhante a dessas espécies se comparado com o pico do sédio.
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Figura 51: Os itens A e B apresentam as curvas construidas utilizando os valores de
area relativa do MEC ou HCOj;™ (acetato como PI) versus o teor de agua no etanol,
utilizando padrdes preparados em solugdo contendo 50% da fase aquosa. Os itens C e
D apresentam as curvas construidas utilizando os valores de é4rea relativa do MEC ou
HCOs5 (s6dio como PI) versus o teor de 4gua no etanol, utilizando padrdes preparados

em solucdo contendo 50 % da fase aquosa.

A Figura 52 apresenta os eletroferogramas da separagdo do MEC em uma amostra de
etanol combustivel. A curva obtida foi utilizada para estimar o teor de 4gua em uma amostra
real de etanol combustivel, o valor encontrado foi de 17 % aproximadamente. Contudo, este
valor ¢ bastante discrepante da faixa praticada para este biocombustivel, 92,6 — 93,8 %. O erro

se deve as incertezas nas medidas, principalmente nos pontos entre 0 e 10% de agua.
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Figura 52: Eletroferogramas da separacdo do MEC, Acetato e Bicarbonato em uma
amostra de etanol combustivel utilizando BGE contendo 20 mmol L' de CHES /
10 mmol L de LiOH, pH 9,5, -25 kV, capilar de 75 pm e 70 cm (60 cm efetivo),

injecdo 30 s.

De forma a tentar diminuir o erro na regido de interesse foram avaliadas diferentes
condi¢des de preparo dos padrdes, variando as propor¢des da solugdo aquosa, etandlica,
concentragdo de bicarbonato, assim como o P.I. A Tabela 7 apresenta as condigdes de preparo
de amostra testadas variando a concentracdo de NaHCO; e a percentagem da solugdo aquosa
adicionada ao etanol, assim como o resultado, principalmente no que se refere a

homogeneizagdo das solucdes.
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Tabela 7: Avaliagdo da minima quantidade de solugdo aquosa de NaHCO; necessaria

para evitar precipitacao.

Percentagem adicionada no Precipitado Concentragao NaHCOs
etanol estoque
5% Sim 200 mmol L'
10% Sim 100 mmol L™
15% Sim 66,6 mmol L™
20% Nao 50 mmol L™

Uma vez que a quantidade minima de solu¢do aquosa de forma a solubilizar todo o
bicarbonato na mistura ¢ de 20%, esta condi¢cdo foi avaliada. A Figura 53 apresenta o
eletroferograma de separagcao de um dos padrdes preparados pela adi¢do de 20% da solugao
aquosa, resultando em concentragdes de 10 mmol L™ de NaHCO5™ e 500 umol L™ de butirato

de sodio (utilizado como PI). A Figura 54 apresenta a curva obtida utilizando esta condicao.
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Figura 53: Eletroferogramas da separacdo do MEC, Butirato ¢ Bicarbonato em uma

amostra de etanol combustivel utilizando 20 mmol L' de CHES / 10 mmol L' de

LiOH, pH 9,5.
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Figura 54: Valores de area relativa do pico do MEC em fung¢do do aumento do teor de

agua no etanol.

Contudo, os erros associados as medidas encontram-se ainda superiores aos aceitaveis.

Na tentativa de melhorar a precisdo dos resultados, principalmente na regido entre 0 — 10%
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agua foi adicionado 20% terc-butanol ao BGE, de forma a melhorar a compatibiliza¢do da
composicdo da amostra e do eletrdlito. Adicionalmente, a temperatura de operagcdo do
equipamento foi mantida em 25 C. A Figura 55 apresenta o eletroferograma de separagao
obtida utilizando este BGE. As amostras foram preparadas pela diluigdo 1:1 de amostra e
solucdo de NaHCO;. A Figura 56 apresenta a curva de calibragdo obtida. Como pode ser

observado, na regido de interesse o método nao apresenta boa precisao.

/EOF
d
Na*
l MEC
Butirato HC{)j
T 2 3 4 5
tempo / min

Figura 55: Eletroferogramas da separacdo do MEC, Butirato e Bicarbonato em uma
amostra de etanol combustivel utilizando 20 mmol L' CHES / 10 mmol L™ LiOH, 20%
terc-butanol, pH 9,5.
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Figura 56: Valores de area relativa do pico do MEC em fung¢do do aumento do teor de

agua no etanol.

8.3 Conclusdes parciais

A possibilidade de determinagdo de alcodis, em especial os alifaticos, por CE ¢ sem
duvidas, bastante instigante e empolgante. Embora seja relatada a separacdo de solutos
neutros utilizando micelas i0nicas, principalmente em MEKC [90], a intera¢dao de alcoois de
cadeia pequena com essas micelas ndo ¢, de fato, favorecida. Adicionalmente, a auséncia de
grupos cromoforos nesta classe de compostos, inviabiliza também o emprego do sistema de
deteccao otica no UV-Vis, amplamente utilizado nesta técnica.

Contudo, o desenvolvimento de um método para determinag¢do do teor de etanol no
alcool combustivel empregando a CE-C'D mostra-se bastante interessante, uma vez que,
devido a sua portabilidade e robustez, permitiria ndo somente analises nas destilarias, mas
principalmente em postos de abastecimento, o que seria de certa forma, bastante apropriado

devido a possibilidade da determinacdo de diferentes classes de compostos empregando a
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mesma técnica.

O emprego da estratégia de derivatizagdo de alcodis utilizando o bicarbonato ainda
ndo apresentou resultados satisfatorios. A forma de preparo das amostras, quantidade da
solugdo aquosa e concentragdo de bicarbonato ainda ¢ o ponto critico do método, acarretando
em uma baixa robustez, a qual € necessaria para um método analitico. Porém, acreditamos que

este primeiro estudo sirva de base para o desenvolvimento de métodos mais precisos.
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9 ConclusOes e Perspectivas

O presente trabalho, o qual inicialmente previa o desenvolvimento de métodos
analiticos para a determinacdo de contaminantes, em especial os i06nicos ou facilmente
ionizaveis no biodiesel empregando a eletroforese capilar com deteccdo condutométrica sem
contato, teve seus objetivos alcangados e, de certa forma, ampliados no decorrer do
desenvolvimento do projeto. Uma vez que na literatura existe muito pouca informagdo sobre
os processos de auto-oxidacao e as espécies formadas durante o armazenamento do biodiesel,
o presente trabalho teve desdobramentos, que em alguns casos ultrapassam a quimica
analitica.

Os contaminantes inorgénicos pertencentes aos grupos 1 ¢ 2 da tabela periodica, sdo,
sem duvidas, a classe de compostos com a maior quantidade de métodos desenvolvidos,
validados e relatados na literatura, sendo que, como ja discutido anteriormente, as técnicas
espectroscopias ocupam posi¢oes de maior quantidade de métodos propostos. No entanto, os
métodos apresentados neste trabalho (Capitulo 5) mostram-se eficazes como uma alternativa
aos métodos ja empregados e/ou descritos na literatura. Haja vista que, as analises sdo
realizadas de forma rapida, o preparo das amostras despende pouco tempo (< 10min) — o qual
pode ser realizado simultaneamente para varias amostras. Adicionalmente, os métodos
apresentaram limites de quantificagdo suficientemente baixos para atender as legislagdes
vigentes.

O presente trabalho espera ter contribuido também para o enriquecimento de
informagdes sobre as espécies formadas durante a auto-oxidagdo do biodiesel, uma vez que
estas informagdes podem contribuir para o desenvolvimento de novos métodos ou estratégias
de avaliacdo da qualidade do biodiesel e estimativa do tempo necessario para auto-oxidacao

desse biocombustivel, empregando, em especial, os acidos organicos de baixo PM. Tomando
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por base a boa correlagdo entre a presenca do acido glicolico e o estado de degradacdo do
biodiesel, parece-nos particularmente atraente a utilizagdo da eletroforese capilar para o
monitoramento desta espécie, pois o composto ndo € volatil, o que limita a utilizagdo da
cromatografia gasosa, ¢ ao mesmo tempo pertence ao grupo das espécies facilmente
ionizaveis, o que diminui a complexidade da amostra quando comparada com aquela a ser
considerada por um método de HPLC.

Nos capitulos 7 ¢ 8 sdo apresentados o emprego da CE-C'D para a avaliagio da
qualidade do etanol combustivel. O emprego da técnica para a determinagdo dos componentes
ionicos do etanol mostra-se bastante promissor, haja vista que, como demonstrado, a simples
dilui¢do proporcionou resultados bastante satisfatorios. Adicionalmente, o emprego da técnica
para a determina¢ao dos aldeidos empregando a derivatizagdo com bissulfito, mostra-se
bastante atraente, uma vez que sdo evitadas grandes manipulagdes das amostras, utilizagdo de
reagentes contendo hidrazina, assim como solventes organicos, em especial a acetonitrila,
constituinte da fase movel para a maioria dos métodos empregando HPLC.

Adicionalmente, ¢ importante destacar o emprego da técnica para a determinacao do teor de
etanol baseada na formacgdo de um aduto anidnico com o bicarbonato, uma vez que, devido as
caracteristicas dos alcoois de cadeias pequenas, a escolha da CE ndo se mostra, obviamente, uma
escolha natural. No entanto, acreditamos que nenhuma outra técnica poderia fornecer informagdes
sobre o teor alcodlico, teor de agua e os principais contaminantes inorganicos € organicos, tais
como, sodio, cloreto, sulfato, bicarbonato, acetato, acetaldeido, dentre outros. Portanto, embora a
estratégia para determinagdo do etanol ndo tenha apresentado resultados completamente
satisfatorios, o presente trabalho espera ter contribuido para que novas estratégias possam ser

desenvolvidas para a separagao de alcoois.
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