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RESUMO 

 

SOARES, S. Estratégias de calibração, imagens digitais e dispositivo 

microfluídico para o controle de qualidade de biodiesel. 2023. 174 p. Tese 

(Doutorado) - Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de São Paulo, 

Piracicaba, 2023. 

 
A presente Tese apresenta o desenvolvimento de procedimentos analíticos para a 
quantificação de metanol, teor de éster e Ca e Mg em biodiesel e de biodiesel em 
misturas com diesel ou óleo vegetal, além da avaliação de estratégias de calibração 
para contornar efeitos de matriz nessas análises. A quantificação de metanol, Ca e 
Mg e biodiesel em diesel foi baseada em fotometria por imagens digitais (DIP, do 
inglês Digital-image photometry) obtidas com a câmera de um smartphone. 
A quantificação de metanol foi baseada na oxidação a formaldeído e na reação 
subsequente com o reagente de Schiff. Duas faixas lineares foram obtidas 20–500 e 
500–2000 mg kg–1 de metanol, com coeficiente de variação (CV, n = 10) de 5,0% e 
limite de detecção (LD) de 10 mg kg–1. Também foi desenvolvido um procedimento 
alternativo simples e de baixo custo para a separação do metanol de biodiesel por 
microdestilação. O método foi baseado na descoloração de uma solução ácida de 

KMnO₄, ocasionada pela oxidação do metanol a formaldeído. Resposta linear foi 
obtida entre 250–2000 mg kg–1, com CV (n =10) e LD estimados em 3,7% e 90 mg  
kg–1, respectivamente. O método analítico para quantificação de Ca e Mg foi baseado 
na descoloração de uma solução alcalina de Negro de Eriocromo T. Resposta linear 
foi obtida de 10–75 µmol L–1, com CV (n = 10) e o LD estimados em 1,0% e  
3 µmol L–1. Um procedimento volumétrico foi desenvolvido para a quantificação de 
biodiesel em mistura com diesel ou óleo vegetal, usando solução aquo-etanólica como 
titulante. Respostas lineares foram obtidas até 25 %(v/v) (mistura diesel:biodiesel) e 
até 80 %(v/v) (mistura biodiesel:óleo vegetal). Os CV (n = 10) e os LD para biodiesel 
em mistura com diesel ou óleo vegetal foram 6,8% e 2 %(v/v) e 5,6% e 7 %(v/v), 
respectivamente. O primeiro procedimento para contornar efeito de matriz explorou a 
calibração multi-energia (MEC) com detecção espectrofotométrica e foi desenvolvido 
para quantificação de índice de iodo e glicerol livre em biodiesel. O CV (n = 8) e LD 
foram estimados em 1,7% e 5 g I2/100 g para índice de iodo e 3,0% e 10 mg kg–1 para 
glicerol livre, respectivamente. Em outro abordagem MEC foi pioneiramente associada 
com DIP para contornar a interferência do glicerol na quantificação de metanol em 
biodiesel. Resposta linear foi obtida entre 20–500 mg L– 1 de metanol, com CV (n = 10) 
e LD estimados em 3,5% e 7,0 mg L–1, respectivamente. Um dispositivo microfluídico 
foi desenvolvido para a quantificação de biodiesel em blendas de diesel, explorando 

a reação dos ésteres com NH₂OH, em meio básico, para formar hidroxamato, seguida 
de complexação com Fe(III) em meio ácido. Resposta linear foi obtida entre  
0,1–0,6 %(v/v) de linoleato de metila, com CV (n = 10) e LD estimados em 4,0% e  
0,04 %(v/v), respectivamente. Os procedimentos desenvolvidos são práticos, 
requerem pequenas quantidades de solventes orgânicos e reagentes e geram baixos 
volumes de resíduos. Efeitos de matriz foram contornados e a exatidão foi 
demonstrada em comparação aos procedimentos de referência.  
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ABSTRACT 

 
SOARES, S. Calibration strategies, digital images and microfluidic device for 

quality control of biodiesel. 2023. 174 p. Tese (Doutorado) - Centro de Energia 

Nuclear na Agricultura, Universidade de São Paulo, Piracicaba, 2023. 

 
This Thesis presents the development of analytical procedures for the quantification of 
methanol, alkyl ester and Ca and Mg contents in biodiesel as well as biodiesel in diesel 
or vegetable oil blends, and the evaluation of calibration strategies to circumvent matrix 
effects in these analyses. Procedures for quantification of methanol, Ca and Mg and 
biodiesel in diesel blends were based on DIP exploiting a smartphone camera. 
Methanol quantification was based on oxidation to formaldehyde and subsequent 
reaction with Schiff reagent. Two linear responses were obtained from  
75–500 mg kg–1 and 500–2000 mg kg–1 methanol, with a coefficient of variation (CV, 
n = 10) of 5% and detection limit (LD) of 25 mg kg–1. A simple and low-cost alternative 
procedure for methanol microdistillation from biodiesel was also developed. It was 
based on the discoloration of an acid potassium permanganate solution, caused by the 
oxidation of methanol to formaldehyde. A linear response was obtained from  
250–2000 mg kg–1, with CV (n = 10) and LD estimated at 3.7% and 90 mg kg–1. The 
analytical method for determining Ca and Mg was based on the discoloration of an 
alkaline Eriochrome black T solution. A linear response was obtained from  
10–75 µmol L–1, with CV (n = 10) and LD estimated at 1.0% and 3 µmol L–1, 
respectively. A novel volumetric procedure was also developed for the quantification 
of biodiesel in diesel or vegetable oil blends, using and aquo-ethanol solution as titrant. 
Linear responses were obtained up to 25 %(v/v) (diesel:biodiesel) and  up to 80 %(v/v) 
(biodiesel:vegetable oil). The CV (n = 10) and LD were 6.8% and 2 %(v/v) for diesel 
samples and 5.8% and 7 %(v/v) for vegetable oil samples. Multi-energy calibration 
(MEC) was explored to circumvent matrix effects and the feasibility was demonstrated 
for iodine value and free glycerol quantification in biodiesel. The CV (n = 8) and LD 
were estimated at 1.7% and 5 g I2/100 g for iodine value and 3.0% and 10 mg kg–1 for 
free glycerol. In another approach, MEC was pioneering associated to DIP to 
circumvent glycerol interference on methanol quantification in biodiesel. A linear 
response was obtained within 20–500 mg L–1 methanol, with CV (n = 10) and LD 
estimated at 3.5% and 7 mg L–1, respectively. A microfluidic device was developed for 
the quantification of biodiesel in diesel blends, based on the reaction of alkyl esters 
with hydroxylamine, in a basic medium, to form hydroxamate, which formed a violet 
complex with Fe(III) in an acidic medium. A linear response was obtained within  
0.1–0.6 %(v/v) of methyl linoleate, with CV (n = 10) and LD estimated at 4.0% and  
0.04 %(v/v), respectively. The mentioned procedures stand out by practicality, cost-
effectiveness, and greenness, consuming low amounts of organic solvents and 
reagents, and generating low waste amounts. Matrix effects were circumvented, and 
accuracy was demonstrated in comparison with reference procedures. 
. 
Keywords: Quality control. Biodiesel. Green analytical chemistry. Multi-energy 
calibration. 
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APRESENTAÇÃO 

A presente Tese foi redigida em 9 capítulos e descreve o desenvolvimento de 

procedimentos analíticos simples, confiáveis e que atendem aos requisitos da química 

verde para o controle de qualidade de biodiesel. Além disso, foram avaliadas 

estratégias de calibração para contornar efeitos de matriz e interferências. 

Os capítulos contemplam: 

Capítulo 1: A importância do biodiesel na matriz energética mundial, e a 

necessidade do desenvolvimento de procedimentos analíticos alternativos verdes 

para controle de qualidade do biodiesel.  

Capítulo 2: Objetivos geral e específicos da Tese.  

Capítulo 3: O desenvolvimento de dois procedimentos explorando imagens 

digitais obtidas por smartphone para quantificar metanol em biodiesel, utilizando 

i) extração líquido-líquido e derivação química do analito e ii) um sistema para 

microdestilação de metanol do biodiesel. 

Capítulo 4: O desenvolvimento do procedimento explorando imagens digitais 

obtidas por smartphone para quantificar Ca e Mg em biodiesel em um sistema de fase 

única, utilizando o etanol como solvente mediador. 

Capítulo 5: A avaliação do procedimento MEC para contornar efeitos de matriz 

na quantificação espectrofotométrica de índice de iodo e glicerol livre em biodiesel. 

Capítulo 6: A associação pioneira do procedimento MEC à DIP obtidas por 

smartphone, com viabilidade demonstrada pela quantificação de metanol na presença 

de um interferente  

Capítulo 7: O desenvolvimento de um novo procedimento volumétrico para 

quantificar biodiesel em mistura com o diesel ou óleo vegetal, utilizando somente água 

e etanol. 

Capítulo 8: O desenvolvimento de um dispositivo microfluídico para quantificar 

biodiesel em mistura com o diesel. 

Capítulo 9: Considerações finais  

 

 Na primeira página dos capítulos 3 a 8 são apresentadas as referências dos 

artigos publicados, na forma de nota de rodapé. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Biodiesel 

O biodiesel é proveniente de fontes renováveis, óleos vegetais ou gorduras 

animais, sendo constituído majoritariamente por ésteres alquílicos. Usualmente é 

produzido pela transesterificação de triglicerídeos com metanol na presença de um 

catalisador homogêneo, hidróxido de sódio ou potássio. A Agência Nacional de 

Petróleo, Gás Natural e Biocombustíveis (ANP), por meio da Legislação 11097 

introduziu, em 2005, o biodiesel na matriz energética brasileira, autorizando a adição 

de 2 %(v/v) de biodiesel ao diesel. Essa porcentagem aumentou gradativamente até  

12 %(v/v), regredindo a 10 %(v/v) em 2022, devido à crise ocasionada pela pandemia 

do COVID-19 (1). O biodiesel tem grande importância na matriz energética brasileira, 

pois é produzido a partir de fontes renováveis e reduz significativamente a emissão 

de gases causadores do efeito estufa (e.g. dióxido de carbono), em comparação aos 

combustíveis fósseis (2). 

Atualmente, a principal matéria-prima para a produção do biodiesel é o óleo de 

soja (ca. 72%), seguida de gordura animal (ca. 8%) e de outros materiais graxos de 

origem vegetal, como os óleos de algodão, palma e dendê, e aqueles oriundos de 

frituras (ca. 20%) (3). Os diferentes tipos de matérias-primas resultam em distintos 

ésteres alquílicos e podem alterar as características físico-químicas do biodiesel, 

como aumentar a viscosidade e a produção de goma. As diferenças mais significativas 

são observadas entre biodiesel produzido de óleos vegetais e aqueles oriundos de 

gordura animal. Alterações na composição e nas características do biodiesel podem 

afetar o desempenho do combustível, ocasionar danos ao motor e emitir gases 

tóxicos, como a acroleína (2), o que torna essencial o controle de qualidade desse 

biocombustível. Por outro lado, devido às diferenças de propriedades e composição 

química, efeitos de matriz podem ser observados em procedimentos analíticos (4–6), 

requerendo o desenvolvimento de procedimentos e estratégias de calibração que 

minimizem esses efeitos. Dentre os principais parâmetros a serem monitorados, estão 

os teores de água e éster, índices de acidez e de iodo e concentrações de glicerol 

(livre e total) e de metanol (Tabela 1) (7,8). 
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Tabela 1. Parâmetros de qualidade do biodiesel 

Parâmetro O que expressa O que ocasiona Limite-ANP 

Índice de iodo 
Grau de insaturação 
dos ésteres 

Oxidação do biodiesel 
Não estabelecido 

Anotar g I2/100 g 

Água e sedimentos 
Impurezas e 
contaminantes sólidos 

Reações com ésteres, 
crescimento microbiano, 
formação de sabão e 
entupimento de bico 
injetor 

0,05 %(v/v) de água 

Glicerol livre 

Separação incompleta 
do subproduto após a 
transesterificação 

Depósitos de carbono no 
motor e geração de 
substâncias tóxicas na 
combustão 

0,02 %(m/m) 

Glicerol total 

Soma do glicerol livre 
e combinado, 
resultado da 
transesterificação 
incompleta 

Depósitos de carbono no 
motor 

0,25 %(m/m) 

Índice de acidez 
Presença de ácidos 
graxos livres  

Corrosão do motor e de 
tanques de 
armazenamento 

Equivalente a 0,5 g 
KOH/g 

Metanol 
Remoção incompleta 
do reagente 

Redução de eficiência 
energética do biodiesel 0,20 %(m/m) 

Teor de éster 
Eficiência da reação 
de transesterificação 

Redução de eficiência 
do biodiesel  96,5 %(m/m) 

Adaptada de Knothe (8) 

 

1.1.1. Procedimentos analíticos para o controle de qualidade de biodiesel 

Diversos procedimentos analíticos têm sido desenvolvidos para o controle de 

qualidade de biodiesel, especialmente explorando técnicas cromatográficas e 

espectrométricas (9,10). Procedimentos alternativos também têm sido desenvolvidos 

visando superar algumas das limitações dos procedimentos oficiais (9,10). Entretanto, 

em sua maioria, os procedimentos alternativos, utilizam equipamentos de alto custo 

e/ou estratégias laboriosas para o preparo da amostra e são frequentemente sujeitos 

a efeitos de matriz (4,11). 

A legislação brasileira não estabelece o limite máximo de índice de iodo em 

biodiesel, devendo apenas ser registrado o valor. A legislação europeia estabelece o 

valor máximo de 120 g I2/100 g de biodiesel. Ambas as especificações recomendam 

o procedimento volumétrico (EN 14111), que requer reagente e solvente tóxico 

(reagente de Wijs e ciclohexano), além de ser um procedimento moroso e que gera 

volume significativo de resíduo: ca. 200 mL por análise (12). 
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Para a quantificação de água em biodiesel a legislação brasileira recomenda o 

método de titulação de Karl Fischer (EN ISO 12937), que é mais sensível do que o 

método baseado em centrifugação (ASTM 2709), recomendado pela norma 

(ASTM D6751). Embora o procedimento de Karl Fischer seja bem estabelecido, 

necessita de equipamento específico, controle rigoroso na manipulação da amostra e 

o uso de um reagente tóxico, composto de iodo, dióxido de enxofre e piridina (5,8). 

A soma das concentrações de glicerol livre e combinado (mono, di e 

triglicerídeos) é denominada de glicerol total. A legislação brasileira recomenda os 

procedimentos para quantificação de glicerol total, baseados em cromatografia 

gasosa com detector de ionização em chama (GC-FID, do inglês Gas chromatography 

with flame ionization detector), prescrito pelas normas europeia (EN ISO 14106) e 

americana (ASTM D658) (8). Esses procedimentos são bem estabelecidos, mas 

requerem derivação química com o reagente N-metil-N-trimetilsililtrifluoroacetamida, 

em meio de piridina, além de necessitar de um equipamento custo relativamente alto 

(GC-FID). A legislação brasileira também recomenda para a quantificação de glicerol 

total o procedimento volumétrico (NBR 15344), baseado em iodometria. Entretanto,  

o procedimento é moroso e requer volume significativo de solvente tóxico (clorofórmio) 

(8). 

Com relação ao índice de acidez, a legislação brasileira recomenda o 

procedimento ABNT NBR 14448 e os procedimentos indicados pelas normas 

americana (D664 e D974) e europeia (EN 14104). Esses se baseiam em titulação 

potenciométrica utilizando solução de KOH em meio orgânico, i.e. isopropanol (D974) 

ou etanol e tolueno (NBR 14448) como titulante e p-naftolbenzoina (D974) ou 

fenolftaleína (D664 e EN 14104) como indicadores. Os solventes tóxicos utilizados 

nesses procedimentos podem causar danos severos à saúde, além de serem 

inflamáveis (8). 

A legislação brasileira recomenda o procedimento baseado em GC-FID  

(EN ISO 14110) para quantificar o metanol em biodiesel, que além de utilizar um 

equipamento de alto custo, requer a extração do analito e leva mais de 50 min por 

análise (8). 

Os ésteres de alquila são as espécies características do biodiesel e sua 

quantificação indica a eficiência da reação de transesterificação e da purificação do 

biocombustível (13). Assim, o teor de ésteres é um dos principais parâmetros a serem 

monitorados no controle de qualidade de biodiesel. A legislação brasileira recomenda 
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o procedimento baseado em GC-FID (EN ISO 14103), aplicável somente a biodiesel 

oriundo de óleos de soja, pois utiliza heptadecanoato de metila como padrão interno, 

espécie encontrada em quantidades significativas em biodiesel produzido de gordura 

animal. Para a análise de biodiesel oriundo de gordura animal, óleo de mamona e de 

misturas de outros óleos, recomenda-se o procedimento baseado em GC-FID (NBR 

15342), que utiliza nonadecanoato de metila como padrão interno (14).  

No Brasil, o biodiesel é comercializado misturado ao diesel e, diante disso, é 

necessário monitorar a quantidade do biocombustível adicionada ao diesel, visando 

inibir fraudes, como a adição de quantidades menores que as estabelecidas pela 

legislação vigente ou até mesmo a adição de óleo vegetal em substituição ao 

biodiesel. O procedimento EN 14078/2009 é baseado em espectroscopia na região 

do infravermelho médio (MIR, do inglês Mid infrared) (15). Embora já sejam 

comercializados espectrômetros de infravermelho portáteis e de baixo custo, esse 

procedimento requer um banco de dados com muitas amostras de referência para 

construção do modelo de calibração, e o tratamento desses dados é trabalhoso e 

usualmente requer quimiometria (16).  

Da discussão apresentada anteriormente, conclui-se que alguns dos 

procedimentos oficiais para controle de qualidade de biodiesel utilizam equipamentos 

caros (12,14,15), são morosos e requerem solventes tóxicos. Diante disso, vêm sendo 

desenvolvidos métodos e procedimentos alternativos que são mais práticos e rápidos 

e/ou utilizam equipamentos de baixo custo, além de consumirem pequenas 

quantidades de reagentes e solventes. Entretanto, devido à variedade de  

matérias-primas utilizadas para a produção do biodiesel, alguns procedimentos 

necessitam de estratégias laboriosas para contornar efeitos de matriz. Dessa forma, 

estratégias devem ser avaliadas visando minimizar esse problema. 

 

1.2. Química analítica verde 

 Diversos termos são utilizados para definir processos químicos que são 

realizados de maneira ecologicamente correta, dentre os mais usuais estão, química 

verde (Green chemistry), química limpa (Clean chemistry), química sustentável 

(Sustainable chemistry) ou química ambientalmente amigável (Environmental friendly 

chemistry). A química verde engloba todas as áreas da química, tendo como objetivo 

atender às exigências ambientais e considerações ecotoxicológicas, reduzir o 
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consumo de energia e a geração de resíduos e aumentar e estimular o uso de  

matérias-primas oriundas de fontes renováveis. A partir dos 12 princípios da Química 

verde, definidos por Anastas (17) e ilustrados na Figura 1 (18,19), foram definidos  

os 12 princípios da química analítica verde (GAC, do inglês Green analytical 

chemistry) (Figura 2) (20).  

A química analítica verde visa o desenvolvimento de métodos e procedimentos 

analíticos que visam a saúde e segurança do operador, baixo consumo de reagentes, 

solventes e energia, e/ou que permitam análises in situ, i.e. no próprio local em que 

há a demanda analítica (21–23). Procedimentos usando dispositivos microfluídicos 

(24,25), sensores eletroquímicos (26,27), análises em fluxo (13,28) e spot tests 

(29,30) têm sido explorados para atender os requisitos da química verde (31). 

Entretanto, alguns desses procedimentos necessitam de pré-concentração do analito 

ou separação da matriz. Os procedimentos tradicionais de preparo de amostra 

geralmente demandam de várias etapas, muitas vezes com alto consumo de 

solventes tóxicos. Diante disso, visando atender aos requisitos da química verde e 

diminuir a morosidade dos procedimentos de preparo de amostras, diferentes 

estratégias vêm sendo exploradas, como extração em fase sólida (SPE, do inglês 

Solid phase extraction) (32), com membranas (33) e microextração líquido-líquido 

(28,34).  

Procedimentos analíticos que atendem aos requisitos da química verde foram 

desenvolvidos para o controle de qualidade de biodiesel (2,9,10), como o spot test 

para a quantificação de índice de iodo (29) e os procedimentos para a quantificação 

do índice de acidez (35) e teor de água (5), utilizando análises em fluxo. Essas 

alternativas têm grande potencial para monitorar outros parâmetros de qualidade do 

biodiesel, o que motivou o projeto que originou essa Tese.  
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Figura 1. Os 12 princípios da química verde 

 

Adaptada de Lenardão, Dabdoub, Batista (18) e Erythropel et al. (19)  
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Figura 2. Os 12 princípios da química analítica verde 

 

Adaptada de Gałuszka, Migaszewski, Namieśnik (20)
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1.3. Fotometria por imagens digitais obtidas por smartphone 

Com o constante avanço das tecnologias empregadas, as câmeras dos 

smartphones tornaram-se uma ferramenta muito atrativa para aplicações 

analíticas (36–39). Essa ferramenta destaca-se devido à instrumentação 

amplamente acessível, custo relativamente baixo e à portabilidade (36–39), e 

vem sendo explorada com sucesso em diferentes áreas como, por exemplo, para 

o controle de qualidade de alimentos (40–42), combustíveis (29,43) e análises 

clínicas (44,45). Paralelamente ao uso de câmeras de smartphones, busca-se 

simplificar os procedimentos analíticos, fornecer alternativas para análises de 

rotina e/ou in situ (38,46) e, frequentemente, minimizar as quantidades de 

reagentes consumidas. As medidas analíticas são usualmente baseadas na 

absorção de radiação no visível, envolvendo a medida da intensidade da 

radiação refletida (47). Embora menos usuais, há também aplicações baseadas 

em fluorescência (48) e quimiluminescência (49).  

As imagens digitais são normalmente capturadas sob iluminação 

constante e controlada, fornecida por uma fonte de luz branca e, menos 

comumente, um diodo emissor de luz (LED), que assegura emissão de radiação 

em uma faixa relativamente estreita do espectro visível (50). Posteriormente, são 

extraídas das imagens os valores dos canais dos sistemas de cores, por 

exemplo: RGB (do inglês, Red, Green, Blue), CMY (do inglês Cyano, Magenta, 

Yellow), HSV (do inglês Hue, Saturation, Value), Lab, XYZ ou Grayscale  

(Figura 3), usando aplicativos específicos, como aqueles de acesso livre, e.g. 

Colorgrab® (51–53), Photometrix® (54) e ColorLab® (55). Alguns softwares 

também têm sido utilizados, como ImageJ® (56,57) e ColorMine® (58). 

 

1.3.1. Sistemas de cores 

O sistema de cores RGB (Figura 3), que predomina em aplicações 

analíticas (59), foi utilizado na maioria das aplicações descritas nesta Tese. Esse 

sistema mimetiza a visão humana, explorando os componentes vermelho, verde 

e azul para reproduzir o espectro eletromagnético visível. Em uma representação 

vetorial, (0,0,0) representa a absorção total da radiação incidente, enquanto 

(255,255,255) refere-se hipoteticamente à reflexão total da radiação incidente, 
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i.e. ausência de absorção de radiação (60–62). Assim, o sistema de cores RGB 

pode representar ca. 16,7 milhões de cores (2563). Em algumas aplicações,  

a escala RGB é normalizada para o intervalo 0-1 para tratamento de dados (63).  

A escolha do canal RGB a ser utilizado como parâmetro analítico é 

baseada na cor complementar das espécies absorventes. Por exemplo, 

respostas nos canais R, G ou B são usadas quando as espécies absorventes 

possuem cor azul (64), violeta (65) e vermelha (66), respectivamente. 

Usualmente, o espectro de absorção do produto é sobreposto à região espectral 

coberta por mais de um canal de medida e a escolha do canal geralmente visa 

maximizar a sensibilidade (67), mas também deve se considerar a seletividade 

(68). A combinação de canais de medida também pode ser explorada para 

maximizar a sensibilidade ou para fornecer mais informações analíticas (41).  

A escala de cinza (grayscale) é a abordagem mais simples e amplamente 

usada para processamento rápido de imagens. Ele correlaciona a intensidade 

da cor com um tom de cinza, descrita como um valor de 0 (preto) a 255 (branco) 

do sistema RGB como componente. Embora a escala de cinza forneça menos 

informações que o sistema RGB, deve-se lembrar que a maioria das aplicações 

analíticas se restringe às variações da intensidade da cor medida em um único 

canal, o que equivale à escala de cinza. Exemplos de aplicações da escala de 

cinza incluem a quantificação de pesticida em água (69), a identificação da 

origem geográfica e o tipo de uva para a avaliação da autenticidade de vinho 

tinto (70), detecção de adulteração no teor de gordura de hambúrgueres de 

frango (71) e avaliação do frescor do espinafre (72). 

O sistema de cores CMY (Figura 3) é formado pela adição de duas cores 

do sistema RGB e as coordenadas correspondentes à reflexão (0,0,0) e 

absorção total (1,1,1), respectivamente. O canal do sistema CMY a ser utilizado 

como parâmetro analítico é definido pela composição da cor observada, por 

exemplo, canais M e Y são usados para medidas de espécies com 

predominância de magenta (73) e amarelo (69,74).
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Figura 3. Ilustração dos sistemas de cores RGB, CMY, HSV, XYZ e Lab 
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Matiz, saturação e valor são a base do sistema HSV (Figura 3), que representa 

as cores em um ângulo de 360 graus (H), sua intensidade como saturação (S) e brilho  

como valor (V) (61,62,75). Os valores de reflexão total e absorção total correspondem 

a (360, 1, 1) e (0, 0, 0), respectivamente. O sistema HSV é preferido para monitorar 

transições entre duas cores (76), como exemplificado pela avaliação da autenticidade 

de óleos comestíveis usando o canal H (77) e do grau de amadurecimento de frutas 

explorando os canais H e S (78). O canal H também foi explorado para quantificação 

de albumina em urina (79) e vancomicina em medicamentos (80). 

O sistema X, Y e Z (Figura 3), é utilizado para representar todas as cores do 

espectro visível em uma representação tridimensional. Por exemplo, os canais XYZ 

foram explorados em conjunto para avaliar as mudanças de cor de frutos durante o 

amadurecimento (81) e para a quantificação de clorofila em óleos de oliva e abacate 

(82). O canal Y também foi explorado para a quantificação do conteúdo de 

carotenoides nesses óleos (82).  

O sistema de cores Lab (anteriormente chamado de CIE-Lab) imita a percepção 

humana das cores da imagem usando a luminosidade (L) da cor, que varia de 0 a 100, 

e os parâmetros a e b para representar as mudanças de cores de vermelho para verde 

e de amarelo a azul (Figura 3), com intervalos variando de -120 a 120 (61,62,75).  

O sistema Lab foi explorado com sucesso para classificar o frescor do espinafre (72), 

quantificar o teor de antocianina monomérica total em arroz preto por medidas em 

diferentes pH (83), avaliar a cor de alimentos (84) e para quantificar formaldeído em 

frutos do mar (85). O sistema Lab também já foi explorado usando o método de 

classificação Support vector machine (SVM) para detecção de doença  

periodontal (86). 

 

1.3.2. Aquisição de imagens digitais 

Para obter resultados confiáveis e facilitar a reprodução dos procedimentos 

analíticos, alguns parâmetros devem ser ajustados e controlados para a aquisição de 

imagens digitais por câmeras de smartphones. A distância da câmera do smartphone 

do objeto (às vezes chamada de distância de captura), a região de interesse (ROI, do 

inglês Region of interest), as condições de iluminação e a abertura da lente da câmera 

podem afetar os resultados. Por exemplo, a ausência de iluminação controlada (43,87) 

e distância inadequada da câmera ao objeto (88) pode prejudicar a sensibilidade, a 
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precisão e a linearidade, enquanto a iluminação excessiva pode dificultar a detecção 

de mudanças sutis na cor (75), reduzindo assim a sensibilidade. A abertura de lente é 

um parâmetro que também afeta a linearidade e a sensibilidade (43). Embora os 

valores de ROI possam limitar a faixa linear e afetar a precisão em algumas 

aplicações, principalmente quando sistemas heterogêneos estão envolvidos, este 

parâmetro não é crítico para a maioria das aplicações, que dependem de sistemas 

homogêneos.  

 

1.3.3. Processamento de dados 

Embora seja essencial para obter resultados confiáveis, o processamento de 

dados não é padronizado em procedimentos analíticos envolvendo fotometria por 

imagens digitais (DIP, do inglês Digital-image photometry). A escolha do 

processamento de dados depende primeiro do sistema de cores que será utilizado. 

Por exemplo, o sistema RGB se refere às cores complementares das espécies 

absorventes. Dessa forma, a intensidade da radiação refletida é inversamente 

proporcional à intensidade da cor e, portanto, à concentração das espécies. Uma 

resposta analítica (AR) diretamente proporcional à concentração do analito é então 

obtida subtraindo o sinal obtido para amostra/padrões do valor referente ao branco 

analítico (Eq. 1) (53,60) ou de 255 (Eq. 2) (66,68), valor correspondente à absorção 

total da radiação. Os valores obtidos para a amostra e o branco analítico são 

representados por s e b, respectivamente. 

Diferentemente da espectrofotometria no ultravioleta no visível, (UV-Vis, do 

inglês Visible ultraviolet), em muitas aplicações são obtidas relações lineares entre a 

intensidade da radiação refletida e a concentração da espécie absorvente. De 

qualquer forma, a conversão dos valores medidos para refletância, conforme 

exemplificado para os canais R, G e B na Eq. 3, também é amplamente explorada em 

DIP (47,89). Esse processamento está de acordo com o previsto pela lei de Beer e, 

às vezes, fornece respostas mais lineares em função da concentração da espécie 

absorvente (47).  

 

𝐴𝑅 = 𝑅𝑏 − 𝑅𝑠  𝑜𝑢 𝐺𝑏 − 𝐺𝑠 𝑜𝑢 𝐵𝑏 − 𝐵𝑠                   (1) 
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𝐴𝑅 = 255 − 𝑅𝑠 𝑜𝑢 255 − 𝐺𝑠  𝑜𝑢 255 − 𝐵𝑠          (2) 

 

𝐴𝑅 = −𝑙𝑜𝑔
𝑅𝑏

𝑅𝑠
  𝑜𝑢  − 𝑙𝑜𝑔

𝐺𝑏

𝐺𝑠
  𝑜𝑢  − 𝑙𝑜𝑔

𝐵𝑏

𝐵𝑠
                        (3) 

Outras abordagens para processamento de dados, envolvem a combinação de 

dois canais (Eq. 4) (41) ou o uso de vetorial (Eq. 5) (41,90). Ambos visam aumentar a 

sensibilidade somando as respostas medidas em diferentes canais, seja explorando 

um produto com banda larga de absorção (68) ou a soma das respostas do reagente 

e produto (91) e (e.g., as formas conjugadas de um indicador ácido-base (41)).  

 

𝐴𝑅 =  |
(𝐺𝑏 − 𝐺𝑠) − (𝐵𝑏 − 𝐵𝑠)

 
|                (4) 

 

𝐴𝑅𝑉𝑒𝑡𝑜𝑟 = √(𝑅𝑠 − 𝑅𝑏)2 + (𝐺𝑠 − 𝐺𝑏)2 + (𝐵𝑠  −  𝐵𝑏)2 (5) 

Aplicações baseadas em sistemas de escala de cinza (74) ou cores CMY (74) 

geralmente exploram estratégias simples para normalizar a resposta analítica (92), 

conforme ilustrado na Eq. 6. Na equação 6, V é referente ao valor medido para a 

escala de cinza ou para os canais C, M, Y, respectivamente. 

 

𝐴𝑅 = [
(𝑉𝑠−𝑉𝑏)

𝑉𝑏
] ∗ 100%              (6) 

Com base no sistema HSV, também foi explorada a normalização da resposta 

analítica (FHSV) da saturação (S) em função dos valores de matiz (H) e brilho (V), 

(Eq. 7) (93). 

 

𝐻𝑆𝑉 = (
𝑆

𝐻
) + (

𝑆

𝑉
)                (7) 
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Mais recentemente, análise multivariada tem sido aplicada à DIP, por exemplo, 

para minimizar os efeitos de matriz. Um exemplo é a aplicação de regressão por 

mínimos quadrados parciais (PLSR, do inglês Partial least squares regression) (94,95) 

ou do método de classificação SVM (94). 

 

1.4. Calibração Multi-energia 

Novas estratégias de calibração têm sido propostas para superar efeitos de 

matriz e para agilizar a obtenção de resultados analíticos. Nesse contexto, destaca-

se uma estratégia recente, denominada multi-energy calibration (MEC) (96), cuja 

tradução adotada nessa tese foi “calibração multi-energia”. Enquanto no método de 

calibração externa, usual na maioria dos procedimentos analíticos, em que é fixado o 

comprimento de onda de máxima absorção/emissão e variada a concentração do 

analito, na estratégia MEC é fixada a concentração do analito e obtido o sinal analítico 

em diferentes comprimentos de onda. Desse aspecto deriva o termo “multi-energy”, já 

que a energia é inversamente proporcional ao comprimento de onda.  

Como vantagem em relação aos procedimentos tradicionais, o MEC necessita 

de apenas duas soluções de calibração, sendo uma composta pela amostra em 

mistura com uma solução padrão, e.g. 50 %(v/v) (solução 1) e a outra contendo a 

mesma fração volumétrica da amostra que a solução 1, misturada a um diluente 

(solução 2). Um gráfico dos sinais analíticos obtidos para a solução 1 em função 

daqueles obtidos para a solução 2, em diferentes comprimentos de onda, deve ser 

linear e permitir a quantificação do analito (C) na amostra a partir do coeficiente 

angular (CA) e da concentração do analito na solução do padrão adicionado à solução 

1 (Cs), Eq. 8 (96). A estratégia MEC é ilustrada na Figura 4. 

 

C =  
(𝐶𝐴 𝑥 𝐶𝑠)

(1−𝐶𝐴)
      (8) 
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Figura 4. Aplicação da estratégia MEC. (A) espectros de absorção das soluções (a) 1 
(amostra + padrão), imagem I e (b) 2 (amostra + diluente), imagem II. (B) Curva de calibração 
MEC 

 

Essa estratégia de calibração gerou bons resultados quando aplicada utilizando 

vários procedimentos de espectrometria atômica, como à quantificação de Cr, Cu e Ni 

em amostras de matrizes complexas explorando espectrometria de emissão óptica 

por plasma acoplado indutivamente (ICP OES, do inglês Inductively coupled plasma 

optical emission spectroscopy) e espectrometria de emissão óptica com plasma 

induzido por micro-ondas (MIP OES, do inglês Microwave-induced plasma optical 

emission spectrometry) (96). O procedimento baseado em MIP OES e a estratégia 

MEC foram também utilizados para quantificar As, Ba, Cd, Cr e Pb em amostras de 

fertilizantes (97). Essa estratégia também foi explorada com sucesso à quantificação 

de Ca, K e Mg (98) e silício (99), utilizando a técnica de espectrometria de emissão 

óptica com plasma induzido por laser (LIBS, do inglês Laser-induced breakdown 

spectroscopy). O conceito do MEC foi expandido para espectrometria de massas com 

plasma acoplado indutivamente (ICP-MS, do inglês Inductively coupled plasma mass 

spectrometry) (100) e espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado 

e configuração tandem (ICP-QMS/QMS, do inglês Inductively coupled plasma tandem 

mass spectrometry) (101), originando os procedimentos de calibração multi-isótopos 

e multi-espécies, respectivamente. Recentemente, a estratégia MEC foi explorada em 

espectroscopia molecular no UV-Vis e fluorescência, utilizando analitos modelo (102), 

e o potencial para contornar efeito de matriz na análise de biodiesel, particularmente 

na quantificação de índice de iodo (4) e de glicerol livre (6), foi demonstrado nesta 

Tese. 
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2. OBJETIVOS 

Visando superar dificuldades no controle de qualidade de biodiesel e da mistura 

biodiesel:diesel, o objetivo geral desta Tese foi o desenvolvimento de procedimentos 

analíticos práticos, menos suscetíveis a efeitos de matriz, com reduzido consumo de 

reagentes e solventes. Os objetivos específicos foram desenvolver: 

(1) Procedimento explorando fotometria por imagens digitais obtidas por um 

smartphone para quantificar metanol em biodiesel; 

(2) Procedimento explorando um microdestilador construído no laboratório para a 

separação do metanol do biodiesel e detecção por fotometria por imagens 

digitais obtidas por um smartphone; 

(3) Procedimento baseado em fotometria por imagens digitais obtidas por um 

smartphone e um sistema de fase única para a quantificação de Ca e Mg em 

biodiesel obtido de diferentes matérias-primas; 

(4) Estratégia de calibração multi-energia em espectrofotometria molecular para 

contornar efeitos de matriz na quantificação de índice de iodo e de glicerol livre 

em biodiesel oriundo de diferentes matérias-primas; 

(5) Estratégia de calibração multicanal baseada em imagens digitais obtidas com 

a câmera de um smartphone para corrigir a interferência de glicerol na 

quantificação de metanol em biodiesel;  

(6) Procedimento volumétrico explorando a diferença de solubilidade de biodiesel 

e diesel (ou óleo vegetal) em etanol/água para a quantificação de biodiesel em 

mistura com o diesel ou óleo vegetal; 

(7) Dispositivo microfluídico explorando fotometria por imagens digitais obtidas 

com a câmera de um smartphone para quantificar biodiesel em misturas com 

diesel. 
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3. Quantificação de metanol em biodiesel1 2 

Resumo 

As normas brasileira, americana e europeia recomendam o procedimento baseado 

em cromatografia gasosa com detector de ionização em chama (GC-FID, do inglês 

Gas chromatography with flame ionization detector) para a quantificação de metanol 

em biodiesel, o que dificulta o controle de qualidade devido ao custo e eventual não 

disponibilidade do equipamento. Nesse contexto, essa etapa da Tese objetivou o 

desenvolvimento de procedimentos simples e de baixo custo, baseados em fotometria 

por imagens digitais (DIP do inglês, Digital-image photometry), para a quantificação 

de metanol em biodiesel. Nesse sentido, foram avaliadas duas estratégias. O primeiro 

procedimento baseou-se na oxidação do metanol a formaldeído e posterior reação 

com o reagente de Schiff, resultando em um produto violeta. O segundo procedimento 

consistiu na microdestilação do metanol do biodiesel e absorção do analito no estado 

gasoso em uma solução aceptora (KMnO₄), ocasionando a descoloração dessa 

solução pela oxidação do metanol a formaldeído. Em ambos os procedimentos foi 

utilizado um smartphone e um aplicativo de acesso livre para a aquisição das imagens 

digitais e obtenção das respostas analíticas no sistema RGB. As medidas foram 

baseadas na intensidade de radiação refletida medida no canal G, por ser a cor 

complementar dos produtos de medida. Para o procedimento que utilizou o reagente 

de Schiff, respostas lineares foram obtidas nas faixas 20–500 mg kg–1 (600 µL de 

amostra) e 500–2000 mg kg–1 metanol (150 µL de amostra), descritas pelas equações: 

S = 69 + 0,246C (r = 0,995) e S = 67 + 0,088C (r = 0,997), respectivamente.  

O CV (n = 10) e o LD (nível de confiança de 99,7%) foram estimados em 5,0% e 

10 mg kg–1, respectivamente. O procedimento requer apenas 3 mg de KMnO₄, 9 mg 

de ácido oxálico, 1,5 mg de p-rosanilina e gera ca. 1,4 mL de resíduo por 

quantificação. Utilizando a microdestilação, a eficiência de transferência do metanol 

para a solução aceptora foi estimada em 98 ± 3 % e a seletividade é conferida pela 

separação do metanol, que é a espécie mais volátil na amostra. Resposta linear foi 

obtida entre250–2000 mg kg–1, descrita pela equação: S = 24 + 403C (r = 0,982). O 

CV (n = 10) e LD (nível de confiança de 99,7%) foram estimados em 3,7% e  

90 mg kg–1, respectivamente. O procedimento requer 4 µg de KMnO₄ e gera somente 

950 µL de resíduo por quantificação. Os resultados obtidos pelos procedimentos 

propostos foram concordantes com o procedimento de referência baseado em  

GC-FID com 95% de confiança. As propostas apresentadas são alternativas eficientes 

e de baixo custo para a quantificação de metanol em biodiesel.  

Palavras-chave: Álcool. Biocombustível. Transesterificação. 

                                                           
1 SOARES, S.; TORRES, K. G; PIMENTEL, E. L.; MARTELLI, P.B.; ROCHA, F. R. P. A novel spot test based on digital 
images for determination of methanol in biodiesel. Talanta, v 195, p. 229–235, 2019. 

2 SOARES, S.; ROCHA, F. R. P. A simple and low-cost approach for microdistillation: Application to methanol 
determination in biodiesel exploiting smartphone-based digital images. Talanta, v. 199, p. 285–289, 2019. 

https://bv.fapesp.br/pt/publicacao/159360/a-novel-spot-test-based-on-digital-images-for-determination/
https://bv.fapesp.br/pt/publicacao/159360/a-novel-spot-test-based-on-digital-images-for-determination/
https://bv.fapesp.br/pt/publicacao/165044/a-simple-and-low-cost-approach-for-microdistillation-applic/
https://bv.fapesp.br/pt/publicacao/165044/a-simple-and-low-cost-approach-for-microdistillation-applic/
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Abstract 

Brazilian, American, and European regulations recommend the procedure based on 

GC-FID to quantify methanol in biodiesel, which is hindered by the equipment costs 

and its eventual unavailability. In this context, two simple and low-cost procedures 

based on DIP were developed for the quantification of methanol in biodiesel. The first 

procedure was based on the oxidation of methanol to formaldehyde and subsequent 

reaction with the Schiff reagent, resulting in a violet product, whereas the second one 

exploited microdistillation of methanol from biodiesel, absorption of the gaseous 

analyte in a potassium permanganate acceptor solution, and oxidation to 

formaldehyde, thus causing solution discoloration. For both procedures, a smartphone 

camera and an open access application were used for acquiring the digital images and 

obtaining the corresponding RGB values. Measurements were based on the intensity 

of reflected radiation and the G channel of the complementarity with the color of the 

reaction products. For the first procedure, linear responses were obtained within 

25– 500 mg kg–1 (600 µL of sample) and 500–2000 mg kg–1 (150 µL of sample), as 

described by the equations: S = 69 + 0.246C (r = 0.995) and S = 67 + 0.088C 

(r = 0.997), respectively. The CV (n = 10) and the LD (99.7% confidence level) were 

estimated at 5.0% and10 mg kg–1, respectively. The procedure requires as low as 3 mg 

of potassium permanganate, 9 mg of oxalic acid and 1.5 mg of p-rosaniline and 

generates ca. 1.4 mL of waste per analysis. In the second procedure, the efficiency of 

methanol microdistillation was estimated in 98  ±  3% and the separation of the gaseous 

species improved selectivity, as methanol is the most volatile species in the sample. A 

linear response was obtained within 250–2000 mg kg–1 (r = 0.982). The CV (n = 10) 

was estimated as 3.7% with an LD (99.7% confidence level) of 90 mg kg–1. The 

procedure requires 4 µg of potassium permanganate and generates only 950 µL of 

waste per analysis. The proposed and reference (GC-FID) procedures yielded results 

in agreement at the 95% confidence level. The proposals are reliable, practical, and 

cost-effective alternatives for the quantification of methanol in biodiesel. 

  

Keywords: Alcohol. Biofuel. Transesterification. 
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3.1. Introdução 

O metanol é utilizado em excesso no processo de produção do biodiesel para 

aumentar o rendimento da reação de transesterificação. Diante disso, a quantidade 

remanescente é um importante parâmetro a ser monitorado, pois concentrações 

superiores a 2000 mg kg–1 reduzem a eficiência do biocombustível (7). 

O procedimento oficial para quantificar metanol em biodiesel é baseado em GC-FID, 

que requer um tempo de análise (ca. 50 min) (103) e utiliza um equipamento de alto 

custo. Alguns procedimentos alternativos ao procedimento oficial têm sido descritos 

na literatura, como os que utilizam a extração do metanol com membranas permeáveis 

e detecção voltamétrica (104) ou espectrofotométrica (105). Estratégias utilizando 

microextração por headspace em fase sólida (SPME, do inglês Solid phase 

microextraction) e baseados em GC-FID foram desenvolvidas (11), entretanto, são 

procedimentos que têm um alto custo agregado, considerando o equipamento e 

consumíveis, incluindo os reagentes necessários (11,105). 

Devido ao aumento da produção do biodiesel e da variedade de matérias-

primas utilizadas para sua produção é necessário o desenvolvimento de 

procedimentos analíticos mais rápidos, simples, baratos e que permitam análises in 

situ, i.e. diretamente nas usinas de produção de biodiesel, bem como em pontos de 

fiscalização. Alguns procedimentos com essas características foram desenvolvidos 

para o controle de qualidade de biodiesel, como o spot test em papel para quantificar 

índice de iodo (29), procedimento em frasco único (4) para quantificar índice de iodo 

e glicerol (6) e análises em fluxo para quantificar água (5), índice de acidez (35) e o 

teor de éster ou de biodiesel na mistura com o diesel (13). Entretanto, não há 

procedimento para quantificar metanol em biodiesel que atende aos requisitos 

supracitados.  

Neste contexto, visando simplificar a quantificação de metanol em biodiesel, 

propôs-se desenvolver procedimentos explorando DIP obtidas por smartphone. 

 

  



48 

 

3.2. Parte experimental 

3.2.1. Procedimento analítico explorando extração líquido-líquido e derivação 

química para quantificar metanol em biodiesel 

3.2.1.1. Equipamentos e acessórios 

Foram utilizados tubos Eppendorf® de 1,5 mL e Falcon® de 15 mL, centrífuga 

(Quimis, modelo 6222T108) e agitador de tubos do tipo vortex (Nova Instruments).  

Os espectros de absorção UV-Vis foram adquiridos com espectrofotômetro multicanal 

(Ocean Optics®, EUA) com uma cubeta de quartzo de caminho óptico de 1 cm. 

As imagens digitais foram obtidas utilizando um Iphone (SE) com câmera de 8 

megapixels com abertura de lente de f/2.2 e aplicativo PhotoMetrix® 1.1.1 (106). As 

medidas fotométricas foram realizadas sob iluminação controlada, utilizando-se uma 

câmara construída em isopor, com 190 × 210 × 125 mm de altura, comprimento e 

largura, coberta internamente com papel branco e com uma lâmpada LED  

(30 LEDs SMD SLIM, luz branca, intensidade luminosa de 50 lux) acoplada ao fundo, 

Figura 5. Para a aquisição das imagens, a câmera do celular foi posicionada a 5,0 cm 

do tubo Eppendorf®.  

 

Figura 5. Representação da câmara construída em isopor para as medidas fotométricas 
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3.2.1.2. Reagentes e soluções  

As soluções foram preparadas com reagentes de grau analítico e água 

deionizada (resistividade > 18,2 M cm), em balões volumétricos de 100 mL. 

O reagente de Schiff foi preparado utilizando 0,30 g de p-rosanilina, 0,65 g de 

metabissulfito de sódio e 5 mL de H₂SO₄ concentrado e avolumado com água 

deionizada. Essa solução foi armazenada por 12 h e filtrada antes do uso. A solução 

de KMnO₄ 190 mmol L–1 foi preparada dissolvendo 3,00 g do sal em 15,5 mL de H3PO4 

concentrado e foi completado para 50 mL com água deionizada. A solução de ácido 

oxálico 400 mmol L–1 foi preparada dissolvendo 5,00 g do reagente em 100 mL de 

H₂SO₄ 9 mol L–1. Foram preparadas soluções de metanol e glicerol com 

concentrações de 10–2000 mg kg–1 e 0,2–1,0 g L–1 em água deionizada.  

Para a avaliação de exatidão do procedimento, foram obtidas amostras de 

biodiesel diretamente de usinas produtoras, acompanhadas por certificados de análise 

e dentro dos padrões de qualidade estabelecidos pela ANP.  

 

3.2.1.3. Procedimento 

A extração líquido-líquido do metanol foi realizada em tubo Falcon® de 15 mL, 

adicionando 1,5 mL de biodiesel e 1,5 mL de água deionizada (Figura 6a). A mistura 

foi agitada por 20 min para extração do metanol para a fase aquosa (Figura 6b), 

seguida de centrifugação por 2 min para separação das fases aquosa e orgânica 

(Figura 6c). A fase aquosa contendo o metanol foi removida com uma micropipeta de 

1 mL e a derivação química do analito foi realizada em um tubo Eppendorf® de  

1,5 mL, adicionando 150 µL ou 600 µL do extrato aquoso ou solução padrão  

(Figura 6d) e 25 μL da solução de KMnO₄ em meio ácido (Figura 6e), seguida de 

agitação manual. Após 5 min, para a oxidação do metanol a formaldeído, 120 μL de 

solução de ácido oxálico foi adicionada para consumir o excesso de KMnO₄  

(Figura 6f) e, após 1 min, 500 μL do reagente de Schiff foi adicionado (Figura 6g), 

seguido de homogeneização manual. Depois de 20 min, para a formação do produto 

(Figura 6h), as medidas fotométricas foram realizadas diretamente nos tubos 

Eppendorf®. 

  



50 

 

Todas as medidas foram realizadas em triplicata e o sinal analítico (S) foi obtido 

subtraindo os valores do canal G do valor de 255, referente à reflexão total de 

radiação, obtendo-se assim valores proporcionais à intensidade de cor do produto de 

medida. 

 
Figura 6. Etapas do procedimento de extração de metanol e formação do produto de medida: 
a) biodiesel (fase superior) + água, b) mistura após agitação, c) separação de fases, d) fase 
aquosa contendo o metanol, e) adição de KMnO₄, f) adição de ácido oxálico, g) adição do 
reagente de Schiff e h) produto formado 

 

 

 

3.2.2. Procedimento analítico explorando microdestilação para quantificar metanol em 

biodiesel 

3.2.2.1. Equipamentos e acessórios 

O sistema de microdestilação desenvolvido consiste de um tubo Eppendorf® de 

1,5 mL (com a solução aceptora), suspenso no interior de um tubo Falcon® de 50 mL 

(com a amostra). A microdestilação foi realizada usando um banho de água, aquecido 

em uma chapa (Tecnal, modelo TE-0851). As imagens digitais foram adquiridas com 

um Iphone (SE) equipado com uma câmera de 8 megapixels com abertura de lente 

de f/2.2, e o valores de RGB foram obtidos utilizando o aplicativo PhotoMetrix®1.1.1 

(106). As medidas fotométricas foram realizadas sob iluminação controlada utilizando 



51 

 

uma câmara de madeira com dimensões de 70 x 120 x 75 mm de altura, comprimento 

e largura, respectivamente (Figura 7). O celular foi posicionado a 5,0 cm dos tubos 

contendo a solução aceptora. 

Os espectros de absorção UV-Vis foram adquiridos com espectrofotômetro 

multicanal (Ocean Optics®, EUA) com uma cubeta de quartzo de caminho óptico  

de 1 cm. 

 

Figura 7. Representação da câmara construída em madeira para as medidas fotométricas  

 

 

3.2.2.2. Reagentes e soluções 

Todas as soluções foram preparadas a partir de reagentes químicos de grau 

analítico (Merck) e água deionizada (resistividade > 18 MΩ cm), em balões 

volumétricos de 25 mL. 

Solução de KMnO₄ 2,0 mmol L–1 foi preparada por diluição de uma solução 

estoque de 20,0 mmol L−1, padronizada com oxalato de sódio em meio ácido. Solução 

de H₂SO₄ 3,6 mol L–1 foi preparada diluindo 20 mL do ácido concentrado em 100 mL 

de água. Soluções padrão de metanol de 90–2000 mg kg–1 foram preparadas por 

diluição de uma solução estoque de 10 g L–1 em água. 
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3.2.2.3. Procedimento  

Imagens ilustrativas das diferentes etapas do procedimento são mostradas na 

Figura 8. O procedimento foi realizado adicionando 500 μL de H₂SO₄ 3,6 mol L–1 e 

250 μL da solução de KMnO₄ 2,0 mmol L–1 em tubo Eppendorf® de 1,5 mL (Figura 8a) 

e 200 μL de biodiesel em tubo Falcon® de 50 mL (Figura 8b). O tubo Eppendorf® foi 

suspenso no interior do tubo Falcon (Figura 8c) e a microdestilação foi realizada em 

banho-maria a 70°C (Figura 8d). Após 40 min, as medidas fotométricas foram 

realizadas diretamente nos tubos (Figura 8e). Todas as medidas foram realizadas em 

triplicata e o sinal analítico (S) foi diretamente o valor do canal G, visto que as medidas 

foram baseadas na descoloração da solução de KMnO₄. Até 8 amostras podem ser 

processadas simultaneamente. 

As medidas dos sinais de referência foram realizadas em soluções de KMnO₄, 

com a substituição da amostra por água. 

 

Figura 8. Etapas do procedimento de microdestilação: a) H₂SO₄ + KMnO₄, b) biodiesel, c) 
microdestilador com amostra e solução aceptora, d) microdestilação e e) medidas analíticas 
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3.3. Resultados e Discussão  

3.3.1. Procedimento analítico explorando extração líquido-líquido e derivação química 

para quantificar metanol em biodiesel 

3.3.1.1. Aspectos gerais 

A quantificação do metanol em biodiesel foi baseada em: (i) extração líquido-

líquido do analito usando água como extrator, devido à favorável partição de um álcool 

de cadeia curta neste solvente e a baixa extração dos ésteres alquílicos, os quais são 

os principais constituintes do biodiesel; (ii) oxidação do metanol a formaldeído pelo 

KMnO₄ (Eq. 9); (iii) consumo do excesso de KMnO₄ por reação com o ácido oxálico 

(Eq. 10) e (iv) derivação química do formaldeído com o reagente de Schiff (Eq. 11), 

gerando o produto de cor púrpura.  

 

 

 

 

 

 

 

O reagente de Schiff é produzido pela reação entre a p-rosanilina e o sulfito em 

meio ácido (107,108). Esse reagente gera um produto de cor púrpura (máxima 

absorção em 590 nm) com aldeídos. O espectro de absorção na Figura 9a coincide 

com o encontrado na literatura (107,108) para o produto formado a partir do 

formaldeído e o reagente de Schiff. Verifica-se a sobreposição com a região espectral 

coberta pelo canal G do sistema RGB (Figura 9b) e, de fato, a resposta analítica neste 

canal corresponde a ca. 50% da variação total do sinal no sistema RGB. Além disso, 

os valores de G variaram linearmente com as concentrações de metanol, 

demonstrando que esse componente espectral fornece as informações  

(9) 

(10) 

(11) 
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analíticas necessárias. O espectro na Figura 9c refere-se à absorção de radiação pelo 

reagente p-rosanilina (branco analítico).  

O KMnO₄ é um oxidante forte e também pode oxidar o glicerol a formaldeído, 

de forma semelhante ao observado na reação com periodato (6) (E° (IO4
-/IO3

-) = 1,6 V; 

E° (MnO4
-/Mn2+) = 1,5 V). Devido à partição favorável do glicerol para a fase aquosa, 

na extração líquido-líquido do metanol, é relevante avaliar a possibilidade de 

interferência do glicerol no procedimento proposto. Para isso, o procedimento 

proposto também foi realizado com glicerol 200 mg kg−1, limite máximo permitido em 

biodiesel. O espectro na Figura 9d indica a formação de formaldeído a partir do glicerol 

e, na concentração avaliada, a resposta corresponde à 3% daquela obtida para 

metanol 2000 mg kg−1. Dessa forma, a interferência é desprezível no procedimento 

proposto, considerando que as concentrações no biodiesel devem ser menores que 

200 mg kg−1. Entretanto, deve-se esperar que o glicerol consuma parte do KMnO₄ e 

um excesso de oxidante precisa ser assegurado.  

 

Figura 9. Espectros de absorção do produto da reação formado a partir de metanol 
2000 mg kg−1 (a), glicerol 200 mg kg−1 (d) e branco (c). A linha tracejada (b) representa a região 
espectral coberta pelo canal G  
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A presença do etanol junto com o metanol não é esperada, visto que não é 

usual empregar uma mistura dos álcoois na reação de transesterificação; entretanto, 

o seu efeito no procedimento proposto também foi avaliado. Como esperado, nas 

condições reacionais, o acetaldeído produzido pela oxidação de 2000 mg kg–1 de etanol 

não reagiu com o reagente de Schiff (107) e a resposta analítica não diferiu daquela 

obtida para o branco.  

Com relação às medidas fotométricas com a câmera do smartphone, os efeitos 

de microtubos incolores de diferentes fornecedores e da área de medida nas medidas 

fotométricas foram avaliados. Variações das respostas analíticas entre os diferentes 

microtubos não foram significativas (CV < 1%, n = 10). Além disso, os resultados não 

foram afetados pela variação da área de medida (32 × 32 e 64 × 64), utilizando a 

mesma região do tubo: coeficientes de correlação semelhantes (0,996 e 0,994) e 

inclinações (variações inferiores a 0,9%). No entanto, a inclinação foi 30% menor 

quando as medidas foram realizadas na parte inferior do tubo, devido à limitação da 

área para a medida analítica. A linearidade diminuiu para medidas realizadas sem 

iluminação controlada (r = 0,945), bem como quando aumentou a distância entre a 

câmera e o tubo (r = 0,971 usando 8 cm em vez de 5 cm). Uma correlação linear entre 

as respostas analíticas e a concentração de metanol (r = 0,996) também foi observada 

quando foi usado outro smartphone (Motorola, Moto G4 Plus, câmera de  

16 megapixels, e abertura de lente de f/2.0), mas com uma inclinação 20% menor, 

que se deve a menor abertura de lente do smartphone Motorola. Dessa forma, conclui-

se que para obter resultados confiáveis, as medidas analíticas devem ser realizadas 

na mesma região do tubo, com iluminação controlada e distância focal constante.  

 

3.3.1.2. Otimização 

Diferentes reagentes foram avaliados para a oxidação de metanol a 

formaldeído, na mesma concentração (190 mmol L−1), tais como: de KMnO₄ em meio 

de H2SO4 2,4 mol L−1, peróxido de hidrogênio preparado em NaOH ou H2SO4 

0,1 mol L−1 e metaperiodato de sódio em tampão acetato (pH 5,5), descrito no item 

5.2.2. No entanto, em testes qualitativos utilizando o reagente de Schiff, a formação 

de formaldeído foi observada somente com o KMnO₄. O peróxido de hidrogênio e o 

metaperiodato de sódio podem produzir espécies com estados oxidativos  

mais altos (ou seja, ácido fórmico ou dióxido de carbono) a partir do metanol (109).  



56 

 

O KMnO₄ é um oxidante amplamente disponível e relativamente barato, o que é 

interessante para um procedimento dedicado à análise de rotina. 

Os volumes das soluções de KMnO₄, ácido oxálico e reagente de Schiff e o 

tempo de reação foram otimizados pelo método univariado, visando à maior resposta 

analítica e o mínimo consumo de reagentes. As concentrações das soluções (KMnO₄ 

190 mmol L–1 em H2SO4 2,4 mol L−1, ácido oxálico 400 mmol L–1 e p-rosanilina  

10 mmol L–1) e o volume da solução padrão de metanol 500 mg kg–1 (600 μL) foram 

fixados.  

O efeito do volume de KMnO₄ foi avaliado utilizando soluções aquosas de 

metanol 500 mg kg–1 (Figura 10a) e glicerol 200 mg kg–1 (Figura 10c). Essa avaliação 

é necessária para garantir uma condição que favoreça a oxidação do metanol a 

formaldeído, com mínimo efeito sobre a oxidação do glicerol, conforme discutido 

anteriormente. Com volumes menores que 25 μL de solução de KMnO₄ não foi 

possível oxidar quantitativamente o metanol, enquanto com volumes maiores 

ocasionaram diminuição da resposta analítica, provavelmente devido à formação de 

ácido fórmico e dióxido de carbono ao invés de formaldeído. Então, escolheu-se  

25 µL como o volume ótimo, pois garante um excesso de 30% do reagente em relação 

a 500 mg kg–1 metanol e o efeito sobre a oxidação do glicerol é pouco significativo 

(apenas 8% da resposta observada para metanol).  
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Figura 10. Efeito do volume de solução de KMnO₄ na resposta analítica para metanol 500 mg 
kg–1 (a), sinal do branco (b) e glicerol 200 mg kg–1 (c). Condições experimentais: 600 μL de 

amostra, KMnO₄ 190 mmol L–1, ácido oxálico 400 mmol L–1, p-rosanilina 10 mmol L–1 e tempos 
de reação = 5 min (oxidação do metanol) e 30 min para formação do produto de medida. 
Valores referem-se à média ± desvio padrão (n = 3) 

0 20 40 60 80 100 120 140
60

80

100

120

140

160

180

c

b

a

 

 

S
in

a
l 
a
n
a
lít

ic
o

Volume de permanganato (µL)
 

 

A cor complementar da solução de KMnO₄ é a mesma que que a do produto 

gerado com o formaldeído, o que também geraria resposta no canal G. Além disso, o 

excesso de oxidante pode afetar a formação do produto de medida pela reação de 

Schiff, consumindo íons sulfito. Esses efeitos foram observados para volumes de 

solução de ácido oxálico inferiores a 40 µL (Figura 11a). Diante disso, o excesso de 

KMnO₄ deve ser eliminado, após a oxidação do metanol para não afetar a resposta 

analítica. Como pode se observar pelos valores de branco (Figura 11b), volumes 

inferiores a 120 μL não foram suficientes para consumir todo KMnO₄ remanescente. 

Então, escolheu 120 μL como o volume ótimo, já que o excesso do reagente (4 vezes 

em relação à concentração inicial de KMnO₄) não afetou a reação de Schiff.  
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Figura 11. Efeito do volume de solução de ácido oxálico na resposta analítica para metanol 

500 mg kg–1 (a) e branco (b). Condições experimentais: 600 μL de amostra, KMnO₄  
190 mmol L–1 (25 μL), ácido oxálico 400 mmol L–1, p-rosanilina 10 mmol L–1 e tempos de reação 
= 5 min (oxidação do metanol) e 30 min para formação do produto de medida. Valores referem-
se à média ± desvio padrão (n = 3) 
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A quantidade do reagente de Schiff afetou tanto a resposta analítica quanto o 

sinal do branco, devido à cor do reagente. Como mostra a Figura 12a, a resposta 

analítica aumentou linearmente até o volume de 500 µL. O volume de 500 µL foi 

definido como ótimo, devido à maior diferença da resposta analítica em relação ao 

branco analítico (Figura 12b) e porque a concentração de p-rosanilina corresponde 

estequiometricamente à maior quantidade de metanol (2000 mg kg–1) permitida no 

biodiesel.  
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Figura 12. Efeito do volume de reagente de Schiff na resposta analítica para metanol 

500 mg kg–1 (a) e branco (b). Condições experimentais: 600 μL de amostra, KMnO₄  
190 mmol L–1 (25 μL), ácido oxálico 400 mmol L–1 (120 μL), p-rosanilina 10 mmol L–1 e tempos 
de reação = 5 min (oxidação do metanol) e 30 min para formação do produto de medida. 
Valores referem-se à média ± desvio padrão (n = 3) 
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Os efeitos do tempo sobre a extração do metanol do biodiesel, oxidação a 

formaldeído e formação do produto de medida foram avaliados. A extração de metanol 

do biodiesel é favorecida por sua alta solubilidade em água e, conforme observado na 

(Figura 13A), a extração do analito foi relativamente rápida (ca. 92% do analito foi 

extraído em 5 min). Os resultados indicam que a extração completa foi observada 

após 20 min, que foi selecionado como tempo ótimo para a extração. Foi observado 

(Figura 13B) que a oxidação do metanol a formaldeído também é relativamente rápida, 

definindo 5 min como condição ótima. As respostas obtidas para o glicerol 

(Figura 13B, c) não foram significativamente diferentes do branco (Figura 13B, b). 

A formação do produto de medida atingiu a condição de estado estacionário com 

20 min (Figura 13C), que foi definido como o tempo ótimo para realizar as medidas 

analíticas.  
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Figura 13. Efeito do tempo no processo de extração do metanol (A), oxidação do metanol pelo KMnO₄ (B) e formação do produto de medida 
(C): (a) metanol 500 mg kg−1, (b) branco e (c) glicerol 200 mg kg−1. Valores referem-se à média ± desvio padrão (n = 3) 
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3.3.1.3. Características analíticas 

Utilizando as condições otimizadas, respostas lineares foram obtidas de  

20–500 mg kg–1 (600 µL) e 500–2000 mg kg–1 de metanol (150 µL), descritas pelas 

equações S = 69 + 0,246C, r= 0,995 e S = 67 + 0,088C, r = 0,997, respectivamente. 

O CV (n = 10) e o LD (nível de confiança de 99,7%) foram de 4,8% e 10 mg kg–1 

(600 μL de extrato da amostra) e 150 mg kg–1 (150 μL de extrato da amostra), 

respectivamente. O LD foi estimado como a menor concentração de analito que 

produziu uma resposta analítica significativamente diferente do sinal de referência (ou 

seja, o valor G obtido na ausência dos analitos) com 95% de confiança. 

Recuperações do analito adicionado às amostras foram estimadas para avaliar 

a eficiência da extração líquido-líquido e a ocorrência de efeitos de matriz (Tabela 2). 

Em todas as amostras, a concentração de metanol anteriormente à adição foi inferior 

ao LD. Com exceção da amostra preparada a partir de 90% soja/10% sebo, cuja 

recuperação foi de 80  ±  8%, as recuperações variaram de 92  ±  4% a 102  ±  1%,  

o que indica a eficiência da extração líquido-líquido e a ausência de efeitos de matriz 

no procedimento proposto. Dessa forma, a calibração pode ser realizada com 

soluções aquosas de metanol. Para avaliar a exatidão, diferentes amostras foram 

analisadas pelo procedimento proposto e de referência, baseado em GC-FID (11) 

(Tabela 3). Os resultados foram comparados utilizando o teste t pareado e o valor 

obtido (0,391) foi inferior ao valor crítico (2,571), indicando que os resultados 

concordaram no nível de confiança de 95%. 

 

Tabela 2. Recuperações de metanol (250 e 800 mg kg−1) adicionado a amostras de biodiesel 
produzido de diferentes matérias-primas  

Biodiesel  

(matéria-prima) 

Metanol (mg kg–1)* 

Encontrado Recuperado (%) 

100% soja 260 ± 2 102 ± 1 

90% soja/ 10% algodão 820 ± 2 102 ± 1 

90% soja/ 10% sebo 200 ± 20 80 ± 8 

90% soja/ 30% sebo 230 ± 10 92 ± 4 

93% soja/ 5% sebo/ 2% algodão 250 ± 20 100 ± 8 

     *Média ± desvio padrão (n = 3) 

 



62 

 

Tabela 3. Quantificação de metanol em biodiesel pelos procedimentos proposto e de 
referência 

Biodiesel 

(matéria-prima) 

Metanol (mg kg–1)* 

Proposto Referência (11) 

100% soja 24 ± 3 28 ± 3 

90% soja/ 10% algodão 75 ± 8 75 ± 8 

90% soja/ 10% sebo 390 ± 4 349 ± 35 

90% soja/ 30% sebo 520 ± 2 582 ± 29 

93% soja/ 5% sebo/ 2% algodão 28 ± 4 35 ± 4 

    *Média ± desvio padrão (n = 3) 

 

O procedimento proposto consome apenas 750 μg de KMnO₄, 6 mg de ácido 

oxálico, 1,5 mg de p-rosanilina e gera ca. 1,2 mL de resíduo por análise. Entretanto, 

necessita da extração líquido-líquido do metanol do biodiesel e derivação química, 

tornando o procedimento laborioso. Isto motivou o desenvolvimento de outro 

procedimento alternativo, que foi baseado na microdestilação do metanol do biodiesel 

e sua quantificação por DIP. 

 

3.3.2. Procedimento analítico explorando microdestilação para a quantificação de 

metanol em biodiesel 

3.3.2.1. Aspectos gerais 

Durante o desenvolvimento do procedimento para a quantificação de metanol, 

descrito no item 3.3.1, vislumbrou-se a possibilidade de desenvolver um procedimento 

alternativo, utilizando um sistema simples e de baixo custo para microdestilação, 

visando evitar as etapas de extração líquido-líquido e derivação química com o 

reagente de Schiff e a interferência do glicerol, que também é oxidado a formaldeído. 

Essa estratégia é viável porque o metanol (ponto de ebulição de 65 °C (110)) é mais 

volátil do que o glicerol (ponto de ebulição de 290 °C(111)). O sistema de 

microdestilação foi construído no laboratório e consistiu de um tubo Eppendorf® de 

1,5 mL, contendo a solução absorvedora, suspenso em um tubo Falcon® de 50 mL, 

contendo a amostra de biodiesel, conforme ilustrado na Figura 14. 

  



63 

 

Figura 14. Representação esquemática (A) e fotografia (B) do sistema de microdestilação 

 

 

 

O procedimento proposto foi baseado na: (i) microdestilação do metanol do 

biodiesel, favorecida pela alta volatilidade (ponto de ebulição 65º C (110)); (ii) 

absorção do metanol em uma solução ácida de KMnO₄; (iii) redução do permanganato 

a Mn(II), devido à oxidação de metanol a formaldeído (Eq. 9, item 3.3.1.1) e (iv) medida 

fotométrica por imagens digitais, baseada na descoloração do KMnO₄. 

O espectro de absorção da solução de KMnO₄ (Figura 15a) se sobrepõe à 

região espectral referente ao canal G do sistema RGB (Figura 15b), que se refere à 

cor complementar da solução. A resposta analítica no canal G corresponde a ca. 80% 

da variação total de resposta nos canais RGB. Além disso, a descoloração da solução 

de KMnO₄ (valores de G) foi proporcional à concentração de metanol. 
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Figura 15. Espectro de absorção de solução de KMnO₄ 2 mmol L–1 (a) e região espectral 
coberta pelo canal G (b) 

 

 

3.3.2.2. Otimização 

A concentração de H₂SO₄, os volumes de KMnO₄ e de amostra, a temperatura 

e o tempo para microdestilação do metanol foram otimizados pelo método univariado, 

visando maximizar a resposta analítica e minimizar a quantidade de resíduo gerado. 

O volume de H₂SO₄ foi fixado em 500 µL e as concentrações da solução padrão de 

metanol e de KMnO₄ em 2000 mg kg–1 e 2,0 mmol L–1, respectivamente. 

O metanol pode ser oxidado pelo KMnO₄ a formaldeído, a ácido fórmico ou a 

dióxido de carbono, dependendo da acidez do meio (109). Essas reações apresentam 

estequiometrias diferentes, consumindo diferentes quantidades de KMnO₄. Para a 

aplicação proposta, é fundamental assegurar uma estequiometria de reação 

constante, ou seja, que a descoloração da solução de KMnO₄ seja constante para 

uma dada concentração de metanol. Como observado na Figura 16, a maior resposta 

analítica foi alcançada com 7,0 mol L–1 de H₂SO₄, provavelmente pela formação de 

ácido fórmico ou dióxido de carbono. Isso foi verificado adicionando o reagente de 
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Schiff, após microdestilação, com teste negativo para formaldeído. Para avaliar a 

linearidade, foram obtidas curvas de calibração usando H₂SO₄ com concentrações de 

3,6 e 7,0 mol L–1, resultando em correlações lineares (r) de 0,982 e 0,932, 

respectivamente. A baixa correlação linear obtida com 7,0 mol L–1 indica que é mais 

difícil de controlar a reação para formação de ácido fórmico ou dióxido de carbono. 

Considerando esses resultados, para os próximos estudos foi utilizada a solução de 

H₂SO₄ 3,6 mol L−1. 

 

Figura 16. Efeito da concentração do H₂SO₄ na resposta analítica para (a) metanol  

2000 mg kg–1 e (b) referência. Condições experimentais: 150 µL de amostra, 200 µL de KMnO₄  
2,0 mmol L–1 e 500 µL de solução de H₂SO₄. Tempo de microdestilação = 20 min. Valores 
referem-se à média ± desvio padrão (n = 3) 

 

O volume de solução de KMnO₄ também é um parâmetro importante de ser 

avaliado, pois é necessário reagente suficiente para a oxidação de até 2000 mg kg–1 

metanol (limite máximo permitido no biodiesel) a formaldeído e garantir uma 

quantidade remanescente de reagente adequada para a medida fotométrica. 

Entretanto, um grande excesso de reagente resultaria na saturação da resposta no 

canal de medida. A maior diferença entre os sinais analítico e de referência foi 

alcançada com 200 e 250 μL de uma solução de KMnO₄ 2,0 mmol L–1 (Figura 17). 
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Com o volume de 100 μL ocorreu a aproximação dos sinais analítico e de referência, 

indicando a necessidade de um volume maior de reagente para oxidar todo o metanol 

a formaldeído. Já com 350 μL da solução reagente o sinal analítico obtido está próximo 

à condição de saturação. Então, foi definido 250 μL como o volume ótimo para os 

próximos estudos, pois obteve-se a maior resposta analítica e a melhor precisão.  

 

Figura 17. Efeito do volume de solução de KMnO₄ na resposta analítica para (a) metanol 2000 

mg kg–1 e (b) referência. Condições experimentais: 150 µL de amostra, KMnO₄ 2,0 mmol L–1, 
500 µL de H₂SO₄ 3,6 mol L–1. Tempo de microdestilação = 20 min. Valores referem-se à média 
± desvio padrão (n = 3). 

 

Quando o efeito do volume de amostra foi avaliado, foi observado que o sinal 

analítico aumentou linearmente até 200 μL (Figura 18). O efeito não significativo de 

volumes maiores de amostra no sinal analítico indica quantidade de reagente 

insuficiente para oxidar todo o metanol a formaldeído. Entretanto, como a resposta 

era adequada para a aplicação proposta, o volume de 200 μL de amostra foi 

selecionado para os próximos estudos.  
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Figura 18. Efeito do volume de amostra na resposta analítica para (a) metanol 2000 mg kg–1 

e (b) referência. Condições experimentais: 250 µL de solução de KMnO₄ 2,0 mmol L–1,  

500 µL de H₂SO₄ 3,6 mol L–1. Tempo de microdestilação = 20 min. Valores referem-se à  
média ± desvio padrão (n = 3) 
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A temperatura do banho utilizado para a microdestilação do metanol do 

biodiesel foi avaliada e, como esperado, o sinal analítico aumentou com temperaturas 

maiores. No entanto, melhor linearidade e reprodutibilidade foram alcançadas a 70 °C. 

Então o efeito do tempo sobre os processos envolvidos (microdestilação do metanol, 

absorção pela solução e oxidação a formaldeído pelo KMnO₄) foi avaliado nessa 

temperatura (Figura 19). O sinal analítico aumentou até 40 min e não se obteve 

diferenças significativas com tempos maiores, indicando que esse tempo foi suficiente 

para a microdestilação quantitativa do metanol do biodiesel. A temperatura do banho 

de 70 °C e o tempo de microdestilação de 40 min foram então selecionados como 

ótimos. Nessas condições, o sinal analítico obtido após a microdestilação de uma 

solução de metanol 1000 mg kg–1 foi comparado com aquele gerado pela adição da 

solução de metanol diretamente na solução aceptora, e a eficiência de transferência 

do metanol para a solução aceptora foi estimada em 98 ± 3%.  
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Figura 19. Efeito do tempo na resposta analítica para (a) metanol 2000 mg kg–1 e 

(b) referência. Condições experimentais: 200 µL de amostra, 250 µL de solução de KMnO₄ 
2,0 mmol L–1, 500 µL de H₂SO₄ 3,6 mol L–1. Valores referem-se à média ± desvio padrão  
(n = 3) 
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3.3.2.3. Características analíticas 

Nas condições otimizadas, foi estimada uma faixa de resposta linear de  

250–2000 mg kg–1 de metanol, descrita pela equação G = 24 + 403C (r = 0,982).  

O intercepto da curva de calibração corresponde ao valor de G medido (23 ± 3) para 

a solução de KMnO₄ em meio ácido antes do processo de microdestilação. O CV  

(n = 10) e o LD (nível de confiança de 99,7%) foram estimados em 3,7% e  

90 mg kg–1. O LD foi estimado como a menor concentração de analito que produziu 

uma resposta analítica significativamente diferente do sinal de referência (ou seja, o 

valor G obtido na ausência dos analitos) com 95% de confiança. Variação de 5,6% foi 

observada quando comparadas as inclinações de curvas analíticas construídas 

usando uma solução de KMnO₄ recém preparada e outra armazenada por 3 meses, 

indicando a reprodutibilidade do procedimento. O procedimento requer apenas 100 µg 

de KMnO₄ e gera ca. 950 µL de resíduo por análise. 

Com o objetivo de avaliar se a curva de calibração pode ser construída 

utilizando soluções padrão aquosas de metanol, foram comparadas respostas 
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analíticas obtidas utilizando soluções de concentração de metanol 500 mg kg–1 

preparadas em água e em uma amostra de biodiesel isenta de metanol. Os resultados 

(n = 3) não foram significativamente diferentes para biodiesel 117 ± 7% e solução 

aquosa 129 ± 7%, respectivamente, e isso indica que a temperatura adotada para a 

microdestilação é suficiente para volatilizar efetivamente o analito de ambas as 

matrizes. Essa é uma informação importante, pois espera-se que, devido à maior 

solubilidade no meio, seja desfavorecida a volatilização do metanol a partir de 

soluções aquosas. Um experimento de adição e recuperação foi realizado para avaliar 

a volatilização do metanol do biodiesel e a incidência de efeitos de matriz. Com 

exceção de uma amostra proveniente de 93% de óleo de soja, 5% de sebo e 2% de 

óleo de algodão, cuja recuperação foi de 129 ± 9%, as recuperações variaram de 

93 ± 11% a 109 ± 5%, o que indica a eficiência do procedimento de microdestilação, 

a ausência de efeito de matriz e a possibilidade da quantificação de metanol por 

calibração externa.  

Para a avaliação da exatidão, as amostras de biodiesel foram analisadas pelo 

procedimento proposto e aquele desenvolvido anteriormente, já que foi validado  

(item 3.3.1.4) e gerou resultados concordantes com o procedimento oficial baseado 

em  

GC-FID. Os resultados (Tabela 4) foram concordantes a nível de 95% de confiança. 

 
Tabela 4. Quantificação de metanol em biodiesel pelo procedimento proposto e de referência 

Biodiesel  

(matéria-prima)  

Metanol (mg kg–1)* 

Proposto Referência  

100% soja  
340 ± 40  350 ± 40a  

550 ± 10  580 ± 30b  

93% soja / 5% sebo / 2% algodão  
430 ± 40  320 ± 20a 

550 ± 80 500 ± 30b 

90% soja / 10% algodão  
370 ± 40 300 ± 20a 

520 ± 70 470 ± 30b 

  70% soja / 30% sebo 430 ± 90 580 ± 30b 

  90% soja / 10% sebo 360 ± 50 350 ± 40a 

    *Média ± desvio padrão (n = 3). Amostras adicionadas de (a) 300 ou (b) 500 mg kg–1 metanol 
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3.4. Comparação de procedimentos para quantificação de metanol em 

biodiesel 

Os procedimentos propostos para a quantificação de metanol em biodiesel, 

utilizando a estratégia de extração líquido-líquido/derivação química ou 

microdestilação do analito apresentaram vantagens em comparação aos 

procedimentos descritos na Tabela 5. Os procedimentos baseados em GC-FID (103) 

e espectrofotometria/reação enzimática e difusão por membrana (105) requerem 

solventes tóxicos, xileno e n-butanol, respectivamente. Outros aspectos críticos são: 

custo do equipamento (103) e custo e estabilidade das enzimas (105). O procedimento 

baseado em GC-FID com SPME para extração do metanol, utiliza compatibilização 

de matriz para a calibração (11).  

O procedimento para quantificar metanol em biodiesel utilizando extração 

líquido-líquido e derivação química é mais robusto para análises de rotina, além de 

ser bastante simples. O procedimento requer somente de uma câmara de medida, 

fabricada no próprio laboratório, uma câmera de um smartphone e um aplicativo de 

acesso livre para captura e conversão das imagens digitais em valores de RGB.  

O procedimento tem o LD 10 vezes menor que o procedimento que utiliza 

microdestilação. 

Já o procedimento baseado na microdestilação do metanol do biodiesel é 

seletivo, e utilizou um sistema simples e de baixo custo, construído no próprio 

laboratório com tubos Falcon® de 50 mL e Eppendorf® de 1,5 mL. Além de ser de 

baixo custo, devido os materiais utilizados para a construção do sistema de 

microdestilação e por necessitar somente de um reagente, consome ca. 750 vezes 

menos KMnO₄ que o procedimento que utiliza extração líquido-líquido, atendendo aos 

requisitos da química verde por consumir pequenas quantidades de reagente e gerar 

pequenas quantidades de resíduos. Em adição, o procedimento utilizou um banho 

maria que permite que até 8 amostras sejam destiladas simultaneamente.  
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Tabela 5.Principais características dos procedimentos para quantificar metanol em biodiesel  

Procedimento Solvente 

Volume de 

amostra 

(µL) 

Volume de 

resíduo 

(mL) 

Tempo de 

análise 

(min) 

LD 

(mg kg–1) 

Referência 

GC-FID n-butanol 800 >1,0 50 – (103) 

GC-FID/SPME – 1000 1,0 60 60 (11)  

Espectrofotometria/Reação enzimática e 

difusão por membrana 

xileno 100 2,4 5 2 (105)  

Voltametria/Difusão por membrana – 1000 1,25 12 200 (104)  

Extração líquido-líquido/DIP água 1500 1,2 45 10 – 

Microdestilação/DIPa água 200 0,95 40 90 – 

aAté 8 amostras podem ser processadas simultaneamente.  
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3.5. Conclusões 

Os procedimentos propostos são inovadores com relação à utilização de DIP 

obtidas com a câmera de um smartphone para a quantificação de metanol em 

biodiesel. Ambos são alternativas viáveis aos procedimentos descritos na literatura, 

por requererem menores quantidades de reagentes e usarem somente água como 

solvente. Não foram observados efeitos de matriz nos procedimentos, o que possibilita 

o uso de calibração externa com soluções padrão de metanol preparadas em água. 

O procedimento utilizando a microdestilação é atraente por não necessitar da 

derivação química, nem extração líquido-líquido para separar o metanol do biodiesel. 

Além disso, os dois procedimentos possuem faixa linear adequada para determinar o 

limite máximo de metanol 2000 mg kg–1 permitido no biodiesel. Os resultados obtidos 

foram concordantes com os valores de metanol determinados pelos procedimentos 

de referência. 
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4. Procedimento analítico explorando fotometria por imagens digitais e um 

sistema de fase única para quantificar Ca e Mg em biodiesel3 

 

Resumo 

Um procedimento explorando fotometria por imagens digitais (DIP, do inglês Digital-

image photometry) obtidas com a câmera de um smartphone foi desenvolvido para a 

quantificação de Ca e Mg em biodiesel sem extração prévia dos analitos. Um sistema 

em fase única entre amostra e reagentes foi obtido utilizando etanol como solvente 

mediador. O procedimento analítico baseia-se na descoloração de uma solução 

etanólica de Negro de Eriocromo T, em meio alcalino, ocasionada pela formação de 

complexos com íons Ca2+ e Mg2+. O valor do canal R foi utilizado como sinal analítico, 

considerando a complementaridade com a cor da solução de Negro de Eriocromo T. 

O CV (n = 10) e o LD foram estimados em 1,0 % e 3 µmol L–1, respectivamente, com 

uma faixa de resposta linear de 10–75 µmol L–1, descrita pela equação R = 0,612C + 

93,1 (r = 0,999). O procedimento foi seletivo para Ca e Mg, sem interferência de outros 

íons metálicos (Na+, K+, Zn2+, Cu2+, Ni2+, Fe2+ e Fe3+) e componentes da amostra 

(glicerol, metanol e água) em concentrações superiores às esperadas no biodiesel. 

Os efeitos da matriz de biodiesel obtido a partir de diferentes matérias-primas foram 

desprezíveis (recuperações de 90 a 104%), viabilizando a calibração externa com 

soluções padrão preparadas em meio aquo-etanólico. O procedimento requer apenas 

28 µg de Negro de Eriocromo T e 120 µg de NaOH e gera 935 µL de resíduo por 

análise. Os resultados para amostras de biodiesel produzidas a partir de diferentes 

matérias-primas concordaram com os obtidos pelo procedimento de referência, 

baseado em espectrometria de emissão óptica em plasma acoplado indutivamente 

(ICP OES, do inglês Inductively coupled plasma optical emission spectroscopy), após 

o preparo da amostra por quebra de emulsão, demonstrando que o procedimento 

proposto é uma alternativa viável para quantificação de Ca e Mg em biodiesel. 

 

Palavras-chave: Controle de qualidade de biodiesel. Transesterificação. Catálise 

heterogênea. 

                                                           
3 SOARES, S.; FERNANDEZ, G. M.; MORAES, L. M. B; BATISTA, A. D.; ROCHA, F. R. P. Single-phase determination 
of calcium and magnesium in biodiesel using smartphone-based digital images. Fuel, v. 307, art. 121837, 2021. 
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Abstract 

A single-phase procedure exploiting smartphone-based DIP was proposed for the 

quantifications of Ca and Mg in biodiesel, without analyte extraction, by exploiting 

ethanol as mediator solvent. The analytical procedure is based on discoloration of an 

alkaline Eriochrome Black T (EBT) ethanolic solution due to the formation of Ca2+ and 

Mg2+ complexes. Analytical signals were based on the responses at the R channels 

(RGB color system), considering the complementarity with the color of the EBT 

solution. CV (n = 10) and LD were estimated as 1.0 % and 3 µmol L–1, respectively, 

with a linear response from 10 to 75 µmol L–1, described by equation R = 0.612C + 

93.1 (r = 0.999). The procedure was selective for calcium and magnesium, without 

interference from other metal ions (Na+, K+, Zn2+, Cu2+, Ni2+, Fe2+, and Fe3+) and 

sample components (glycerol, methanol and water) in concentrations higher than 

those expected to be found in biodiesel. Matrix effects for biodiesel obtained from 

different raw materials were negligible (recoveries from 90 to 104%), allowing to exploit 

external standard calibration with ethanolic reference solutions. The procedure 

requires only 28 µg EBT and 120 µg NaOH and generates 935 µL of waste per 

analysis. Results agreed with those obtained by ICP-OES after sample preparation by 

emulsion break, demonstrating the viability of the proposed procedure for the 

quantification of Ca and Mg in biodiesel.  

 

Keywords: Biodiesel quality control. Transesterification. Heterogeneous catalysis. 
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4.1. Introdução 

O biodiesel é usualmente produzido pela transesterificação de triglicerídeos 

com metanol na presença de um catalisador homogêneo, como os hidróxidos de sódio 

ou potássio (112). Entretanto, outras rotas catalíticas vêm sendo estudadas, como a 

catálise heterogênea com óxidos de Ca ou Mg impregnados em zeólitas (113–115). 

Esse processo oferece diversas vantagens em relação à catálise homogênea, como 

a possibilidade de reutilização do catalisador e, consequentemente, a redução da 

geração de resíduos e de custos. Esses catalisadores também têm possibilitado a 

utilização de matérias-primas de menor qualidade, com alto teor de ácidos graxos 

livres (113–115).  

Devido ao uso desses catalisadores, resíduos de Ca e Mg podem ser 

encontrados no biodiesel e a norma brasileira estabelece que a soma das 

concentrações dessas espécies deve ser inferior a 5 mg kg–1, pois valores maiores 

podem ocasionar corrosão e obstrução de partes do motor (2). O procedimento oficial 

para quantificar Ca e Mg em biodiesel é baseado em ICP OES e utiliza querosene, 

um solvente tóxico, para diluir a amostra (2). Procedimentos alternativos ao 

procedimento oficial foram desenvolvidos, mas a grande maioria requer equipamentos 

de alto custo e/ou estratégias laboriosas para o preparo da amostra (116–121) e 

solventes tóxicos, como xileno (120), isopropanol (122) e clorofórmio (123). 

Procedimentos de custos mais acessíveis também já foram desenvolvidos, 

explorando análises em fluxo e detecção espectrofotométrica (122) e colorimetria em 

papel (124), porém requerem a extração dos analitos (122) ou a formação de emulsão 

(124).  

Neste contexto, visando simplificar a quantificação de Ca e Mg em biodiesel, 

propôs-se desenvolver um procedimento em fase única utilizando o etanol como 

solvente mediador e detecção por fotometria com imagens digitais obtidas com 

smartphone.  

 

4.2. Parte experimental  

4.2.1. Equipamentos e acessórios 

Um Iphone (SE) equipado com uma câmera de 8 megapixels com abertura de 

lente de f/2.2 e o aplicativo PhotoMetrix®1.8. (106) foram utilizados para captura das 

imagens e conversão ao sistema RGB. A captura das imagens foi realizada sob 
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iluminação controlada, utilizando uma câmara construída no próprio laboratório, 

constituída por uma caixa de isopor com dimensões de 190 x 210 x 125 mm de altura, 

comprimento e largura, respectivamente, e uma lâmpada de 30 LEDs (intensidade 

luminosa de 50 lux) acoplada ao fundo (Figura 5, item 3.2.1.1). A câmera do 

smartphone foi posicionada a 5,0 cm do tubo Eppendorf® contendo as soluções para 

a medida analítica.  

Os espectros de absorção UV-Vis foram adquiridos com espectrofotômetro 

multicanal (Ocean Optics®, EUA) com uma cubeta de quartzo de caminho óptico de 

1 cm. 

 

4.2.2. Reagentes e soluções 

As soluções foram preparadas utilizando reagentes e solventes de grau 

analítico e água deionizada (resistividade > 18 MΩ cm), em balões volumétricos. 

Solução de Negro de Eriocromo T (NET) 2,0 mmol L–1 foi preparada pela 

dissolução de 0,046 g do reagente (Sigma-Aldrich) em 50 mL de etanol anidro. Uma 

solução estoque de NaOH 0,50 mol L–1 (Merck) foi preparada pela dissolução do 

reagente (Merck) em água e padronizada por volumetria ácido-base. A solução de 

trabalho de NaOH 50 mmol L–1 foi preparada por diluição da solução estoque em 

etanol anidro.  

Soluções padrão de Ca e Mg 20 mmol L–1 foram preparadas a partir de CaCO3 

e MgO (Alfa Aesar) com dissolução em HCl. Soluções padrão de 3–75 µmol L–1 foram 

preparadas por diluição dessas soluções em etanol anidro. 

Amostras de biodiesel produzidas a partir de diferentes matérias-primas (óleos 

de soja e de algodão e gordura animal) foram obtidas diretamente das usinas de 

produção. 

 

4.2.3. Procedimento  

O procedimento analítico, representado na Figura 20, foi realizado em um tubo 

Eppendorf® de 1,5 mL, adicionando 150 μL da solução padrão ou amostra  

(diluída 1:5 v/v em etanol) (Figura 20a), 700 μL de etanol anidro e 25 μL de NET  

2,0 mmol L–1 (Figura 20b), seguido de agitação manual. Posteriormente, foi adicionado 

30 μL da solução de NaOH 50 mmol L–1 nos tubos contendo as soluções padrão e  
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60 μL naqueles contendo as amostras. Após 5 min de reação (Figura 20c), as medidas 

analíticas foram realizadas (Figura 20d).  

As medidas fotométricas foram baseadas na intensidade da radiação refletida, 

com uma região de interesse de 32 × 32 pixels, nas condições descritas no item 4.2.1. 

Os valores do canal R do sistema RGB foram utilizados diretamente como o sinal 

analítico. Soluções preparadas com a substituição da amostra por etanol anidro foram 

usadas para medida dos sinais de referência. 

 

Figura 20. Etapas do procedimento analítico para a quantificação de Ca e Mg. a) amostra, 
b) amostra + etanol + NET, c) amostra + etanol + NET + NaOH e d) medidas analíticas. 

 

 

 

4.2.4. Procedimento de referência 

 O procedimento de referência foi baseado em ICP OES (Thermo Scientific, 

modelo iCAP7400 Duo, USA) com medidas realizadas na visão axial (117), nas 

condições recomendadas pelo fabricante, após extração de Ca e Mg de amostras de 

biodiesel utilizando quebra de emulsão (119). Esse procedimento foi realizado 

adicionando em tubos Falcon® de 15 mL, 1 mL de biodiesel, 2,0 mL de solução de 

Triton X-114 7,5 %(m/v) preparada em HNO3 2,1 mol L–1 e 9 mL de água. As misturas 

foram agitadas por 60 min, centrifugadas por 5 min e aquecidas a 90 °C (10 min) em 

banho-maria até a quebra da emulsão (119). Em seguida, 9,8 mL das fases aquosas 

foram coletadas e, em cada extrato, foi adicionado 200 μL de uma solução de ítrio  

100 mg L–1 como padrão interno. O sinal analítico foi calculado como a razão entre as 
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intensidades das linhas de emissão do Ca (317,933 nm) ou Mg (279,533 nm) e do ítrio 

(371,030 nm). 

4.3. Resultados e Discussão 

4.3.1. Aspectos gerais 

A quantificação de Ca e Mg foi baseada na descoloração de uma solução de 

NET, devido à formação dos complexos correspondentes. Em pH entre 8–12 

predomina a forma azul da espécie HEBT2-, como mostra a Figura 21. A formação dos 

complexos com Ca2+ e Mg2+ é termodinamicamente favorável (Kf [Ca(NET)2]4-  

= 2,5x105 e Kf [Mg(NET)2]4-  = 1,0x107) e, nessa faixa de pH, resulta na alteração da 

coloração da solução de azul para lilás (complexo vermelho + excesso do EBT azul). 

(122,125). A formação do complexo com Mg2+ é representada pela Eq. 12. 

 

Figura 21. Diagrama de distribuição das espécies de NET em função do pH. Coloração da 
solução: H2NET- (vermelho), HNET2- (azul) e NET3- (laranja) 
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(12) 

 

 

 

 

 

A quantificação de Ca e Mg pode ser baseada no monitoramento da formação 

do complexo vermelho ou diminuição da concentração de NET. Os espectros de 

absorção da solução de NET (Figura 22a) e dos complexos formados com o Ca e Mg 

(Figura 22b), correspondem às regiões espectrais relacionadas aos canais R e B do 

sistema RGB, referentes às cores complementares da solução de NET e dos 

complexos formados, respectivamente. A resposta analítica no canal R (descoloração 

da solução de NET) corresponde a ca. 80% da variação total da resposta no sistema 

RGB, que resulta em maior sensibilidade analítica. Além disso, com as medidas 

analíticas baseadas na descoloração da solução de NET, as diferenças inerentes de 

absortividade molar dos complexos não afetam a resposta analítica, o que é vantajoso 

para a quantificação da quantidade total de Ca e Mg. Dessa forma, as intensidades 

da radiação refletida, medidas em valores de R, foram consideradas como sinal 

analítico e diretamente correlacionadas com a concentração de Ca e Mg em biodiesel. 
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Figura 22. Espectros de absorção da solução de NET (a) e do complexo [Ca(NET)2]4- (b). São 
indicadas as faixas espectrais cobertas pelos canais B e R do sistema RGB. A fotografia 
inserida refere-se aos tubos de medida contendo I) solução de NET e II) solução de NET mais 
complexo [Ca(NET)2]4- 

 

 

Foi inicialmente avaliada a viabilidade de utilizar uma solução ácida para a 

extração do Ca e do Mg das amostras de biodiesel, porém foi observada a formação 

de emulsão, dificultando a separação de fases. Diante disso, para evitar a morosa 

extração dos analitos, foi utilizado o etanol anidro como solvente mediador, visando 

formar uma única fase entre a amostra e os reagentes. Para a formação do sistema 

em fase única, as soluções de NET e NaOH foram preparadas em meio etanólico e 

as amostras de biodiesel foram diluídas 1:5 v/v nesse solvente. A diluição da amostra 

também contribui para minimizar efeitos de matriz, o que é importante devido às 

diferentes matérias-primas utilizadas para a produção do biodiesel.  
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4.3.2. Otimização  

O procedimento foi otimizado pelo método univariado, com o objetivo de 

maximizar a resposta analítica e reduzir o consumo de reagentes e a geração de 

resíduos. Foram avaliados os efeitos dos volumes de amostra, das soluções de NaOH 

e de NET e do tempo de reação. Com base em experimentos preliminares, foram 

fixadas as concentrações de NaOH 50 mmol L–1 e NET 2,0 mmol L–1 e os 

experimentos foram realizados com 300 µmol L–1 Mg2+ e 300 µmol L–1 Ca2+. Devido 

às respostas analíticas serem baseadas na descoloração da solução de NET foi 

utilizado um excesso do reagente.  

A otimização da quantidade de NaOH (Figura 23) é importante, pois é 

necessário trabalhar na faixa de pH 6,3 – 11,6, para favorecer a formação do complexo 

do NET com os analitos e assegurar a predominância do complexante na forma 

(HNET2-, azul), promovendo a mudança de coloração da solução com a formação dos 

complexos. A maior diferença entre os sinais analítico e de referência foi alcançada 

com 30 µL de solução de NaOH 50 mmol L–1. Com volumes menores, o pH do meio 

se encontrava muito próximo de 6,3 e volumes maiores resultaram em pH maior do 

que 11, o que ocasionou a diminuição do sinal analítico, devido à precipitação dos 

analitos como hidróxidos. O pH do biodiesel é ca. 6,0 (126), o que torna necessária a 

adição de 60 µL de NaOH 50 mmol L–1 para ajustar o pH na faixa de 6,3-11,6.  

Para evitar a adição de volumes distintos de solução de NaOH nas amostras e 

padrões, foi avaliado o ajuste de pH com soluções tampão amônia/amônio e 

tris(hidroximetil)aminometano/HCl, preparadas em etanol, mas essas não foram 

efetivas para o ajuste de acidez à faixa apropriada.  
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Figura 23. Efeito do volume de solução de NaOH na resposta analítica: (a) Mg 300 µmol L–1, 
(b) Ca 300 µmol L–1 e (c) referência. Condições experimentais: 100 µL de amostra, 700 µL de 
etanol, concentração de NaOH: 50,0 mmol L–1, 75 µL de NET 2,0 mmol L–1 e tempo de reação 
de 10 min. Valores referem-se à média ± desvio padrão (n = 3) 
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O efeito do volume da solução de NET 2,0 mmol L–1 foi avaliado visando 

assegurar o excesso de reagente necessário para a formação dos complexos e 

medida analítica (Figura 24). Volumes menores que 25 µL não foram avaliados, com 

o intuito de minimizar riscos de erros sistemáticos. Embora uma resposta mais alta 

tenha sido obtida para 50 μL, uma maior diferença entre os sinais analítico e de 

referência foi observada com 25 μL. Então, foi definido 25 µL como volume ótimo, pois 

essa condição já assegurava um excesso de 2 vezes do reagente em relação ao 

analito, quantidade remanescente para as medidas analíticas e diferença significativa 

entre os sinais analítico e referência. 
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Figura 24. Efeito do volume de solução de NET na resposta analítica: (a) Mg 300 µmol L–1, 
(b) Ca 300 µmol L–1 e (c) referência. Condições experimentais: 100 µL de amostra, 700 µL de 
etanol, 30 µL de NaOH 50,0 mmol L–1, NET 2,0 mmol L–1 e tempo de reação de 10 min. Valores 
referem-se à média ± desvio padrão (n = 3) 
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Figura 25. Efeito tempo de reação na resposta analítica: (a) Mg 300 µmol L–1, (b) Ca 300 µmol 
L–1 e (c) referência. Condições experimentais: 100 µL de amostra, 700 µL de etanol, 30 µL de 
NaOH 50,0 mmol L–1, 25 µL de NET 2,0 mmol L–1. Valores referem-se à média ± desvio padrão 
(n = 3) 
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4.3.3. Avaliação de robustez 

Para avaliar a robustez do procedimento desenvolvido, foi aplicado um 

planejamento fatorial completo 23, utilizando como variáveis os volumes da solução 

de NET e de NaOH e o tempo de reação. Os níveis das variáveis foram definidos 

variando as condições ótimas (25 µL de NET 2,0 mmol L−1, 30 µL de NaOH 

50 mmol L−1 e tempo de reação de 5 min) em 5%. A análise de variância (ANOVA) 

demonstrou que, a nível de 95% de confiança, o efeito do volume da solução de NET 

é significativo, conforme mostra o gráfico de Pareto (Figura 26). Isso indica que 

variações no volume da solução de NET afetam a resposta analítica e que essa 

variável deve ser cuidadosamente controlada. Os efeitos das demais variáveis não 

foram significativos, indicando a robustez do procedimento. 
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Figura 26. Gráfico de Pareto referente ao planejamento fatorial completo 23 para avaliação 
de robustez do procedimento desenvolvido 

 

 

4.3.4. Características analíticas 

Nas condições otimizadas, foram obtidos CV de 1,0% (40 µmol L–1 Ca, n=10) e 

LD de 3 µmol L–1, estimado como a menor concentração de analito que produziu uma 

resposta analítica significativamente diferente do sinal de referência (ou seja, o valor 

R obtido na ausência dos analitos) com 95% de confiança. Esse LD é concordante 

com o valor estimado a partir dos parâmetros de regressão linear (2,97 µmol L–1) 

(127). A resposta analítica foi linear de 10–75 µmol L–1 (equivalente a 2,3–17 mg kg−1 

Ca ou 1,4–10 mg kg−1 Mg em biodiesel), descrita pela equação R = 0,612C + 93,1 

(r = 0,999). A linearidade da curva de calibração foi confirmada pelo teste lack-of-fit 

(128) com nível de confiança 95%, resultando em Fcal = 2,70 (Ftab = 3,71).  

A reprodutibilidade (precisão interdia) foi avaliada a partir de curvas de calibração 

obtidas em diferentes dias (n = 7), resultando em variações dos coeficientes angulares 

de 3,5%. O procedimento consome apenas 25 µg de NET e 120 µg de NaOH e gera 

ca. 935 µL de resíduo por análise. 

Foi avaliado o efeito de outros componentes da amostra e íons metálicos na 

quantificação de Ca (25 µmol L–1) e Mg (25 µmol L–1). Considerando uma variação de 

sinal inferior a 5%, glicerol, metanol e água não interferiram nos limites máximos 

permitidos em biodiesel (200 mg kg–1, 2000 mg kg–1 e 500 mg kg–1 (8), 

respectivamente) (8). Na+ e K+ não interferiram em excesso de até 100 vezes; Zn+2 e 
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Cu+2 em excesso de até 50 vezes e Ni+2 em excesso de até 20 vezes em relação à 

concentração do analito. Efeitos mais críticos foram observados para Fe+2 e Fe+3, que 

são tolerados em excesso de até 3 vezes em relação aos analitos. Todos esses íons 

metálicos são tolerados em concentrações significativamente maiores do que as 

esperadas em biodiesel (8). 

As curvas de calibração construídas usando soluções padrão preparadas a 

partir de Ca, Mg ou Ca mais Mg em quantidades equimolares  

(Figura 27) mostraram parâmetros de regressão linear semelhantes, ou seja,  

Ca: R = (0,61±0,02)C + (82,0±1,2); Mg: R = (0,62±0,02)C+ (84,4±0,9); Ca+Mg: 

R = (0,61±0,03)C + (82,2±1,4). Como as inclinações não são estatisticamente 

diferentes, uma curva de calibração construída com soluções padrão preparadas a 

partir de um analito pode ser utilizada para quantificar ambas as espécies ou a 

quantidade total, conforme estabelecido pela legislação (8). 

 

Figura 27. Curvas de calibração construídas com soluções padrão de Ca, Mg e Ca + Mg em 
quantidades equimolares 
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Recuperações de 90 a 104% foram obtidas para amostras de biodiesel 

produzidas a partir de diferentes matérias-primas, enriquecidas com Ca (Tabela 6). 

Adicionalmente, recuperações de Ca e Mg de 96 a 120% foram estimadas em 

diferentes amostras comerciais de biodiesel (Tabela 7), o que indica a ausência de 

efeitos de matriz.  

Para avaliar a exatidão, Ca e Mg foram adicionados às amostras e as 

concentrações obtidas pelo procedimento proposto e de referência (117) (Tabela 8) 

foram comparadas pelo teste t pareado. O valor obtido (0,74) foi menor que o valor 

crítico (2,35), indicando que os resultados são concordantes a nível de 95% de 

confiança. 

 

Tabela 6. Recuperações de Ca adicionado em amostras de biodiesel obtidas de diferentes 
matérias-primas  

Matéria-primaa 

%(v/v) 

Ca (μmol L–1)* 

Recuperação (%) 

Adicionado  Encontrado 

Soja/algodão 

(90/10) 

100 104 ± 10 104 ± 10 

300 

100 
287 ± 25 

90 ± 8 

96 ± 8 

90 ± 8 
Soja (100) 

300 287 ± 20            96 ± 7 

Soja/sebo (70/30) 300 296 ± 17 99 ± 6 

aAmostras diluídas 5 vezes conforme descrito na seção 4.2.3; *Média ± desvio padrão (n = 3) 
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Tabela 7. Recuperações de Ca e Mg em amostras de biodiesel. Amostras com adições de Ca 
100 μmol L–1 (amostra 1) e 300 μmol L–1 (amostra 2) ou Mg 170 μmol L–1 (amostras 3-5) e  
340 μmol L–1 (amostra 6) e com quantidades equimolares de Ca e Mg (amostras 7–10) 

            

Amostraa  

Ca ou Mg (μmol L–1)*  

        Recuperado (%) 

Adicionado  Encontrado 

1 100 111 ± 9 111 ± 9 

2 300 359 ± 33     120 ± 11 

3 170 185 ± 2   109 ± 5 

4 170 195 ± 2 115 ± 1 

5 170 163 ± 9               96 ± 5 

6 340 335 ± 22 99 ± 6 

7 170/170b 351 ± 31 103 ± 9 

8 150/150b 275 ± 31 92 ± 10 

9 150/150b 302 ± 23 101 ± 8 

10 100/100b 208 ± 6 104 ± 3 

aAmostras diluídas 5 vezes conforme descrito na seção 4.2.3; b. Quantidades equimolares de Ca e Mg. 
*Média ± desvio padrão (n = 3) 

 

 

Tabela 8. Quantificação de Ca e Mg em biodiesel pelos procedimentos proposto e de 
referência. Amostras com adições Ca 300 μmol L–1 (amostra 1 e 2) ou Mg 300 e 500 μmol L– 1  
(amostra 3 e 4)  

Ca e Mg (μmol L–1)* 

Amostraa 
Procedimento proposto  Procedimento de referência (117) 

1 324 ± 1 

330 ± 3 

325 ± 2 

529 ± 3 

 235 ± 1 

302.6 ± 0.2 

370.8 ± 0.5 

517 ± 1 

2  

3  

4  

aAmostras diluídas 5 vezes conforme descrito na seção 4.2.3. *Média ± desvio padrão (n = 3) 
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Algumas características de procedimentos propostos para a quantificação de 

Ca e Mg em biodiesel são mostradas na Tabela 9. Os procedimentos baseados em 

ICP OES (116–118) e especialmente em ICP-QMS/QMS (120) requerem 

equipamentos de alto custo, além de estratégias laboriosas para o preparo da amostra 

e solventes tóxicos, como xileno (120), isopropanol (122) e clorofórmio (123). Já o 

procedimento proposto utiliza somente etanol, que é um solvente amplamente 

disponível, de menor custo e mais ambientalmente amigável. O procedimento 

proposto possui um limite de quantificação (LQ) maior do que os procedimentos 

citados na Tabela 9, porém atende ao limite estabelecido pela ANP (5 mg kg–1) (8).  

A precisão do procedimento proposto é melhor que as reportadas nos procedimentos 

listados na Tabela 9 (116–124). O procedimento desenvolvido é também atrativo 

considerando o baixo consumo de reagentes e solventes, praticidade/simplicidade de 

execução e o uso de instrumentação de baixo custo e fácil acesso. 
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Tabela 9. Características analíticas de procedimentos para a quantificação de Ca e Mg em biodiesel  

Procedimento 
  Resposta linear (mg kg–1) LD (mg kg–1) 

CV (%) 
Reagentes/prepa

ro de amostra 
Referência 

Ca Mg Ca Mg 

APE/ICP OES 0,5–13,0 0,5–13,0 0,06 0,05 < 2 HNO3 (116) 

Emulsão/ICP OES – – – – < 8 
HNO3 e Triton X-

100 
(117) 

Digestão-microondas/ICP OES – – 0,40 0,02 – HNO3 e H2O2 (118) 

Bloco de digestão/ICP OES – – 0,78 0,04 – 
HNO3, H2SO4 e 

H2O2 
(118) 

Quebra de emulsão/ICP OES 0,5–2,0 0,1–0,5 0,016 0,0045 18 
HNO3 e Triton X-

114 
(119) 

Diluição/ICP-QMS/QMS – – 
0,0001

2 

0,0000

4 
2.5 Xileno (120) 

Microemulsão/FAAS – – 0,125 0,034 4 
HNO3 e Triton X-

100 
(121) 

Microextração líquido-líquido em 

Fluxo/Espectrofotometria 

2,0–20,0 

 
1,2–12 0,6 0,4 5 Isopropanol (122) 

Emulsão/Dispositivo colorimétrico 

em papel 
1,0–15,0 1–15 0,3 0,3 12 

Acetato de amônio 

(pH = 4.73) 
(124) 

Eletroforese capilar 0,25–5,00 0,25–5,0 0,06 0,02 < 5 
HNO3 e 

clorofórmio 
(123) 

Este trabalho 0,40–3,00 0,24–1,8 0,12 0,07 1,0 Etanol – 

APE: Extração por fase de aerossol; FAAS: Espectrometria de absorção atômica com chama.  
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4.4. Conclusões 

O procedimento analítico proposto é inovador por viabilizar a quantificação de 

Ca e Mg em biodiesel, sem o procedimento de extração, explorando um sistema de 

fase única. Também se destaca pela simplicidade, praticidade e portabilidade devido 

à detecção por DIP obtidas com um smartphone, e por ser um procedimento analítico 

limpo, por utilizar pequenas quantidades de reagentes e, consequentemente, ter baixa 

geração de resíduos. Além disso, utiliza somente etanol para diluir a amostra e 

preparar as soluções padrão para calibração externa, não sendo observados efeitos 

de matriz. Outros componentes da amostra (glicerol, metanol e água) e outros íons 

metálicos (Na+, K+, Zn2+, Cu2+, Ni2+, Fe2+ e Fe3+) não interferem na quantificação de 

Ca e Mg, mesmo em quantidades superiores às esperadas no biodiesel. A robustez 

do procedimento proposto foi demonstrada pela precisão interdia, com variações de 

inclinação aceitáveis (menores que 3,5%). As características analíticas (linearidade, 

LQ, exatidão e precisão) indicam que o procedimento proposto é uma alternativa 

viável e atraente para a quantificação de Ca e Mg em biodiesel. 
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5. Calibração multi-energia para contornar efeitos de matriz na quantificação 

de índice de iodo e glicerol livre em biodiesel 4 

 

Resumo 

O risco de efeitos de matriz na análise de biodiesel é signficativo, pois produtos de 

diferentes matérias-primas ganharam mercado mundial. A calibração multi-energia é 

uma estratégia já explorada com sucesso para minimizar efeitos de matriz em análises 

elementares e tem grande potencial para aplicações envolvendo espectrofotometria 

molecular. Neste capítulo da Tese, propõe-se o desenvolvimento de procedimentos 

espectrofotométricos com calibração multi-energia para a quantificação de índice de 

iodo e glicerol livre em biodiesel produzido de diferentes matérias-primas, visto que 

efeitos de matriz foram previamente observados em procedimentos 

espectrofotométricos para a quantificação desses parâmetros. A estratégia 

apresentou resultados mais exatos, com valores de raiz quadrada do erro médio 

quadrático de previsão (RMSEP, do inglês Root mean square error of prediction) de 

6,0 para índice de iodo e 8,0 para glicerol livre, em comparação a calibração externa 

(RMSEP de 45,6 para glicerol livre e 18,8 para índice de iodo) e o procedimento de 

adições de padrão (RMSEP de 25,3 para glicerol livre e 21,1 para índice de iodo). 

Além disso, os resultados concordaram com os obtidos pelo procedimento de 

referência a nível de confiança de 95%, o que não foi observado para calibração 

externa (glicerol livre) e procedimento das adições de padrão (índice de iodo). CV  

(n = 8) e LD (99,7% de confiança nível) foram estimados em 1,7% e 5 g I2/100 g (índice 

de iodo) e 3,0% e 10 mg kg−1 (glicerol livre), que são comparáveis ou melhores do que 

os obtidos nos procedimentos propostos anteriormente. Assim, a estratégia de 

calibração é uma alternativa viável para o controle de qualidade do biodiesel, com 

destaque por superar efeito de matriz, simplicidade, praticidade e por atender aos 

requisitos da química verde. 

 

Palavras-chave: Espectrofotometria UV-Vis. Efeitos de matriz. Procedimentos de 

calibração. Transesterificação. 

 

  

                                                           
4 SOARES, S.; ROCHA, F. R. P. Multi-energy calibration to circumvent matrix effects in the determination  
of biodiesel quality parameters by UV-Vis spectrophotometry. Talanta, v. 209, art. 120584, 2020. 

https://bv.fapesp.br/pt/publicacao/176164/multi-energy-calibration-to-circumvent-matrix-effects-in-the/
https://bv.fapesp.br/pt/publicacao/176164/multi-energy-calibration-to-circumvent-matrix-effects-in-the/
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Abstract 

In biodiesel analysis, the risk of matrix effects in analytical procedures for quality 

control has increased, as products from different raw materials have gained the world 

market. The multi-energy calibration (MEC), successfully exploited to minimize matrix 

effects in spectrometric elemental analysis, has also a great potential for applications 

involving molecular spectrometry. This Thesis chapter describes the exploitation of 

MEC in spectrophotometric procedures to quantify iodine index and free glycerol in 

biodiesel produced from different raw materials. The strategy yielded more accurate 

results (RMSEP values of 6.0 for iodine index and 8.0 for free glycerol) than both 

external standard calibration (RMSEP of 45.6 for free glycerol and 18.8 for iodine 

index) and the standard additions method (RMSEP of 25.3 for free glycerol and  

21.1 for iodine index). Moreover, results agreed with those obtained by the reference 

procedures at the 95% confidence level, which was not observed for external standard 

calibration (free glycerol quantification) and for the standard additions method (iodine 

value quantification). CV (n = 8) and LD (99.7% confidence level) were estimated at 

1.7% and 5 g I2/100 g (iodine value) and 3.0% and 10 mg kg−1 (free glycerol), which 

are comparable to or better than those achieved by using previously proposed 

methods. Thus, the calibration strategy is a viable alternative for biodiesel quality 

control, circumvent matrix effect, with simplicity, practicality, and environmental 

friendliness. 

 

Keywords: UV–Vis spectrophotometry. Matrix effects. Calibration methods. 

Transesterification. 
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5.1. Introdução 

Diferentes estratégias de calibração são utilizadas em análises químicas 

instrumentais, com destaque para a calibração externa (EC, do inglês External 

standard calibration), usualmente com compatibilização de matriz, e o método de 

adição de padrão (SAM, do inglês Standard additions method). EC é a estratégia mais 

usual, quando não existem evidências de efeitos de matriz, ou quando é possível a 

compatibilização de matriz, i.e. preparar soluções padrão simulando a matriz da 

amostra (129). Porém, nem sempre isso é possível e usualmente não se conhece a 

composição da amostra ou a matriz varia dentro de um mesmo lote de amostras (130). 

O método SAM é o mais utilizado para contornar efeitos de matriz, sendo usual na 

análise de amostras complexas. Essa estratégia de calibração consiste em preparar 

as soluções padrão diretamente no meio da amostra, mantendo a fração volumétrica 

da amostra constante, assegurando que todas as soluções tenham a mesma 

composição de matriz. A curva de calibração é construída com as respostas analíticas 

(eixo y) em função da concentração do analito adicionada na amostra (eixo x) e a 

concentração do analito é determinada por extrapolação (131). Porém, o método SAM 

é uma estratégia morosa e, diante disso, novas estratégias de calibração têm sido 

propostas para superar efeitos de matriz e para obter resultados analíticos confiáveis. 

Nesse contexto, destaca-se uma estratégia relativamente recente, denominada 

calibração multi-energia (MEC), discutida em maiores detalhes no item 1.4 desta 

Tese. MEC tem sido aplicada com sucesso a diversas técnicas espectrométricas 

atômicas (96,97,99,132) e, recentemente, a estratégia foi aplicada em espectrometria 

molecular UV-Vis e fluorescência (102), utilizando soluções modelo. Nesse trabalho, 

destacou-se a necessidade de estudos adicionais para avaliar a aplicabilidade do 

MEC em amostras com matrizes complexas.  

Devido à variedade de matérias-primas utilizadas para a produção de biodiesel, 

alguns procedimentos analíticos, especialmente aqueles envolvendo 

espectrofotometria UV-Vis, requerem estratégias laboriosas para contornar efeitos de 

matriz. Esse é o caso do procedimento para a quantificação de índice de iodo, em que 

são necessárias informações sobre a matéria-prima e proporções utilizadas na 

produção do biodiesel para a compatibilização de matriz (4). Da mesma forma, a 

quantificação de glicerol livre é realizada pelo método SAM visando contornar efeitos 

de matriz (6).  
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Considerando os efeitos de matriz observados em procedimentos 

espectrofotométricos para o controle de qualidade de biodiesel, a estratégia MEC foi 

avaliada para contornar os efeitos de matriz na quantificação de índice de iodo (4) e 

de glicerol livre (6) em biodiesel. O índice de iodo se refere ao grau de insaturação 

dos ésteres alquílicos do biodiesel e está relacionado à estabilidade do biocombustível 

à oxidação, já o glicerol é um subproduto da reação de transesterificação e a sua 

concentração no biodiesel é um importante parâmetro de qualidade. Acima de 

200 mg kg–1 glicerol, podem ocorrer danos ao motor e emissão de gases tóxicos à 

atmosfera (2). 

 

5.2. Parte experimental  

5.2.1. Equipamentos e acessórios 

Os procedimentos analíticos foram realizados em tubos Falcon® de 15 mL. Um 

vortex (Nova instruments/1800 rpm) com capacidade para 9 tubos Falcon® de 15 mL 

e uma centrífuga (Quimis, model 6222T108) foram utilizados para favorecer a mistura 

e a separação das fases.  

Os espectros de absorção UV-Vis foram adquiridos com espectrofotômetro 

multicanal (Ocean Optics®, EUA) com uma cubeta de quartzo de caminho óptico  

de 1 cm. 

 

5.2.2. Reagentes e soluções 

Soluções foram preparadas utilizando reagentes e solventes de grau analítico 

e água deionizada (resistividade > 18 MΩ cm), em balões volumétricos. 

Para a quantificação de glicerol livre em biodiesel, a solução tampão 

acetato/ácido acético (pH 5,5) foi preparada pela diluição de 25 mL de ácido acético 

glacial (99,7%) e dissolução de 38,5 g de acetato de amônio (Merck) em 250 mL de 

água deionizada. Soluções de acetilacetona 1,0 mol L–1 (Sigma-Aldrich) e 

metaperiodato de sódio 0,020 mol L–1 (Merck) foram preparadas pela dissolução de 

5,000 g e 0,214 g dos reagentes em 50 mL de tampão acetato, respectivamente. 

A solução de acetilacetona foi preparada 2 h antes de ser utilizada. Solução estoque 

de glicerol 10 g L−1 foi preparada por diluição do reagente 85 %(m/v) (Merck) em 

etanol, e a solução padrão de glicerol 250 mg L−1 foi preparada pela diluição da 

solução estoque também em etanol. 
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Soluções padrão de glicerol (20–220 mg L−1) utilizadas nos métodos EC e SAM 

foram preparadas a partir da diluição da solução estoque em etanol.  

Para a quantificação de índice de iodo em biodiesel, a solução de  

triiodeto 0,6 mmol L–1 foi preparada pela dissolução de 15 mg de I2 (Merck) em  

15 mL de etanol, seguida da adição de 1,7 g de iodeto de potássio (Sigma-Aldrich), 

avolumando para 100 mL com água. Como um padrão de índice de iodo em biodiesel 

não está disponível comercialmente, foi utilizado um biodiesel de referência, cujo valor 

de índice iodo (100 g I2/100 g) foi determinado pelo procedimento volumétrico de 

referência (12). Hexano foi utilizado em substituição à amostra/biodiesel padrão para 

a medida do sinal de referência. 

As soluções padrão utilizadas nos métodos de EC e SAM (15 a 100 g I2/100 g) 

foram preparadas a partir da diluição do biodiesel padrão em hexano.  

Amostras de biodiesel de diferentes matérias-primas (óleos de soja e algodão 

e gordura animal) foram obtidas diretamente das usinas de produção. 

 

5.2.3. Procedimentos 

Ambos os procedimentos foram conduzidos em tubos Falcon® de 15 mL. 

Para a quantificação de glicerol livre em biodiesel por MEC, a solução 1 foi 

preparada pela mistura de 50 µL de biodiesel e 50 µL da solução padrão de glicerol 

250 mg L–1, e a solução 2 pela mistura de 50 µL de biodiesel e 50 µL de etanol. 

Posteriormente, foi adicionado 200 µL da solução de metaperiodato de sódio 

20 mmol L–1 e a mistura foi agitada utilizando um vortex por 5 min, para extração do 

glicerol livre do biodiesel para a fase aquosa e oxidação a formaldeído. Após agitação, 

sem a remoção da fase orgânica, 500 µL da solução de acetilacetona 1,0 mol L–1 e 

2,5 mL de água foram adicionados. Depois de 10 min de reação, a mistura foi 

centrifugada por 2 min para separação das fases. A fase aquosa foi removida  

com uma pipeta e transferida para uma cubeta. A medida do produto 3,5-diacetil-1,4-

dihidrolutidina foi realizada em um espectrofotômetro UV-Vis, entre 420-490 nm ou 

nos comprimentos de onda de 410, 430, 440, 450 e 460 nm, tomando como referência 

uma solução obtida de forma análoga, porém substituindo a amostra de biodiesel por 

etanol. 
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As amostras também foram analisadas pelos métodos EC e SAM sob 

condições de reação semelhantes (diluição da amostra, volumes de reagentes e 

tempos de reação), mas usando 100 μL de amostra ou soluções padrão de glicerol 

para o método EC e 50 μL de amostra de biodiesel mais 50 μL de soluções padrão de 

glicerol para o método SAM. As medidas de absorbância foram realizadas em 410 nm. 

Para a quantificação de índice de iodo, a solução 1 foi preparada pela mistura 

de 250 µL de amostra de biodiesel, 250 µL de hexano e 500 µL do biodiesel de 

referência; a solução 2 foi preparada pela mistura de 250 µL de biodiesel e 750 µL de 

hexano. Posteriormente, foi adicionado 1,3 mL da solução aquosa de triiodeto e os 

tubos foram agitados por 5 min para extração do I2 para a fase orgânica e reação com 

os compostos insaturados. Subsequentemente, a mistura foi centrifugada por 2 min 

para separar as fases, a fase aquosa foi retirada com uma pipeta e transferida para 

uma cubeta para a medida espectrofotométrica entre 390-460 nm ou nos 

comprimentos de onda de 430, 440, 450, 460 e 470 nm. Em cada comprimento de 

onda, os sinais analíticos obtidos para as soluções 1 e 2 foram subtraídos dos sinais 

obtidos de uma solução preparada de forma análoga, porém substituindo a amostra 

de biodiesel por hexano (referência). 

As amostras também foram analisadas pelos métodos EC e SAM sob 

condições de reações semelhantes (diluição da amostra, volumes de reagentes e 

tempos de reação) ao procedimento proposto. Os procedimentos utilizaram 1000 µL 

de amostra ou soluções padrão (EC) ou 250 µL de amostra mais 750 µL de solução 

padrão (SAM). Os valores de índice de iodo para as soluções padrão variaram de  

15–100 g de I2/100 g e as absorbâncias foram medidas em 430 nm. 

 

5.3. Resultados e Discussão 

5.3.1. Aspectos gerais 

A quantificação do glicerol livre foi baseada na oxidação do analito a 

formaldeído, que reage com acetilacetona, formando um produto de cor amarela  

(3,5-diacetil-1,4-dihidrolutidina) (6), Eq. 13.  
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A quantificação de índice de iodo foi baseada na descoloração de uma solução 

aquosa de triiodeto (4), adicionada diretamente ao biodiesel, devido à halogenação 

dos compostos insaturados presentes no biodiesel (Eq. 14). Como estes compostos 

insaturados apresentam baixa solubilidade em água, a reação ocorre na fase orgânica 

e é favorecida porque o iodo é solúvel no biodiesel. Portanto, a quantidade 

remanescente na fase aquosa é inversamente proporcional ao consumo de iodo na 

reação de halogenação.  

 

 

 

 

 

5.3.2. Otimização  

5.3.2.1. Quantificação de glicerol livre 

O procedimento para a quantificação de glicerol livre em biodiesel foi otimizado 

pelo método univariado, com o objetivo de maximizar a resposta analítica e minimizar 

o consumo de reagentes. Foram otimizados o volume de amostra e os tempos de 
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extração e reação (oxidação do glicerol a formaldeído e formação do 3,5-diacetil-1,4-

dihidrolutidina (6)), Eq. 13. Baseado em experimentos preliminares, foram fixados os 

volumes e as concentrações dos reagentes (200 μL de metaperiodato de sódio 

20 mmol L–1 e 500 μL de acetilacetona 1,0 mol L–1). 

A primeira etapa do procedimento proposto refere-se à extração do glicerol 

livre, que é favorecida por sua alta solubilidade em água (500 g L–1 a 20 °C (111)), e 

posterior oxidação a formaldeído pelo metaperiodato em meio ácido, que é 

relativamente rápida (6). Na concentração de metaperiodato de 20 mmol L–1, condição 

semelhante à utilizada no procedimento anterior (6), o estado estacionário foi 

alcançado após 5 min de agitação. 

Resultados anteriores indicaram que a reação do formaldeído com 

acetilacetona é relativamente lenta em meio etanólico à temperatura ambiente, e que 

um estado estacionário não foi alcançado mesmo após 30 min de reação a 25 °C (6). 

Visando diminuir o tempo de análise e evitar o aquecimento para favorecer a reação, 

foi utilizado excesso de acetilacetona e a mistura foi diluída em água para diminuir a 

concentração de etanol. O efeito da concentração de acetilacetona foi significativo até 

1,0 mol L–1, o que proporciona o dobro da concentração no meio reacional utilizada 

anteriormente (6). A resposta analítica aumentou com o tempo de reação até 10 min, 

o que foi definido como condição ótima para estudos posteriores. 

Como discutido na literatura para a calibração multi-isótopos (100,133), 

análoga ao MEC, resultados mais exatos são esperados quando as inclinações das 

curvas MEC (CA) estão entre (0,1 < CA < 0,9). Essa condição evita altas discrepâncias 

entre as concentrações de analito na amostra e na solução padrão (100,134). No 

presente trabalho, melhor exatidão foi alcançada quando as inclinações estavam entre 

0,1 e 0,8. Assim, tomando as concentrações de glicerol livre esperadas nas amostras 

(ca. 200 mg L–1), a concentração de glicerol na solução padrão foi fixada em  

250 mg L–1. 

A Figura 28 ilustra a aplicação da estratégia MEC para a quantificação de 

glicerol livre em biodiesel. A Figura 28A mostra os espectros das soluções 1 e 2 após 

a formação do produto de medida. Um deslocamento do máximo de absorção pode 

ser observado devido ao efeito da absorção de radiação pela acetilacetona (mais 

significativo para a solução com menor concentração de glicerol, espectro a), porém 

isso não afetou a estratégia de calibração. Os valores de branco nos comprimentos 

de onda medidos variaram de 0,050 a 0,120. A curva MEC (Figura 28B) foi obtida a 
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partir da correlação dos valores de absorbância (S2 versus S1) na faixa de  

420–490 nm, mas as respostas em 5 comprimentos de onda são suficientes para a 

quantificação do analito nas amostras. 

 

Figura 28. Aplicação da estratégia MEC à quantificação espectrofotométrica de glicerol livre 
em biodiesel. (A) espectros de absorção das fases aquosas das soluções 1 (a) e 2 (b).  
A inserção mostra as fotografias correspondentes às misturas antes da separação das fases. 
(B) Curva de calibração MEC para a quantificação do glicerol livre 

 

 

 

5.3.2.2. Quantificação de índice de iodo 

Para a quantificação de índice de iodo em biodiesel, as concentrações de cada 

reagente na solução de triiodeto (iodo e iodeto de potássio) e o efeito da diluição da 

amostra foram otimizados pelo método univariado, visando maximizar a resposta 

analítica e minimizar o consumo de reagente. Com base em experimentos 

preliminares, os tempos de agitação (extração do iodo para a fase orgânica visando à 

reação com os compostos insaturados) e de centrifugação (separação das fases 

orgânica e aquosa) foram fixados em 5 e 2 min, respectivamente. Os volumes de 

amostra e da solução de triiodeto também foram fixados em 0,5 e 1,3 mL, 

respectivamente.  

Os efeitos da concentração de iodeto de potássio e de iodo também são 

relevantes. A concentração de iodo afeta a eficiência da reação de halogenação e o 

excesso de reagente é necessário para assegurar quantidade remanescente para a 

medida espectrofotométrica. Por outro lado, a saturação do sinal de absorbância  

pode ser observada quando um grande excesso de iodo é usado. Nos estudos 

realizados, isso foi observado para concentrações maiores que 0,6 mmol L–1 iodo.  
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O efeito da concentração de iodeto de potássio é relevante, pois afeta a extração do 

iodo para a fase orgânica, para reagir com os compostos insaturados, de acordo com 

a Eq. 14, e a extração do iodo remanescente para a fase aquosa, para a medida 

espectrofotométrica. Concentrações de iodeto de potássio maiores que 105 mmol L–1 

desfavoreceram a extração do iodo para a fase orgânica para a reação de 

halogenação; em concentrações inferiores, foi desvaforecida a extração do iodo 

remanescente da fase orgânica para a fase aquosa. Diante disso, foram fixadas as 

concentrações de iodo 0,6 mmol L–1 e iodeto de potássio 105 mmol L–1.  

Uma amostra de biodiesel de referência, cujo valor de iodo foi determinado 

como 100 g I2/100 g (12), foi usada no método MEC. Os valores de índice de iodo em 

biodiesel podem chegar a 180 g I2/100 g, dependendo da matéria-prima utilizada na 

reação de transesterificação (135). Assim, as amostras foram previamente diluídas 

1:1 v/v em hexano, o que gerou resultados mais exatos, conforme a discussão 

anterior, referente às inclinações das curvas MEC. 

A Figura 29 ilustra a aplicação da estratégia MEC para a quantificação de índice 

de iodo em biodiesel. Como a resposta analítica se baseia na descoloração do 

triiodeto, os espectros de absorção para as soluções 1 e 2 foram obtidos por diferença 

do espectro de referência (Figura 29A, inserção). A curva MEC (Figura 29B) refere-se 

à correlação dos valores de absorbância (S2 versus S1) na faixa de 390–450 nm. Um 

tratamento de dados semelhante foi adotado para a quantificação de índice de iodo, 

a partir dos valores de absorbância obtidos em 5 comprimentos de onda (430, 440, 

450, 460 e 470 nm). 
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Figura 29. Aplicação da estratégia MEC à quantificação espectrofotométrica de índice de iodo 
em biodiesel. (A) espectros de absorção de soluções aquosas de triiodeto após agitação com 
(a) hexano (espectro de referência), (b) amostra + padrão (solução 1) e (c) amostra + diluente 
(solução 2). A imagem inferior mostra fotografias dessas misturas. A inserção superior mostra 
as diferenças entre os espectros de absorção de (1) referência - solução 1 e (2) referência - 
solução 2. (B) Curva de calibração MEC para a quantificação de índice de iodo 

 

 

5.3.3. Características analíticas 

Utilizando as condições otimizadas, o CV (n = 10) e o LD (99,7% de confiança) 

foram estimados em 3,0% e 10 mg kg–1 para glicerol livre e 1,7% e 5 g I2/100 g para 

índice de iodo em biodiesel. As faixas de resposta foram de 30–220 mg kg–1 para 

glicerol livre e 15–100 g I2/100 g para índice de iodo, que correspondem às inclinações 

das curvas MEC entre 0,1 e 0,5. A Tabela 10 mostra as equações lineares das curvas 

MEC obtidas na quantificação de índice de iodo e de glicerol livre em diferentes 

amostras de biodiesel. 

Com o objetivo de avaliar a eficácia da estratégia MEC para contornar os efeitos 

da matriz, as amostras foram analisadas pelo método proposto e pelos métodos EC e 

SAM (Tabelas 11 e 12). A exatidão foi avaliada utilizando RMSEP, calculado conforme 

a Eq. 15, onde y é o valor medido, ŷ é o valor determinado pelo método de referência 

e n o número de amostras (136,137).  
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𝑅𝑀𝑆𝐸𝑃 =  √
∑ (𝑦𝑖−ŷ𝑖 )2𝑛

𝑖 = 1

𝑛
   (15) 

 

Os RMSEP para índice de iodo e glicerol livre determinados para EC  

(18,8 e 45,6) e SAM (21,1 e 25,3) foram significativamente maiores que os obtidos 

pela estratégia MEC para quantificação de índice de iodo (6,0) e glicerol livre (8,0), 

respectivamente.  

Os resultados obtidos pelo procedimento proposto com MEC também foram 

comparados aos obtidos pelos procedimentos de referência, utilizando um  

teste t pareado. Os valores obtidos (2,6 para índice de iodo e 0,7 para glicerol livre) 

foram menores que o valor crítico (2,7), indicando concordância a nível de confiança 

de 95%. Por outro lado, os resultados obtidos na quantificação de índice de iodo pelo 

método SAM e de glicerol livre por EC não foram concordantes com os obtidos 

utilizando os procedimentos de referência, a nível de confiança de 95%. Diante disso, 

conclui-se que a estratégia MEC é eficiente para contornar os efeitos de matriz, 

permitindo a quantificação de índice de iodo e de glicerol livre em biodiesel obtidos de 

diferentes matérias-primas. Além disso, a estratégia MEC torna o procedimento mais 

prático por utilizar apenas 2 soluções para a calibração e quantificação do analito. 
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Tabela 10. Equações de calibração MEC para a quantificação de índice de iodo e de glicerol livre em amostras de biodiesel obtidas de diferentes 
matérias-primas  

Biodiesel 

(matéria-prima) 

Equações MEC    

Índice de iodo Glicerol livre 

70% óleo de soja/30% gordura animal A2 = (0,349±0,003)A1 - (0,014±0,001) r = 0,999 A2 = (0,217±0,004)A1+(0,0007±0,0012) r = 0,998 

90% óleo de soja/10% óleo de algodão A2 = (0,41±0,04)A1 - (0,011±0,007) r = 0,981 A2 = (0,214±0,004)A1 + (0,034±0,001) r = 0,998 

90% óleo de soja /10% gordura animal A2 = (0,334±0,007)A1 - (0,011±0,002) r = 0,998 A2 = (0,245±0,008)A1 - (0,009±0,002) r = 0,997 

100% óleo de soja A2 = (0,351±0,006)A1 - (0,009±0,001) r = 0,999 A2 = (0,111±0,004)A1 + (0,001±0,001) r = 0,996 

93% óleo de soja/5% óleo de algodão/2% 

gordura animal 
A2 = (0,422±0,007)A1 + (0,012±0,002) r = 0,999 A2 = (0,37±0,02)A1 - (0,002±0,005) r = 0,997 

93% óleo de soja/5% óleo de algodão/2% 

gordura animal 
___________  A2 = (0,443±0,004)A1 + (0,032±0,001) r = 0,998 

A1 e A2 correspondem aos valores de absorbância das soluções 1 e 2 
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Tabela 11. Quantificação de glicerol livre (mg kg1) em biodiesel pelos métodos SAM, EC, MEC 
e de referência  

Biodiesel* 

(matéria-prima) 
SAM EC MEC 

Referência 
(6) 

70% óleo de soja/ 30% gordura animal 
77 ± 7 95 ± 2 64 ± 2 60 

100% óleo de soja 
32 ± 3 49 ± 9 29 ± 2 <50 

90% óleo de soja/ 10% óleo de algodão 
90 ± 0,5 109 ± 15 65 ± 3 60 

90% óleo de soja/ 10% gordura animal 
74 ± 4 126 ± 9 81 ± 3 75 

93% óleo de soja/ 5% óleo de algodão/ 
2% gordura animal 

135 ± 8 187 ± 8 141 ± 9 150 

93% óleo de soja/ 5% óleo de algodão/ 
2% gordura animal 

159 ± 9 253 ± 31 187 ± 13 200 

*Média ± desvio padrão (n = 3) 

 

 

Tabela 12. Quantificação de índice de iodo (I2/100 g) em biodiesel pelos métodos SAM, EC, 
MEC e de referência 

Biodiesel* 

(matéria-prima) 
SAM EC MEC 

Referência 
(12) 

70% óleo de soja/ 30% gordura animal 91 ± 9 102 ± 3 106 ± 4 101 

100% óleo de soja 120 ± 10 96 ± 11 134 ± 3 132 

90% óleo de soja/ 10% óleo de algodão 77 ± 7 101 ± 16 109 ± 11 106 

90% óleo de soja/ 10% gordura animal 104 ± 9 135 ± 18 145 ± 1 132 

100% óleo de soja 83 ± 9 123 ± 4 105 ± 4 102 

*Média ± desvio padrão (n = 3) 

 

 

Algumas características de procedimentos propostos para quantificação de 

índice de iodo e de glicerol livre são mostradas na Tabela 13. A quantidade de resíduo 

gerado pelo procedimento proposto para quantificação de índice de iodo é ca. 10 (12) 

e 70 vezes (138) menor quando comparada aos procedimentos baseados em 

eletroforese capilar (139) e titulação (EN 14111) (12). No procedimento para 

quantificação de glicerol livre, a quantidade de resíduos gerada é ca. 3 vezes menor 

em comparação ao procedimento espectrofotométrico (6). Além disso, o consumo de 

amostra é ca. 4 (140), 8 (141) e 20 (6) vezes menor quando comparado aos 
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procedimentos baseados em eletroforese capilar (140), sistema em fluxo-batelada 

com detecção piezoelétrica (141) e espectrofotometria UV-Vis (6). As faixas lineares 

e os LD dos procedimentos propostos atendem aos limites de glicerol livre e índice de 

iodo permitidos no biodiesel. O CV é ca. 3 vezes menor quando comparado à 

eletroforese capilar (140) para quantificação de índice de iodo, ca. 2 vezes menor 

quando comparado ao procedimento espectrofotométrico para a quantificação de 

glicerol livre (6), e similar ao obtido no procedimento em fluxo (142). O procedimento 

proposto tem diversas vantagens sobre os procedimentos oficiais baseados em 

titulação (12) e cromatografia (143), pois requer instrumentação mais simples e evita 

o uso de solventes tóxicos, como o tetracloreto de carbono (12). 
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Tabela 13. Características analíticas de procedimentos para a quantificação de índice de iodo e glicerol livre em biodiesel 

Procedimento  Amostra (g) Resíduo (mL) LD (g I2/100 g) 
Resposta linear 

(g I2/100 g) 
CV (%) Referência 

Índice de iodo       

Espectrofotométrico/batelada  1,0 2,2 2,5 10 – 106 3,0 (95) 

  

Eletroforese capilar  0,05 26,2 10,6 5 – 90 6,0 (139)  

EN 14111   0,13 – 0,15 > 160 1,0 – – (12) 

Espectrofotométrico/fluxo  0,2 0,4 4,5 13 – 135 1,7 (142) 

Este trabalho  1,0 2,3 5,0 15 – 100 2,3 – 

Procedimento  Amostra (g) Resíduo (mL) LD (mg kg–1) 
Resposta linear 

(mg kg–1) 
CV (%) Referência 

Glicerol livre      

Espectrofotométrico  1,00 14,3 2,0 20 – 400 2,0 (6) 

Eletroforese capilar  0,20 1,8 0,16 1,5 – 46,5 4,5 (140) 

Piezoelétrico/fluxo - batelada  0,40 3,6 0,12 72 – 372 – (141) 

ASTM D6584  0,10 8,0 10,0 50 – 500 – (143) 

Este trabalho  0,05 3,3 10,0 30 – 220 4,3 – 

 

https://doi.org/10.21577/0103-5053.20180044


108 

 

5.4. Conclusões 

A estratégia MEC foi pioneiramente aplicada em espectrometria molecular para 

contornar efeitos de matriz na análise de amostras de biodiesel, gerando resultados 

exatos para a quantificação de índice de iodo e de glicerol livre em biodiesel produzido 

a partir de misturas de diferentes matérias-primas (óleos de soja e algodão e gordura 

animal). Essa estratégia tem grande potencial para ser explorada para monitorar 

outros parâmetros de qualidade do biodiesel. A estratégia de calibração também 

reduziu o consumo de reagentes e solventes e tornou o procedimento mais prático e 

rápido de ser executado, por utilizar somente 2 soluções para a calibração, o que a 

torna uma alternativa aos procedimentos oficiais para o controle de qualidade de 

biodiesel.  
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6. Estratégia de calibração multicanal explorando fotometria por imagens 

digitais5 

 

Resumo 

Uma nova estratégia de calibração, análoga ao MEC, é proposta. Ela explora 

as respostas analíticas em diferentes sistemas de cores obtidos por DIP. 

A aplicabilidade foi demonstrada pela quantificação de metanol na presença do 

glicerol, identificado no capítulo 3 como uma espécie potencialmente interferente, pois 

também é oxidado a formaldeído pelo KMnO₄ em meio ácido. Os sinais analíticos 

foram baseados nas respostas obtidas em diferentes canais dos sistemas de cores 

RGB (Vermelho, verde, azul), CMY (Ciano, magenta e amarelo) e HSV (Matiz, 

saturação e brilho). A estratégia foi primeiramente avaliada com soluções modelo 

coloridas (vermelho de metila, corante azul brilhante e sulfato de níquel(II)) para 

estabelecer as condições de contorno para a aplicação da estratégia de calibração. 

Obteve-se recuperações de 85 a 103% para vermelho de metila, 92 a104% para azul 

brilhante e 87 a 113% para vermelho de metila, respectivamente, quando a razão de 

concentrações de analito na amostra e na solução padrão estava no intervalo 0,2–1,0. 

Os erros relativos para a quantificação de metanol na presença de glicerol foram de 

2–16% usando MEC e 17–48% usando EC. O CV (n = 10) e LD (nível de confiança 

de 99,7%) para MEC foram 3,5% e 7 mg L–1 metanol, respectivamente. Resposta 

linear foi obtida na faixa de 20–500 mg L– 1 de metanol. A proposta é uma estratégia 

limpa, simples e prática.  

 

Palavras-chave: Controle de qualidade. Biodiesel. Transesterificação. Método de 

calibração. Smartphone 

                                                           
5 SOARES, S.; DONATI, G. L.; ROCHA, F. R. P. Digital-image photometry with multi-energy calibration. 
Microchemical Journal, v. 182, p. 107938, 2022. 
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Abstract 

A novel calibration strategy, analogous to MEC, is proposed. It exploits the analytical 

responses in different color systems obtained by DIP. The applicability was 

demonstrated in the quantification of methanol in biodiesel in the presence of glycerol, 

identified in chapter 3 as a potential interfering species, as it is also oxidized to 

formaldehyde by acidic permanganate. The analytical responses were based on the 

color systems RGB (Red, Green, Blue), CMY (Cyan, Magenta and Yellow) and HSV 

(Hue, Saturation and Brightness). The strategy was first evaluated by using model 

colored solutions (methyl red, brilliant blue dye, and nickel(II) sulfate) in order to 

establish boundary working conditions. Recoveries from 85 to 103% (methyl red),  

92 to104% (brilliant blue dye), and 87 to 113% (nickel(II) sulfate) were obtained when 

the concentration of the analyte in sample/standard was within 0.2 and 1.0. The relative 

errors for methanol quantification in biodiesel were 2–16%, in comparison to 17–48% 

achieved by external standard calibration. The CV (n = 10) and LD (99.7% confidence 

level) were 3.5% and 7 mg L–1, respectively. A linear response was observed in the 

range of 20–500 mg L– 1 methanol. The proposal is a simple, practical and 

environmentally friendly strategy. 

 

Keywords: Quality control. Biodiesel. Transesterification. Calibration method. 

smartphone 
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6.1. Introdução 

DIP obtidas pela câmera de smartphones e os aplicativos de acesso livre têm 

sido explorados com sucesso para a captura e conversão das imagens em sistemas 

de cores (53) em diversas aplicações analíticas, tal como aquelas descritas nos 

capítulos 3, 4 e 8 desta Tese. As medidas analíticas são usualmente baseadas na 

radiação refletida, e o sistema de cor mais utilizado é o RGB, que utiliza como resposta 

analítica a cor complementar do produto de medida (106). Outros sistemas de cores 

também são explorados para fins analíticos, como os sistemas CMY que se refere à 

composição da cor observada, e HSV que representa a matiz (H) em um ângulo de 

360 graus, saturação (S) e brilho (V) da cor. Exemplos de aplicações do sistema de 

cor CMY são as determinações de cetonas em urina, glicose e nitrito em saliva (144), 

enquanto o sistema HSV foi aplicado à quantificação de sulfeto em água (145) e de 

compostos fenólicos em amostra de chá verde, comprimidos de extrato de café verde, 

soro sintético e urina sintética (146). 

Normalmente, a DIP envolve calibração univariada, usualmente pelo método 

de calibração externa, que geralmente é susceptível a efeitos de matriz. Alguns 

desses efeitos podem ser contornados por medidas multivariadas, mas essa 

estratégia é pouco explorada, mesmo com a disponibilidade de ferramentas de 

tratamento de dados em alguns aplicativos. Por exemplo, o aplicativo Photometrix® 

possibilita diretamente o uso do método PLSR (106), conforme demonstrado na 

quantificação de cloreto, hipoclorito, peróxido de hidrogênio e amido em leite (95) e a 

estimativa do teor de gordura em carnes curadas (94). Medidas multicanal envolvendo 

regressão multivariada e SVM também foram exploradas para imagens capturadas 

em diferentes condições de iluminação e até mesmo com imagens obtidas com 

diferentes câmeras de smartphones para a quantificação de clorofilas e carotenóides 

em óleos vegetais (82). A análise de componentes principais (PCA) tem sido aplicada 

para classificação de amostras, como demonstrado para o diagnóstico de dengue 

usando imagens digitais multicanal (147) 

Novas estratégias de calibração têm sido propostas para superar efeitos de 

matriz e agilizar a obtenção de resultados analíticos confiáveis. Nesse contexto, 

conforme discutido anteriormente (item 1.4 e capítulo 5), destaca-se a estratégia MEC 

devido à praticidade e eficiência demonstrada em diversas técnicas analíticas.  

Nesse contexto, foi proposta uma estratégia de calibração, análoga à calibração multi-

energia, porém explorando medidas em diferentes canais de cores por DIP, 
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denominada (MEC-DIP, do inglês Multi-energy calibration exploring photometry by 

digital images). A estratégia foi criticamente avaliada utilizando soluções modelo 

(vermelho de metila, corante azul brilhante e níquel(II)) para definir condições de 

contorno para a calibração. Posteriormente, a estratégia foi aplicada para superar a 

interferência do glicerol na quantificação de metanol em biodiesel. Como discutido no 

capítulo 3, o glicerol foi identificado como uma espécie interferente, pois também é 

oxidado a formaldeído pelo KMnO₄ em meio ácido. Essa é uma limitação significativa 

do procedimento, porque o glicerol é um subproduto da reação de transesterificação, 

usada para produzir o biodiesel, e sua remoção após a reação pode não ser eficiente.  

 

6.2. Parte experimental  

6.2.1. Equipamentos e acessórios 

Foram utilizados tubos Eppendorf® de 1,5 mL e um vortex (Nova instruments). 

As imagens digitais foram adquiridas e convertidas aos valores de RGB com um 

Iphone (SE) equipado com câmera de 8 megapixels com abertura de lente de f/2.2. 

As medidas fotométricas foram realizadas sob iluminação controlada, utilizando uma 

caixa (190 mm de altura × 210 mm de comprimento × 125 mm de largura) coberta 

internamente com papel branco e com uma lâmpada LED (30 LEDs SMD SLIM, 

intensidade luminosa de 50 lx) acoplada ao fundo (Figura 5, item 3.2.1.1). Para a 

aquisição das imagens, a câmera do celular foi posicionada a 5,0 cm do tubo 

Eppendorf®. Os valores de RGB foram obtidos utilizando o aplicativo PhotoMetrix®1.8 

(106) e os valores correspondentes nos sistemas de cores HSV e CMY foram obtidos, 

a partir dos valores de RGB, utilizando o software colorMine (58). 
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6.2.2. Reagentes e soluções 

As soluções foram preparadas a partir de reagentes de grau analítico e água 

deionizada (resistividade > 18 MΩ cm), em balões volumétricos. 

Soluções estoque de corante azul brilhante (Merck) 0,5 g L−1 e vermelho de 

metila (Synth) 1,0 g L−1 foram preparadas em etanol e a solução de sulfato de níquel(II) 

(Merck) 300 g L−1 foi preparada em água. Soluções etanólicas de trabalho de corante 

azul brilhante 1,0–10,0 mg L–1 e vermelho de metila 1,0–10,0 mg L–1 e soluções 

aquosas de sulfato de níquel(II) 5,0–140,0 g L–1 foram preparadas por diluição dessas 

soluções estoque. 

O reagente de Schiff e soluções de KMnO₄ e de ácido oxálico foram preparados 

conforme descrito no item 3.2.1.2. Soluções padrão de metanol (Merck)  

7–200 mg L–1 contendo glicerol 100–400 mg L–1 foram preparadas pela diluição de 

soluções estoque contendo metanol 35,0 g L–1 e glicerol 4,0 g L–1 em água deionizada.  

 

6.2.3. Procedimento 

6.2.3.1. Experimentos com soluções modelo 

Soluções de vermelho de metila 1–10 mg L–1, Sulfato de níquel(II) 5–140 g L–1 

e azul brilhante 1–10 mg L–1 foram tomadas como amostras e soluções de vermelho 

de metila ou azul brilhante 7 mg L–1 e de Sulfato de níquel(II) 90 g L–1 como soluções 

padrão. O procedimento foi realizado adicionando em um tubo Eppendorf® de 1,5 mL, 

500 μL da amostra e 500 μL da solução padrão (solução 1) e no segundo Epperdorf® 

500 μL da amostra e 500 μL de água (solução 2). 

As respostas analíticas foram baseadas nos canais G e B (RGB), M (CMY)  

e S (HSV) para o vermelho de metila; R e B (RGB), C (CMY) e S (HSV) para sulfato 

de níquel(II) e R e G (RGB), C (CMY) e S (HSV) para azul brilhante. Os gráficos  

MEC-DIP foram obtidos a partir da correlação das respostas das soluções 2 versus 

soluções 1. As concentrações das espécies modelo foram determinadas a partir das 

inclinações desses gráficos e utilizadas para a estimativa dos valores de recuperação. 

As respostas de intensidade de radiação refletida obtidas com um tubo 

Eppendorf® preenchido com água foram tomadas como referência. Respostas  

obtidas para as soluções 1 e 2 foram subtraídas dos valores de referência para o 

sistema RGB e o inverso foi adotado para os sistemas de cores CMY e HSV.  



114 

 

Essas correções garantiram sinais analíticos diretamente proporcionais à intensidade 

da cor para cada sistema de cores. 

 

6.2.3.2. Quantificação de metanol 

Os experimentos foram realizados com soluções de metanol 100 mg L−1 

contendo ou não glicerol (0–400 mg L−1). O procedimento MEC-DIP foi realizado 

adicionando no primeiro Eppendorf® (solução 1), 300 μL de solução de metanol  

100 mg L−1 (simulando a amostra) e 300 μL da solução padrão de metanol 200 mg 

L−1. No segundo Eppendorf® (solução 2) foi adicionado 300 μL da solução metanol 

100 mg L−1 e 300 μL do diluente. A derivação química do analito foi conduzida 

conforme descrito no capítulo 3. Em ambos os tubos foram adicionados 150 μL de 

solução KMnO₄ 190 mmol L−1 em H3PO4 1,5 mol L−1. Após 5 min, foi adicionado  

120 μL de solução de ácido oxálico 400 mmol L−1 em H₂SO₄ 9 mol L−1, seguido de 

500 μL do reagente de Schiff. Os tubos foram agitados manualmente, após a adição 

de cada reagente. As medidas analíticas foram realizadas depois de 20 min e os 

canais R, G e B (RGB) e S (HSV) foram utilizados como respostas analíticas. Os sinais 

analíticos, os gráficos de MEC-DIP e as concentrações analíticas foram obtidos 

conforme descrito na seção 6.2.3.1.  

Soluções de referência de metanol (20–250 mg L−1) foram usadas para 

calibração externa. 

 

6.3. Resultados e Discussão 

Embora respostas analíticas possam ser obtidas em sistemas de cores 

distintos, a potencialidade multicanal é pouco explorada por DIP (82,94,95,147).  

O método MEC-DIP foi inicialmente avaliado com soluções modelo de vermelho de 

metila, corante azul brilhante e sulfato de níquel(II), correspondentes às cores do 

sistema RGB. Os experimentos objetivaram definir uma estratégia para a seleção dos 

canais de cor e a avaliação da faixa de concentração do analito na amostra/padrão 

para alcançar resultados confiáveis (133).  

O método MEC explora medidas em comprimentos de onda correspondentes 

à absorção/emissão do analito, o que é facilmente verificado a partir dos espectros 

correspondentes. Para DIP, os canais de cor podem ser selecionados considerando 

as cores complementares (sistema RGB), a própria cor (sistema CMY) ou os valores 
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de matiz, saturação e brilho (sistema HSV). Os canais de cores que melhor 

representam cada cor da solução modelo foram avaliados por meio da correlação das 

respostas analíticas com as concentrações das espécies absorventes. 

Para a solução de vermelho de metila (Figura 30) observa-se que todos os 

canais dos sistemas de cores RGB, CMY e HSV apresentaram respostas lineares com 

a concentração do analito, exceto o canal H, que é utilizado somente para definir a cor 

do produto de medida, representada em um ângulo de 360º.Entretanto, optou-se por 

trabalhar com os canais G e B, M e S, devido à maior resposta em função da 

concentração do analito e por corresponderem às cores complementares do vermelho 

(G e B), indicarem a composição (M) e a saturação (S) da cor observada.  

Para solução de sulfato de níquel(II) as respostas nos canais G, M e V não 

variaram em função da concentração do analito, e o canal H, conforme discutido 

anteriormente, apenas define a cor do produto de medida (Figura 31). Os canais R, B, 

C e S, que apresentaram as maiores respostas foram selecionados para as medidas 

analíticas. Estes são os canais adequados para quantificação de níquel(II), pois são 

cores complementares do verde (R e B), indicam a composição (C) e (S) saturação 

da cor observada.  

Para solução de azul brilhante os canais G, R, C e S mostraram relação linear 

com a concentração do analito (Figura 32). Esses eram os resultados esperados, 

considerando que G e R são cores complementares ao azul e C e S indicam a 

composição e saturação da cor observada. 
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Figura 30. Variação das respostas em DIP nos sistemas de cores (a) RGB, (b) CMY e (c) HSV em função da concentração de vermelho de 
metila 
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Figura 31. Variação das respostas em DIP nos sistemas de cores (a) RGB (b) CMY (c) HSV em função da concentração da solução de níquel(II).  
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Figura 32 Variação das respostas em DIP nos sistemas de cores (a) RGB, (b) CMY e (c) HSV em função da concentração de azul brilhante 
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C = 0,0001 + 0,0289C, r = 0,990

M = 0,0004 + 0,0272C, r = 0,994

Y = - 0,0077 + 0,0008C, r = 0,250

S = 0,010 + 0,034C, r = 0,994

V = 0,008 + 0,008C, r = -0,250
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Utilizando os canais de cores previamente estabelecidos, a estratégia MEC-

DIP foi aplicada tomando como amostras concentrações variáveis das soluções 

coloridas e fixando a concentração da solução padrão de vermelho de metila e corante 

azul brilhante em 7 mg L–1, e de sulfato de níquel(II) em 90 g L–1. Melhores 

recuperações (85 a113%) foram obtidas quando a razão de concentração do analito 

na amostra e no padrão estava entre 0,15–0,22 e 0,85–1,0 (Tabela 14), que 

correspondem às inclinações das curvas MEC-DIP entre 0,10 e 0,58. 

Conforme resultados apresentados na Tabela 15, quando a concentração da 

amostra foi mantida constante (utilizando solução de sulfato de níquel(II) 40 g L–1) e a 

concentração do padrão foi variada, foram obtidas recuperações na faixa de 87 a111% 

para uma razão de concentração da espécie absorvente no padrão e na amostra no 

intervalo 0,3–1,0. Esses resultados indicam que melhores recuperações são 

alcançadas quando a concentração do analito no padrão não excede a concentração 

do analito na amostra, de acordo com resultados previamente reportados para outras 

técnicas analíticas (133). Essas condições também foram adotadas no procedimento 

para quantificar metanol em biodiesel. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



120 

 

Tabela 14. Recuperações estimadas a partir das concentrações determinadas por MEC-DIP. 
As concentrações das soluções padrão foram fixadas em 7 mg L–1 de vermelho de metila, 
90 g L–1 de sulfato de níquel(II) e 7 mg L–1 de azul brilhante  

Vermelho de metila  
(mg L–1) Recuperação (%) CA r 

1,0 105 0,131 0,999 

2,0 123 0,260 0,998 

3,0 94 0,287 0,998 

4,0 96 0,355 0,988 

5,0 85 0,379 0,991 

6,0 103 0,473 0,998 

8,0 121 0,583 0,998 

10,0 163 0,708 0,998 

    

Níquel(II)  
(g L–1) Recuperação (%) CA r 

5,0 159 0,080 0,992 

10,0 79 0,080 0,998 

20,0 113 0,216 1 

30,0 99 0,249 0,973 

40,0 95 0,296 0,998 

50,0 110 0,384 0,994 

60,0 87 0,367 0,997 

75,0 111 0,485 0,999 

90,0 108 0,523 0,997 

110,0 129 0,612 0,999 

140,0 150 0,702 0,999 

    

Azul brilhante  
(mg L–1) Recuperação (%) CA r 

1,0 95 0,119 0,995 

2,0 92 0,208 0,997 

3,0 120 0,344 0,999 

4,0 112 0,399 0,999 

5,0 97 0,418 0,999 

6,0 103 0,479 0,999 

7,0 104 0,518 0,999 

8,0 126 0,596 0,999 

9,0 132 0,636 0,999 

r = coeficiente de correlação linear e CA = coeficiente angular das curvas MEC-DIP. 
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Tabela 15. Recuperações de sulfato de níquel(II) determinadas pelo procedimento fotométrico 
explorando MEC-DIP. A concentração de 40 g L–1 foi fixada na amostra e variada na solução 
padrão  

Sulfato de níquel(II) (g L–1) Recuperação (%) CA r 

5,0 29 0,703 0,980 

10,0 79 0,764 0,999 

20,0 75 0,600 0,992 

30,0 108 0,592 0,997 

40,0 87 0,464 0,998 

50,0 106 0,465 0,998 

60,0 88 0,370 0,990 

75,0 97 0,340 0,999 

90,0 111 0,337 0,997 

110,0 118 0,300 0,999 

140,0 91 0,207 0,999 

r = coeficiente de correlação linear e CA = coeficiente angular das curvas MEC-DIP 

 

A quantificação do metanol foi baseada na oxidação a formaldeído pelo KMnO₄ 

e posterior reação com o reagente de Schiff que resulta em um produto de cor púrpura, 

tal como explorado no capítulo 3. Nesse procedimento, o glicerol pode ser um 

interferente, porque também é oxidado a formaldeído, e um excesso do KMnO₄ 

favorece essa condição.  

Quando as concentrações foram determinadas por EC, os erros relativos 

variaram de 17 a 48% (Tabela 16), evidenciando a interferência do glicerol na 

quantificação do metanol. Por outro lado, resultados mais exatos foram obtidos 

usando MEC-DIP (erros relativos de -2 a 16%), mostrando a eficiência da estratégia 

para contornar a interferência. Isso ocorre porque ambas as soluções de calibração 

contêm a mesma quantidade de amostra e, portanto, a mesma quantidade da espécie 

interferente. Pode-se então concluir que a estratégia terá sucesso quando a 

interferência não depender da razão analito/espécie interferente. Esse é outro aspecto 

inovador da presente proposta, já que MEC não foi anteriormente explorado para 

contornar interferências, somente efeitos de matriz. 

Nas condições otimizadas, o CV (n = 10) foi estimado em 3,5% e o LD em 

7 mg L–1 usando as recomendações da IUPAC com nível de confiança de 99,7% 

(148). 
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Tabela 16. Valores médios e incertezas das concentrações de metanol (n = 3) determinadas 
por MEC-DIP e EC em amostras simuladas com diferentes quantidades de glicerol.  
A concentração de metanol foi fixada em 100 mg L–1 

Glicerol adicionado (mg L–1) 

Metanol* (mg L–1) 

MEC-DIP   EC     

100 102 ± 2  120 ± 4  

200 98 ± 1  117 ± 4  

300 116 ± 12  134 ± 8  

400 103 ± 6  148 ± 7  

*Média ± desvio padrão (n = 3) 

 

6.4. Conclusões 

O método MEC é eficiente para contornar tanto os efeitos de matriz, conforme 

mostra o capítulo 5, quanto para contornar interferência química causada pelo glicerol 

na quantificação de metanol. Além da simplicidade e praticidade intrínsecas, 

necessitando de apenas duas soluções para calibração e quantificação do analito, o 

procedimento também tem um baixo custo e atende aos requisitos da química verde, 

devido ao menor consumo de reagentes e geração de resíduos e o tratamento dos 

dados é simples.  

O método MEC tem potencial para expandir a aplicabilidade da DIP para 

amostras mais complexas, incluindo análises de alimentos e combustíveis. Também 

demonstra o potencial das medições multicanal para produzir resultados mais exatos, 

uma estratégia que tende a ser mais usual com a incorporação de ferramentas 

multivariadas. 
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7. Procedimento volumétrico verde para quantificar biodiesel em mistura 

com o diesel ou óleo vegetal6 

 

Resumo 

Um procedimento volumétrico simples e verde foi proposto para quantificar biodiesel 

em misturas com o diesel ou óleos vegetais. O método é baseado nas diferenças de 

solubilidade do biodiesel e diesel (ou óleos vegetais) em meio de etanol/água. As 

amostras são dissolvidas em etanol anidro e os volumes de uma solução  

aquo-etanólica necessários para causar a turvação (Vx) são tomados como sinais 

analíticos e correlacionados diretamente com a quantidade de biodiesel na amostra. 

Devido à menor solubilidade do diesel ou óleo vegetal em relação ao biodiesel, os 

valores de Vx são inversamente proporcionais à concentração de biodiesel na mistura. 

Resposta linear foi obtida entre 7–25 %(v/v) para mistura diesel:biodiesel (400 μL 

amostra), enquanto duas faixas lineares, entre 20–50 %(v/v) e 50–80 %(v/v) foram 

identificadas para misturas de biodiesel:óleo vegetal (250 μL amostra). Para as 

misturas biodiesel:diesel, o CV (n = 10) e o LD (99,7% de confiança) foram estimados 

em 6,8% e 2 %(v/v), respectivamente. Os valores correspondentes para a mistura 

biodiesel:óleo vegetal foram 5,8% e 7 %(v/v), respectivamente. O procedimento 

requer apenas etanol e água como titulante e gera ca. 10 mL de resíduo por análise. 

Os resultados concordaram com os obtidos pelo procedimento de referência ao nível 

de confiança de 95%, demonstrando que o procedimento proposto é uma alternativa 

para análises de rotina. 

 

Palavras-chave: Adulteração. Óleo vegetal. Transesterificação.  

                                                           
6 SOARES, S.; ROCHA, F. R. P. Green volumetric procedure for determining biodiesel content in diesel blends or 
mixtures with vegetable oils exploiting solubility differences in an ethanol:water medium. Fuel, v. 276, p. 118042. 
2020 

 

https://bv.fapesp.br/pt/publicacao/180517/green-volumetric-procedure-for-determining-biodiesel-content/
https://bv.fapesp.br/pt/publicacao/180517/green-volumetric-procedure-for-determining-biodiesel-content/
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Abstract 

A simple and green volumetric procedure was proposed for the quantification of 

biodiesel in diesel blends or mixtures with vegetable oils. It exploits the differences of 

solubility of the biodiesel and diesel (or vegetable oils) in an ethanolic-water medium. 

From samples dissolved in ethanol, the volumes of an aqueous-ethanol solution 

required to achieve a cloudy suspension are taken as the analytical signals (Vx) and 

directly correlated to the biodiesel amount in the sample. Due to the lower solubility of 

diesel or vegetable oils in relation to biodiesel, the Vx values were inversely 

proportional to the biodiesel amount in the mixtures. A linear response was obtained 

within 7 and 25%(v/v) for diesel:biodiesel mixture (400 μL sample), whereas two linear 

response ranges, 20–50 %(v/v) and 50–80 %(v/v), were obtained for 

biodiesel:vegetable oil mixture. For biodiesel:diesel blends, the CV (n = 10) and LD 

(99.7% confidence level) were estimated as 6.8% and 2 %(v/v), whereas the 

corresponding values for the biodiesel:vegetable oil mixture were 5.8% and 7 %(v/v), 

respectively. The procedure is environmentally friendly as it requires only ethanol and 

water and generates ca. 10 mL of waste per analysis. The results agreed with those 

obtained by the reference procedure at the 95% confidence level, demonstrating that 

the proposed procedure is a good alternative for routine analysis. 

 

 

Keywords: Adulteration. Vegetable oil. Transesterification. 
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7.1. Introdução 

O biodiesel é comercializado misturado ao diesel e, atualmente, a porcentagem 

adicionada ao diesel deve ser no mínimo 10 %(v/v) (149). Uma notação comum para 

as misturas é BX, onde X corresponde ao percentual de biodiesel adicionado ao 

diesel; assim, a mistura de 10 %(v/v) de biodiesel em diesel é representada por B10.  

Procedimentos analíticos eficientes para o controle de qualidade do biodiesel e 

das misturas com diesel são necessários devido à variedade de matérias-primas 

utilizadas para a produção do biodiesel (7,150). Isso também é relevante para inibir 

fraudes (8), como a adição de óleos vegetais ao biodiesel comercial, e para garantir 

que as misturas com diesel contenham a quantidade de biodiesel especificada pela 

legislação.  

O teor de éster é o principal parâmetro de qualidade do biodiesel e a sua 

quantificação é também necessária para monitorar o rendimento das reações de 

transesterificação, visando otimizar o tempo de reação, reduzir o consumo de energia 

e minimizar a hidrólise dos ácidos graxos (7). As normas europeia e brasileira 

estabelecem a quantidade mínima de 96,5 %(v/v) de ésteres de alquila em 

biodiesel (8). O procedimento oficial (EN 14103), baseado em GC-FID, é 

recomendado para quantificar o teor de éster no biodiesel (14), enquanto o 

procedimento baseado MIR (EN 14078/2009) é indicado para quantificar biodiesel na 

mistura com o diesel (15). Embora esses procedimentos sejam bem estabelecidos, o 

procedimento baseado em GC-FID é relativamente caro e demorado (14), enquanto 

MIR envolve tratamento de dados complexo (15) e a construção de um modelo de 

calibração multivariado, o que requer uma quantidade adequada de padrões. 

Procedimentos alternativos baseados em espectrofotometria UV-Vis (151), 

espectroscopia de fluorescência (152) e cromatografia líquida de alta eficiência (153) 

têm sido propostos, mas utilizam solventes tóxicos, como heptano (151), hexano (153) 

e diclorometano (152). Outros procedimentos fotométricos requerem derivação 

química do analito, em sistema de análises em fluxo (13) ou como spot test (43). 

Classificações quimiométricas de misturas de biodiesel:diesel baseadas em MIR (154) 

ou utilizando nariz eletrônico (155) também foram descritas. Entretanto, devido à alta 

demanda analítica, é necessário o desenvolvimento de procedimentos alternativos 

simples, rápidos, econômicos e que atendam aos requisitos da química verde para o 

controle de qualidade do biodiesel.  
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Um método semi-quantitativo explorando diferenças de solubilidade de 

biodiesel e diesel em uma mistura de metanol, isopropanol, etanol e água, foi 

desenvolvido para estimar o teor de biodiesel em misturas de diesel (156). O método 

é baseado na turvação de amostras que contenham biodiesel inferior a 10%, quando 

misturada aos solventes. O ensaio precisa ser repetido com diferentes proporções de 

amostra e mistura de solventes para estimar a quantidade de biodiesel (156). No 

entanto, para atender à legislação, são necessários resultados quantitativos.  

Neste contexto, visando quantificar o biodiesel em mistura com o diesel ou com 

óleos vegetais no processo de produção do biocombustível, esse capítulo da Tese 

descreve o desenvolvimento de um procedimento volumétrico simples que explora a 

diferença de solubilidade do biodiesel e diesel (ou óleo vegetal) em uma solução  

aquo-etanólica. O procedimento proposto é baseado no volume mínimo de uma 

solução aquo-etanólica necessário para turvar as amostras dissolvidas em etanol 

anidro, o que indica que o limite de solubilidade do componente mais insolúvel (diesel 

ou óleo vegetal) foi atingido. O volume necessário para turvar é utilizado como 

resposta analítica.  

 

7.2. Parte experimental  

7.2.1. Equipamentos e acessórios 

O procedimento volumétrico foi realizado com uma bureta de 5 mL com 

subdivisão de 0,01 mL (New Instruments, Brasil, modelo NI 1059) com um tubo de 

Teflon® (2 cm de comprimento e 1 mm de diâmetro) encaixado na ponta. Um agitador 

magnético (Quimis, Brasil, modelo 6222T108) foi usado para favorecer a mistura 

amostra/titulante durante a titulação. 

 

7.2.2. Reagentes e soluções 

Soluções aquo-etanólicas contendo 10 ou 15 %(v/v) de água foram preparadas 

com etanol absoluto (Merck) e água deionizada (resistividade > 18 MΩ cm), em balões 

volumétricos. Estas soluções foram armazenadas em um ambiente com temperatura 

entre 25–30 ºC.  
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Foram preparadas misturas de diesel com 10,0 %(v/v) de biodiesel obtido a 

partir de diferentes matérias-primas: óleo de soja (amostra 1); 90 %(v/v) óleo de 

soja/10 %(v/v) de óleo de algodão (amostras 2 e 3); 70 %(v/v) óleo de soja/30 %(v/v) 

de sebo (amostra 4); 90 %(v/v) de óleo de soja/10 %(v/v) de sebo (amostra 5) e 

93 %(v/v) de óleo de soja/5 %(v/v) óleo de algodão/2 %(v/v) de sebo (amostra 6).  

Amostras também foram preparadas com óleo de soja e biodiesel obtido a partir 

de diferentes matérias-primas. A amostra A foi preparada com 80 %(v/v) de biodiesel 

preparado a partir de 70 %(v/v) de óleo de soja/30 %(v/v) de sebo; amostra B foi 

preparada com 60 %(v/v) de biodiesel preparado a partir de 90 %(v/v) de óleo de 

soja/10 %(v/v) de sebo; as amostras C e D, foram preparas com 70 %(v/v) e 50 %(v/v) 

de biodiesel de soja. As amostras foram diluídas em etanol absoluto 1:6 (v/v) (misturas 

com diesel) ou 1:20 (v/v) (misturas com óleos vegetais) antes da titulação com as 

soluções aquo-etanólicas. 

Soluções padrão de biodiesel de 7–25 %(v/v) e de 20–80 %(v/v) foram 

preparadas usando óleo diesel ou óleo vegetal degomado como diluente. 

7.2.3. Procedimento 

Imagens ilustrativas das etapas do procedimento são mostradas na Figura 33. 

Em um béquer de 10 mL, foram adicionados 400 μL da mistura biodiesel:diesel e 

2,5 mL de etanol absoluto ou 250 μL da mistura biodiesel:óleo vegetal e 5,0 mL de 

etanol absoluto (Figura 33a). As misturas foram agitadas por 1 min para promover a 

solubilização da amostra e também durante a titulação, para favorecer a mistura com 

o titulante (Figura 33b). A solução aquo-etanólica foi adicionada até a primeira

evidência de turbidez (Figura 33c). O volume de solução aquo-etanólica consumido 

para a turvação da amostra (Vx) foi tomado como parâmetro analítico. 

A porcentagem de água no titulante foi 10 %(v/v) para as misturas de biodiesel 

e diesel e 15 %(v/v) para as amostras de biodiesel e óleo vegetal. Todas as medidas, 

inclusive as relacionadas à otimização do procedimento, foram realizadas em 

triplicata, visando estimar os desvios padrão. O procedimento foi realizado a 

temperatura ambiente (25 ± 1) ºC.  
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Figura 33. Etapas do procedimento volumétrico: a) amostra dissolvida em etanol, b) titulação 
com solução aquo-etanólica sob agitação constante e c) mistura turva indicando que o limite 
de solubilidade da espécie mais insolúvel foi atingido 

 

 

7.3. Resultados e Discussão 

7.3.1. Aspectos gerais 

O procedimento proposto explorou as diferenças de solubilidade das espécies 

(biodiesel, diesel e óleos vegetais) em água para a quantificação dos componentes 

nas misturas. O etanol foi selecionado como solvente para dissolver as amostras, por 

ser miscível com água e com os componentes da mistura. Sendo composto por 

ésteres de alquila, o biodiesel é mais solúvel do que o diesel (mistura de 

hidrocarbonetos com 8–16 átomos de carbono) ou óleos vegetais (triglicerídeos) em 

meio de etanol-água. Isso pode ser exemplificado considerando os coeficientes de 

partição octanol/água (log P) (157) de compostos modelo: log P = 6,82 para linoleato 

de metila (158) (composto modelo de éster) e 7,05 para ácido linoleico (159) (principal 

ácido graxo do óleo de soja). A adição de água à amostra diluída em etanol promoverá 

então a separação de fase (turvação) quando o limite de solubilidade do componente 

menos solúvel (diesel ou óleo vegetal) for atingido.  

Devido à baixa solubilidade das espécies em água, o procedimento foi realizado 

com soluções aquo-etanólicas como titulante, visando aumentar a quantidade de 

titulante necessária para a turvação e, portanto, minimizar os erros nas medidas 

volumétricas. O volume de solução aquo-etanólica necessário para produzir a primeira 

evidência de turbidez (Vx) foi tomado como resposta analítica. Considerando esses 

cba
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aspectos, espera-se que Vx seja inversamente proporcional à quantidade de biodiesel 

nas amostras.  

Diferentemente de uma titulação clássica, na qual a quantificação do analito é 

realizada por meio da estequiometria da reação, o procedimento proposto requer uma 

curva de calibração, ou seja, um gráfico de Vx em função da concentração de 

biodiesel. Assim, não é necessário um titulante padronizado, pois a mesma solução  

aquo-etanólica será usada para as amostras e soluções padrão.  

 

7.3.2. Otimização  

7.3.2.1. Quantificação de biodiesel em mistura com o diesel 

O teor de água no titulante (solução aquo-etanólica) e os volumes da amostra 

e do etanol utilizado para diluir a amostra foram otimizados pelo método univariado. 

As variáveis foram avaliadas com o objetivo de aumentar a diferença nos volumes da 

solução aquo-etanólica requerida para promover a turbidez de misturas com 

diferentes concentrações de biodiesel (B5, B10 e B15). 

Como mostra a Figura 34, com o aumento da porcentagem de água, os 

volumes de titulante diminuíram exponencialmente e as diferenças entre as misturas 

B5, B10 e B15 ficaram menos evidentes. Isso ocorre devido ao limite de solubilidade 

do diesel em diferentes proporções de água na solução aquo-etanólica. A condição 

experimental selecionada como ótima foi com 10 %(v/v) de água, pois com 

concentrações menores não foi possível atingir o limite de solubilidade do diesel 

mesmo com 10 mL de titulante. 
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Figura 34. Efeito da porcentagem de água no titulante na resposta analítica. Condições 
experimentais: 400 µL de amostra solubilizada em 2000 µL de etanol. Valores referem-se à 
média ± desvio padrão (n = 3) 

8 10 12 14 16 18 20 22 24 26

100

200

300

400

500

600

% (v/v) de água em etanol 

 

 

V
o

lu
m

e
 d

e
 t

it
u

la
n

te
 (

µ
L

)

B15 

B10 

B5 

 

Como mostra a Figura 35, os volumes de solução aquo-etanólica, e, portanto, 

as diferenças entre as respostas analíticas aumentam com a diminuição do volume 

de amostra. Isso é esperado devido à menor quantidade de diesel, após a diluição da 

amostra em etanol. No entanto, para volume de amostra de 300 μL também aumentou 

a incerteza das medidas e, assim, o volume de amostra de 400 μL foi selecionado 

como ótimo. Dessa forma, melhora-se a precisão - CV de 15 e 1% foram estimados 

para volumes de amostra de 300 e 400 μL, respectivamente. 
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Figura 35. Efeito do volume de amostra na resposta analítica. Condições experimentais: 
2000 µL de etanol e titulante com 10 %(v/v) de água. Valores referem-se à média ± desvio 
padrão (n = 3). 
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O etanol foi usado para diluir a amostra e aumentar a solubilidade da mistura 

com o titulante. As respostas analíticas aumentaram exponencialmente com o volume 

do diluente (Figura 36). No entanto, a diluição de 400 μL de amostra com 4,0 mL de 

etanol obteve uma faixa linear até 15 %(v/v) de biodiesel (Figura 36), o que dificultaria 

a aplicação em amostras comerciais com quantidades maiores de biodiesel. Portanto, 

foi selecionado 2,5 mL de etanol anidro como o volume ótimo para a diluição da 

amostra, o que resultou em uma resposta linear até 25,0 %(v/v) de biodiesel, 

adequada à aplicação proposta. 
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Figura 36. Efeito do volume de etanol para a solubilização da amostra na resposta analítica. 
Condições experimentais: 400 µL de amostra e titulante com 10 %(v/v) de água. Valores 
referem-se à média ± desvio padrão (n = 3). 

 

 

O efeito da temperatura na solubilidade das espécies envolvidas (amostra 

diluída em etanol) foi avaliado (Figura 37). As respostas analíticas foram avaliadas 

próximas à temperatura ambiente e as variações nas inclinações das curvas analíticas 

(0,054 a 28 °C, 0,051 a 25 °C e 0,050 a 23 °C) não foram significativas (inferiores a 

8%). Dessa forma, os próximos experimentos foram realizados em temperatura 

ambiente (25 ± 2) °C. 
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Figura 37. Efeito da temperatura nas inclinações das curvas analíticas: (a) 28, (b) 25 e 
(c) 20 ºC. Condições experimentais: 400 µL de amostra, 2500 µL de etanol e titulante com
10 %(v/v) de água

7.3.2.2. Quantificação de biodiesel em mistura com óleos vegetais 

Devido à menor solubilidade dos óleos vegetais no etanol em comparação ao 

diesel, algumas alterações nas condições otimizadas para quantificar biodiesel 

misturado ao diesel foram necessárias para que fosse possível quantificar biodiesel 

em mistura com óleo vegetal. O volume de etanol para definido como ótimo foi 5,0 mL, 

o que foi suficiente para dissolver até 250 μL de óleo vegetal. Considerando essas

condições (250 μL de óleo vegetal, 5 mL de etanol e o titulante com 10 %(v/v) de água, 

resposta linear foi obtida até 50 %(v/v) de biodiesel. No entanto, o limite máximo da 

faixa linear está abaixo do limite mínimo de 96,5%, estabelecido pelas normas 

brasileira (07/2008) e europeia (EN14214) (8). Diante disso, para expandir a faixa 

linear foi necessário aumentar a quantidade de água no titulante para 15 %(v/v), e foi 

estimada uma faixa linear de 50–80 %(v/v) de biodiesel. Amostras com porcentagens 

de biodiesel acima de 80 %(v/v) devem ser diluídas em etanol para que se enquadrem 

à faixa linear do procedimento. 
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7.3.3. Características analíticas 

Nas condições otimizadas, obteve-se resposta linear para mistura 

diesel:biodiesel entre 7–25 %(v/v), descrita pela equação V = -0,202 + 0,055C, 

r = 0,993. Para mistura biodiesel:óleo vegetal, utilizando e titulante com 10,0 %(v/v) 

de água, foi obtida resposta linear entre 20–50 %(v/v), descrita pela equação V = 0,114 

+ 0,050C, r = 0,996. Com 15,0 %(v/v) de água na solução titulante, foi obtida resposta

linear entre de 50–80 %(v/v), de acordo com a equação V = - 2,5 + 0,076 C, r = 0,994. 

O CV foi estimado em 6,8% (n = 10) e os LDs (99,7% de confiança) em 2 %(v/v) 

(biodiesel:diesel) e 7 %(v/v) (biodiesel:óleo vegetal). O procedimento requer apenas 

etanol e água como titulante e gera ca. 10 mL de resíduo por análise, atendendo aos 

requisitos da química verde (9).  

Para a avaliação da exatidão, amostras foram analisadas pelo procedimento 

proposto e de referência baseado em DIP (43), e os resultados (Tabelas 17 e 18) 

foram comparados utilizando o teste t pareado. Os valores obtidos (0,23 para 

biodiesel:diesel e 0,19 para biodiesel:óleo vegetal) foram menores que os valores 

críticos (2,44 e 2,77), respectivamente, indicando que os resultados são concordantes 

ao nível de confiança de 95%. As variâncias foram comparadas pelo teste F e os 

valores calculados também foram concordantes com 95% de confiança. 

Tabela 17. Biodiesel determinados em misturas com diesel pelos procedimentos proposto e 
referência 

Biodiesel (matéria-prima) 

Biodiesel %(v/v)* 

Valor F **
Proposto Referência (43) 

100% soja 9,5 ± 0,5 10,3 ± 0,3 2,8 

90% soja / 10% algodão 9,3 ± 0,3 8,5 ± 0,3 1,0 

90% soja / 10% algodão 10 ± 1 10 ± 1 1,0 

70% soja / 30% sebo 8,7 ± 0,5 9,4 ± 0,3 2,7 

90% soja / 10% sebo 9,8 ± 0,9 9,4 ± 0,3 2,7 

93% soja / 5% algodão / 2% sebo 9,2 ± 0,6 10,3 ± 0,3 1,2 

**F crítico = 19,0 (95% nível de confiança) 
*Média ± desvio padrão (n = 3)
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Tabela 18. Biodiesel determinados em misturas com óleo vegetal pelos procedimentos 
proposto e referência 

Biodiesel 
(matéria-prima) 

Biodiesel %(v/v)* 
Valor F ** Proposto Referência (43) 

70% soja / 30% sebo  83 ± 3  88 ± 1 9,0 

90% soja / 10% sebo  56 ± 1  63± 1 1,0 

100% soja  69 ± 1  75 ± 1 1,0 

100% soja  53 ± 2   50 ± 1 4,0 

**F crítico = 19,0 (95% nível de confiança) 
*Média ± desvio padrão (n = 3)

Algumas características analíticas do procedimento proposto e daqueles 

reportados na literatura são mostradas na Tabela 19. O procedimento envolvendo 

análise por injeção em fluxo com detecção espectrofotométrica (FIA-SP, do inglês 

Flow analysis with spectrophotometric detection) (13), GC-FID (160) ou cromatografia 

gasosa com espectrometria de massas com detector de ionização por impacto de 

elétrons (GC-EI-MS, do inglês Gas chromatography electron impact mass 

spectrometry) (161) usam ésteres metílicos de ácido graxo como padrões (160,161) 

para a construção da curva de calibração, que são relativamente de alto custo. 

O procedimento baseado em Fluorescência de raios X por energia dispersiva 

(EDXRF, do inglês Energy dispersive X-ray fluorescence) (162) e o procedimento 

proposto empregam biodiesel diluído em diesel para preparar as soluções padrão. 

Além disso, o procedimento baseado em cromatografia gasosa com espectrometria 

de massas com ionização por impacto de elétrons, (GC-EI-MS, do inglês Gas 

chromatography electron impact mass spectrometry) (161) utiliza hexano no preparo 

de amostra. O procedimento proposto e o que explora análises em fluxo (13) utilizam 

etanol, que é ambientalmente amigável e mais acessível. O procedimento proposto 

para quantificar biodiesel misturado ao diesel possui um LQ maior do que os 

procedimentos citados na Tabela 19, porém atende ao porcentual de biodiesel que 

deve ser adicionado ao diesel atualmente, i.e. 10 %(v/v) (149). O CV do procedimento 

proposto é menor que o procedimento baseado em GC-EI-MS (161) e similar ao 

procedimento baseado em GC-FID (160). 
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Tabela 19. Características analíticas dos procedimentos para a quantificação do teor de éster em biodiesel e biodiesel em misturas com o 

diesel 

Procedimento Solvente 

para preparo 

da amostra 

LD (%) CV (%) Preparo da curva de 

calibração 

Referência 

Biodiesel:diesel 

EDXRF ─ 0,5 0,2 Misturas de biodiesel:diesel (162) 

Espectrofotometria-UV-Vis heptano 0,5 4,0 Misturas de biodiesel:diesel (151) 

FIA-SP etanol 0,2 0,03 Linoleato de metila (13) 

Este trabalho etanol 7,0 6,8 Misturas de biodiesel:diesel ─ 

Biodiesel (Teor de ésteres) 

GC-FID ─ 2,3x10-5 6,7 Padrões de éster metílico de 
ácidos graxos 

(160) 

GC-EI-MS hexano 7,8x10-5 8,0 Padrões de éster metílico de 
ácidos graxos 

(161) 

FIA-SP etanol 0,8 0,4 Linoleato de metila (13) 

Este trabalho etanol 2,0 5,8 Misturas de biodiesel:diesel ─ 
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7.4. Conclusões 

O procedimento volumétrico desenvolvido utiliza somente etanol e água para a 

quantificação de biodiesel misturado ao diesel ou óleo vegetal e gera baixas 

quantidades de resíduos. Também requer equipamentos simples e acessíveis, é um 

procedimento fácil de ser executado e econômico, o que é atraente para análises de 

rotina, incluindo determinações diretamente nos postos de combustíveis ou durante o 

transporte do combustível. O biodiesel pode ser utilizado para preparar soluções 

padrão para a calibração. O procedimento proposto é alternativo ao oficial para a 

quantificação da quantidade de biodiesel em diesel e detectar adulterações por óleos 

vegetais e pode ser aplicado para monitorar o rendimento da reação de 

transesterificação em usinas de produção de biodiesel, minimizando tanto o consumo 

de energia quanto a degradação dos ácidos graxos. 
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8. Dispositivo microfluídico para a quantificação de biodiesel em mistura

com o diesel7

Resumo 

A quantificação de biodiesel em mistura com o diesel é necessária para evitar fraudes, 

como a adição de óleos vegetais ao biodiesel, e para garantir que as misturas 

contenham a quantidade de biodiesel especificada pela legislação. Dessa forma, é 

essencial desenvolver procedimentos para o controle de qualidade que permitem 

análises mais práticas, rápidas e de baixo custo. Neste capítulo da Tese, discute-se o 

desenvolvimento de um dispositivo microfluídico explorando DIP obtidas com 

smartphone para a quantificação de biodiesel em mistura com o diesel. 

O procedimento foi baseado na reação dos ésteres de alquila com NH₂OH em meio 

básico, gerando o íon hidroxamato correspondente que, em meio ácido, forma um 

complexo violeta com Fe(III). A resposta analítica foi baseada na intensidade de 

radiação refletida, medida como valores de RGB. O sinal analítico foi medido no canal 

G, considerando a complementaridade com a cor do complexo formado. Resposta 

linear foi obtida no intervalo 5–30 %(v/v) de linoleato de metila, descrita pela equação: 

G = 69,6 + 2,1C (r = 0,999). O CV (n = 10) e o LD (99,7% de confiança) foram 

estimados em 4,0% e 0,04 %(v/v), respectivamente. O procedimento consome apenas 

60 µL da mistura biodiesel:diesel, diluída 1:50 (v/v) em etanol, 233 μg de NH₂OH, 480 

μg de NaOH, 14 μg de Fe(III) e equivalente a 1,2 μL de HNO3 69 %(v/v) por análise. 

As porcentagens de biodiesel determinadas em amostras comerciais foram 

concordantes com os valores obtidos pelo procedimento de referência MIR ao nível 

de confiança de 95%. 

Palavras-chave: Teor de éster. Adulteração. Óleo vegetal. 

7 Soares, Samara; Ramos-Lorente, Celia E.; Ruiz-García, Isidoro; Rocha, Fábio R. P.; Erenas, Miguel M.; Orbe-Payá, Ignacio de;  
López-Ruiz, Nuria; Capitán-Vallvey, Luis F. A cost-effective microfluidic device for smartphone-based photometric 
determination of 390biodiesel content in diesel blend. Sensors and Actuators B Chemical, v. 390, art. 134033, 2023. 
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Abstract 

Quantification of the biodiesel content in diesel blends is needed to inhibit fraud, such 

as addition of vegetable oils to biodiesel, and to ensure that the blends contain the 

amount of biodiesel specified by legislation. Thus, it is essential to develop procedures 

for quality control aiming at more practical, fast, and cost-effective analyses. In this 

Thesis chapter, a microfluidic device exploiting smartphone-based DIP was developed 

for the quantification of biodiesel in diesel blends. The procedure involves the reaction 

of the alkyl esters with hydroxylamine in alkaline medium to form the corresponding 

hydroxamate ion, with further formation of a violet complex with Fe(III) in acidic 

medium. The analytical responses were based on the intensity of the reflected 

radiation measured as RGB values, taken the G channel for the analytical 

measurements, considering the complementarity with the reaction product color. 

A linear response was obtained from 5 to 30 %(v/v) methyl linoleate, described by the 

equation: G = 69.6 + 2.1C (r = 0.999), with CV (n = 10) of 4.0% and LD (99.7% 

confidence) of 0.04 %(v/v). The procedure consumes as low as 60 µL of the 

biodiesel:diesel mixture, diluted 1:50 (v/v) in ethanol, 233 µg of hydroxylamine, 480 µg 

NaOH, 14 µg Fe(III), and an amount equivalent to 1.2 µL of 69 %(v/v) HNO3. The 

biodiesel concentrations determined in commercial samples by the proposed 

procedure and by Mid-infrared spectroscopy reference procedure agreed at the 95% 

confidence level. 

Keywords: Ester content. Adulteration. Vegetable oil. 
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8.1 Introdução 

Apesar de amplamente utilizado devido à relevância ambiental e 

sustentabilidade, em alguns países, o custo de produção do biodiesel é superior ao 

do diesel (7). Diante disso, é imprescindível o monitoramento da quantidade de 

biodiesel adicionada ao diesel, com o intuito de inibir fraudes, como discutido no 

capítulo 7 desta Tese. O procedimento analítico oficial para quantificar biodiesel em 

blendas com diesel é baseado em MIR (15). Procedimentos baseados em 

espectroscopia no infravermelho próximo (NIR, do inglês Near infrared) também foram 

desenvolvidos para quantificar biodiesel e detectar adulteração com óleos vegetais 

em misturas diesel:biodiesel (16,163,164). Equipamentos MIR portáteis estão 

disponíveis para análises em campo (165), porém o processamento dos dados é 

demorado e requer a construção de modelos de calibração adequados a partir de 

padrões, nem sempre disponíveis. Procedimentos alternativos para quantificar o teor 

de biodiesel têm sido propostos, mas normalmente envolvem várias etapas analíticas 

e requerem quantidades significativas de solventes tóxicos, por exemplo, os baseados 

em espectrofotometria UV-Vis, que utilizam 10 mL de heptano (151) ou 5 mL de 

hexano (166) por análise. Consequentemente, os procedimentos geram volumes 

significativos de resíduos, por exemplo, 102 mL (166) ou 17 mL (151) por análise. Para 

contornar esses inconvenientes e contemplar os princípios da química verde, foram 

propostos procedimentos espectrométrico em fluxo (13) ou explorando DIP (43). No 

entanto, esses procedimentos não são atrativos para análises diretamente em postos 

de combustível, devido à falta de portabilidade (13) ou às várias etapas envolvidas 

(43). 

Dispositivos microfluídicos têm sido utilizados com sucesso para análises 

in situ, viabilizando a obtenção rápida de resultados analíticos com mínimo consumo 

de reagentes e solventes (167,168). Essa estratégia também têm sido associada com 

sucesso à DIP, com uma diversidade de aplicações (169), como a quantificação de 

glicose no sangue (170,171) e de Cu(II) em cachaça (172). Apesar do alto potencial 

de aplicação em análises de biodiesel e de misturas biodiesel:diesel, dispositivos 

microfluídicos ainda não foram explorados para este fim, o que motivou o 

desenvolvimento dessa meta da Tese. O trabalho foi desenvolvido durante o estágio 

de pesquisa realizado na Universidade de Granada/Espanha. 
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8.2 Parte experimental  

8.2.1 Equipamentos e acessórios 

Uma impressora a laser (Rayjet) foi utilizada para cortar os materiais mylar, vinil 

e metacrilato com espessuras de 0,4, 2,5 e 4,5 mm e os papéis em formato circular. 

Um vortex (Boeco Germany, model BOE 8062000) e um banho ultrassom (Selecta, 

model 113834) foram utilizados para favorecer a dissolução de reagentes no preparo 

das soluções.  

Suportes para a reação com 4 mm de diâmetro e 3 mm de espessura foram 

obtidos de absorventes íntimo (Evax Liberty/ Super Alas) e cortados usando um 

perfurador (KNIPEX 90 70 220). O polímero poli(N-isopropil acrilamida) (pNIPAN), 

com espessuras de 0,75, 1,0 e 1,5 mm, foi preparado usando módulos para o sistema 

de eletroforese Mini-PROTEAN Tetra da BIO-RAD, composto por suporte Tetracell & 

Clamps (modelo 1658050), placas de vidro (modelos 1653312 e 1653308) e vedações 

(modelo 1653305). 

Uma caixa comercial portátil para fotografia (24 cm de altura x 23 cm de 

comprimento x 22 cm de largura) com 20 LEDs brancos (PULUZ) posicionados na 

parte superior, foi usada para obter as imagens digitais em condições de iluminação 

controlada. Foi utilizado um Iphone (SE) equipado com câmera de 8 megapixels com 

abertura de lente de f/2.2 para a aquisição das imagens e o software ImageJ® para 

obter os valores de RGB, com uma região de interesse de 60×130 pixels. 

 

8.2.2 Reagentes e soluções 

As soluções foram preparadas a partir de reagentes de grau analítico e água 

deionizada (resistividade > 18 MΩ cm), em balões volumétricos. 

Solução de NH2OH 0,30 mol L–1 foi preparada dissolvendo 1,15 g de 

NH2OH.HCl (Panreac) em 5 mL de água e completado para 50 mL com etanol anidro 

(Merck). Solução de NaOH 0,30 mol L–1 foi preparada dissolvendo 0,60 g do reagente 

(Panreac) em 5 mL de água e avolumado com etanol para 50 mL. A solução de  

Fe(III) 10 mmol L–1 foi preparada pela dissolução de 0,240 g de NH4Fe(SO4)2.12H2O 

(Panreac) em 20 mL de solução de 1,60 mol L–1 HNO3 (Panreac), completando o 

volume para 50 mL com água, obtendo-se uma concentração final de HNO3  

0,65 mol L–1.  
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Diesel S10 contendo (até 10 ppm de enxofre) ou S500 contendo (até 500 ppm 

de enxofre) foram obtidos de refinarias da Petrobras. As misturas de biodiesel com 

diesel foram preparadas a partir do biocombustível obtido de diferentes matérias-

primas: 70 %(v/v) de óleo de soja e 30 %(v/v) sebo (amostras 1, 3 e 8); 90 %(v/v) de 

óleo de soja e 10 %(v/v) de sebo (amostras 2 e 5); 90 %(v/v) de óleo de soja e 

10 %(v/v) de óleo de algodão (amostra 4); 100 %(v/v) de óleo de soja 

(amostras 6 e 7) e 93 %(v/v) de óleo de soja, 5 %(v/v) de óleo de algodão e 2 %(v/v) 

de sebo (amostra 9). Essas amostras de biodiesel foram obtidas diretamente de 

usinas produtoras. 

Soluções padrão linoleato de metila de 0,1–0,6 %(v/v) foram preparadas por 

diluição de um padrão 99 %(v/v) (Sigma) em etanol anidro. As amostras de biodiesel 

foram diluídas 1:50 v/v em etanol anidro. 

O pNIPAM foi preparado pela dissolução de 640 mg de N-Isopropilacrilamida 

(Aldrich), 80 mg de Dextran Leuconostoc ssp 70 (Fluka) e 16 mg de 

N,N-Metilenobis(acrilamida) (Sigma Aldrich) em 4 mL de água deionizada, seguido da 

adição de 200 μL de solução de persulfato de potássio 65 mmol L–1 e 48 μL de 

N,N,N',N'-tetrametiletilenodiamina. Posteriormente, a mistura foi colocada em um 

molde de polimerização a 30 ºC por 1 h e o polímero foi armazenado em um recipiente 

com água em temperatura ambiente.  

Para a absorção da solução de Fe(III) pelo pNIPAM, o polímero foi cortado em 

diferentes tamanhos (2 x 2 mm, 2 x 3 mm, 3 x 3 mm, 3 x 4 mm, 4 x 4 mm e 4 x 5 mm), 

os pedações foram secos em uma chapa aquecedora a 50 oC e, então, imersos na 

solução de Fe(III) em HNO3 por 1 h.  

8.2.3 Procedimento 

O procedimento analítico foi realizado adicionando 60 μL das amostras, 

diluídas 1:50 v/v em etanol anidro, ou solução padrão (0,1–0,6 %(v/v)) no suporte de 

reação (Figura 38A), juntamente com 10 μL de solução de NH2OH 0,20 mol L–1 e 

40 μL de solução de NaOH 0,30 mol L–1. Após 20 min de reação, a solução de 

Fe(III)  foi liberada do pNIPAN por aquecimento a 42 ºC, para formar o complexo 

Fe(III)/hidroxamato. As medidas fotométricas foram realizadas diretamente na lateral 

do suporte de reação (Figura 38B) sob iluminação controlada. O celular foi 
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posicionado na parte superior da caixa, ca. 10,0 cm de altura, para as medidas 

analíticas. 

Figura 38. Fotografias do dispositivo microfluídico (A) e da área de interesse para as medidas 
fotométricas (B) para a quantificação de biodiesel em misturas com o diesel  

Os sinais analíticos foram obtidos subtraindo os valores do canal G (medidos 

como intensidades da radiação refletida) do valor correspondente à reflexão total de 

radiação (255), obtendo-se assim valores proporcionais às concentrações de linoleato 

de metila. 

8.3. Resultados e Discussão 

8.3.1. Aspectos gerais 

O método analítico para a quantificação de biodiesel em mistura com o diesel 

foi baseado na reação dos ésteres de alquila com a NH₂OH, em meio alcalino, 

gerando os íons hidroxamato correspondentes (Eq. 16) que, em meio ácido, reagem 

com o Fe(III), formando o complexo Fe(III)/hidroxamato (Eq. 17).  
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Devido às características hidrofóbicas do biodiesel e do diesel, e às 

propriedades hidrofílicas dos reagentes, esses foram preparados em meio etanólico 

contendo o mínimo de água, e as amostras também foram diluídas em etanol. 

Os primeiros experimentos foram realizados em papel filtro e fio de algodão 

como suportes, visando avaliar a formação do complexo de medida na superfície 

destes materiais, porém os resultados não foram reprodutíveis. A baixa 

reprodutibilidade foi devida à distribuição não uniforme do produto de medida nos 

materiais, o que tem relação com a rápida evaporação do etanol utilizado para 

preparar os reagentes e diluir a amostra. Papel de acetato de celulose, fibra de vidro 

e tecido (sarja de algodão, flanela e 100% poliéster), papel com membrana hidrofílica 

(quitosana) (173) e o material obtido de absorventes também foram avaliados como 

suporte. Entretanto, somente no material proveniente de absorvente foi observado a 

formação do complexo Fe(III)/hidroxamato, qual foi definido como suporte de reação. 

O íon hidroxamato pode formar complexos com outros íons metálicos, além do 

Fe(III) (43). Então, foram avaliadas reações com soluções de V(V) e Cu(II) preparadas 

em meio de HCl e HNO3. Nas mesmas condições experimentais utilizadas para a 

reação com Fe(III) (50 µL de linoleato de metila 0,6 %(v/v), 30 µL de NaOH 

0,30 mol L– 1, 15 min de reação e 20 µL de solução de V(V) ou Cu(II) 8,0 mmol L–1 

preparada em HNO3 ou HCl 0,65 mol L–1), a reação ocorreu apenas com V(V) em 

HNO3, gerando um complexo de cor púrpura, que não foi estável. Dessa forma, os 

próximos experimentos foram realizados com Fe(III) em HNO3. 

O procedimento proposto requer a construção de um dispositivo microfluídico 

com canais para fluir volumes de soluções na ordem de microlitros visando reações 

sequenciais que requerem diferentes meios reacionais, i.e. formação do hidroxamato 

em meio básico e do complexo com o Fe(III) em meio ácido. Diante disso, diferentes 
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materiais (mylar, vinil e metacrilato) foram avaliados para a construção do dispositivo. 

Observou-se absorção das soluções pelo metacrilato, enquanto no mylar, devido à 

espessura do material, os canais construídos para escoar as soluções não foram 

profundos, o que prejudicou a interação dos reagentes com o analito e a formação do 

produto. Melhor interação analito/reagente foi observada em vinil, que foi definido para 

construção do dispositivo. 

 

8.3.2 Otimização  

O linoleato de metila (principal éster produzido pela transesterificação do óleo 

de soja com metanol) foi selecionado como espécie modelo para as otimizações e 

calibração, devido à predominância do óleo de soja como matéria-prima para a 

produção de biodiesel no Brasil (43). 

O procedimento para a formação do complexo Fe(III)/hidroxamato foi otimizado 

pelo método univariado, com o objetivo de maximizar a resposta analítica e reduzir o 

consumo de reagentes. Com base em experimentos preliminares, foram fixadas as 

concentrações de NH2OH (0,30 mol L–1), NaOH (0,30 mol L–1) e Fe(III) (8,0 mmol L–1, 

em HNO3 0,65 mol L–1), e otimizados os volumes das soluções (amostra e reagentes) 

e os tempos de reação. Os experimentos foram realizados no suporte de reação de 

material absorvente, descrito no item 8.3.1. e, posteriormente, foi avaliado o pNIPAN 

como um recipiente das soluções de NH2OH e Fe(III) e avaliadas as dimensões do 

dispositivo microfluídico.  

A primeira etapa do processo de derivação química dos ésteres de alquila 

envolve a formação do íon hidroxamato em meio alcalino (Eq. 16). Com relação ao 

volume de NH₂OH, a maior resposta analítica foi obtida com 10 µL (Figura 39). Com 

volumes menores de NH₂OH, a resposta analítica diminuiu devido à quantidade de 

reagente insuficiente para a reação quantitativa com o éster presente. Por outro lado, 

volumes maiores favoreceram a redução do Fe(III) a Fe(II), prejudicando a formação 

do complexo e causando a diminuição do sinal analítico. O volume de 10 µL foi 

selecionado como ótimo, devido à maior diferença da resposta analítica do branco e 

porque fornece aproximadamente o dobro da quantidade estequiométrica de NH₂OH 

considerando a maior quantidade de éster esperada nas amostras. 
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Figura 39. Efeito do volume de solução de NH₂OH 0,30 mol L–1 sobre os sinais analítico (a) e 
do branco (b). Condições experimentais: 50 µL de linoleato de metila 0,6 %(v/v), 30 µL de 
NaOH 0,30 mol L–1, 15 min de reação (formação do íon hidroxamato) e 20 µL de solução de 
Fe(III) 8,0 mmol L–1 em HNO3 0,65 mol L–1. Valores referem-se à média ± desvio padrão  
(n = 3) 

 

 

A formação do íon hidroxamato requer meio alcalino, entretanto, um excesso 

de NaOH favorece a precipitação de Fe(OH)3 na segunda etapa da derivação química 

do analito. Na Figura 40 observa-se um aumento gradativo dos sinais analíticos e do 

branco com o volume de NaOH. A formação de Fe(OH)3 torna-se mais acentuada a 

partir de 45 µL de NaOH, prejudicando a formação do hidroxamato. O volume  

de 40 µL foi então escolhido para os experimentos posteriores. 
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Figura 40. Efeito do volume de solução de NaOH 0,30 mol L–1 sobre os sinais analítico (a) e 
do branco (b). Condições experimentais: 50 µL de linoleato de metila 0,6 %(v/v), 10 µL de 
NH2OH 0,30 mol L–1, 15 min de reação (formação do íon hidroxamato) e 20 µL de Fe(III) 
8,0  mmol  L–1  em HNO3 0,65 mol L–1. Valores referem-se à média ± desvio padrão (n = 3) 

A segunda etapa da derivação química envolve a formação do complexo com 

Fe(III) em meio ácido (Eq. 17). Diante disso, é importante avaliar o volume de Fe(III) 

em HNO3 (Figura 41), visando assegurar à concentração adequada de Fe(III), e 

garantir que a reação seja conduzida em condição apropriada de acidez, favorecendo 

a formação do complexo e evitando a precipitação de Fe(OH)3. Com o volume de 

25 µL ocorreu a diminuição dos sinais analíticos, pois o excesso de ácido afeta a 

formação do complexo, porque o ligante hidroxamato é a base conjugada de um ácido 

fraco (ácido hidroxâmico). Assim, o volume de 25 µL foi selecionado como ótimo por 

resultar na maior diferença da resposta analítica do branco. 
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Figura 41. Efeito do volume de solução de Fe(III) 8 mmol L–1 em HNO3 0,65 mol L–1 sobre os 
sinais analítico (a) e do branco (b). Condições experimentais: 50 µL de linoleato de metila 
0,6 %(v/v), 10 µL de NH2OH 0,30 mol L–1, 40 µL de NaOH 0,30 mol L–1 e 15 min de reação 
(formação do íon hidroxamato). Valores referem-se à média ± desvio padrão (n = 3) 

O efeito do volume de amostra foi avaliado utilizando uma solução de linoleato 

de metila 0,6 %(v/v), com a finalidade de aumentar a sensibilidade (Figura 42). O sinal 

analítico aumentou até 60 µL de amostra, e o efeito não significativo na resposta 

analítica com volumes maiores que 60 µL, indica quantidade insuficiente de reagente. 

Assim, escolheu-se 60 µL de amostra como o volume ótimo. 
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Figura 42. Efeito do volume de amostra, simulada com solução de linoleato de metila 
0,6 %(v/v), sobre os sinais analítico (a) e do branco (b). Condições experimentais: 10 µL de 
NH2OH 0,30 mol L–1, 40 µL de NaOH 0,30 mol L–1, 15 min de reação (formação do íon 
hidroxamato) e 25 µL de Fe(III) 8 mmol L–1 preparado em HNO3 0,65 mol L–1. Valores 
referem-se à média ± desvio padrão (n = 3) 

Foi avaliado o efeito do tempo para formação do íon hidroxamato, com a 

finalidade de trabalhar com o menor tempo de reação e em situação de estado 

estacionário. Como mostra a Figura 43, houve um aumento no sinal analítico e uma 

diminuição do sinal do branco até 20 min, selecionado para os próximos experimentos. 
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Figura 43. Efeito do tempo de reação para formação do íon hidroxamato sobre os sinais 
analítico (a) e do branco (b). Condições experimentais: 60 µL de linoleato de metila 0,6 %(v/v), 
10 µL de NH2OH 0,20 mol L–1, 40 µL de NaOH 0,30 mol L–1 e 25 µL de Fe(III) 8 mmol L–1 
preparado em HNO3 0,65 mol L–1. Valores referem-se à média ± desvio padrão (n = 3) 

Com o objetivo de diminuir os erros nas medidas analíticas é desejável a 

formação de um complexo estável no suporte, especialmente visando análises in situ. 

Como mostra a Figura 44, o complexo é estável até 10 min, tempo suficiente para 

realizar as medidas fotométricas após a formação do produto.  
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Figura 44. Efeito do tempo de reação entre o hidroxamato e o Fe(III) sobre os sinais analítico 
(a) e do branco (b). Condições experimentais: 60 µL de linoleato de metila 0,6 %(v/v), 10 µL
de NH2OH 0,20 mol L–1, 40 µL de NaOH 0,30 mol L–1, 20 min de reação (formação do íon
hidroxamato) e 25 µL de Fe(III) 8 mmol L–1preparado em HNO3 0,65 mol L–1. Valores
referem-se à média ± desvio padrão (n = 3)

O pNIPAN foi avaliado como compartimento dos reagentes (NH₂OH + NaOH e 

Fe(III) + HNO3), entretanto, o material reteve eficientemente somente o Fe(III) em 

HNO3. Diante disso, foi avaliado o efeito da espessura e o tamanho necessário para 

o pNIPAN reter 25 µL da solução de Fe(III)/HNO3, volume ótimo definido anteriormente

(Figura 41). Essa condição foi alcançada com o polímero com 1,5 mm de espessura 

e tamanho de 4 x 5 mm (área de 20 mm2), como mostra a Figura 45.  
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Figura 45. Efeito da área e espessura do pNIPAN na retenção da solução de Fe(III) 

O dispositivo microfluídico foi otimizado com o objetivo de definir as 

melhores condições para favorecer a formação do hidroxamato e posterior 

formação do complexo com o Fe(III). No dispositivo microfluídico, foram fixados 

o tamanho (4 mm) e a profundidade (3 mm) do compartimento para o suporte

de reação (Figura 46a) e foi avaliado o tamanho e a profundidade do 

compartimento para o pNIPAN, de 4,0 a 7,0 mm e 0,6 a 1,2 mm (Figura 46b). 

Também foi avaliada a profundidade do canal (de 0,3 a 1,0 mm) que vai 

direcionar a solução de Fe(III) eliminada do pNIPAN até o suporte de reação. 

As condições definidas como ótimas foram 5,0, 1,0 e 0,5 mm (Figura 46). 
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Figura 46. Representação esquemática (A) e fotografia (B) do dispositivo microfluídico 
para a quantificação de biodiesel em misturas de diesel. As distâncias são dadas em 
mm  

8.3.3 Características analíticas 

Após a otimização, resposta linear foi estimada de 0,1–0,6 %(v/v) de 

linoleato de metila, descrita pela equação G = 69,6 + 2,1C (r = 0,999). O CV e 

o LD foram estimados em 4,0% (n =10) e 0,04 %(v/v). O procedimento utiliza

apenas 60 µL de amostra, diluída 1:50 (v/v) em etanol, 233 μg de NH₂OH, 

480 μg de NaOH, 14 μg de Fe(III) e equivalente a 1,2 μL de HNO3 69 %(v/v) 

por análise.  

Recuperações entre 88 a 115% foram estimadas para amostras 

preparadas pela adição de biodiesel obtido de diferentes matérias-primas a 

diesel S10 ou S500 (Tabela 20). Isso demonstra a ausência de efeitos de 

matriz, o que é uma característica importante, porque diferentes matérias-

primas têm sido utilizadas na produção do biodiesel. Para avaliar a exatidão, 

amostras de misturas de biodiesel:diesel foram analisadas pelo procedimento 

proposto e de referência (MIR) (15) (Tabela 21) e os resultados comparados 

pelo test t pareado. O valor calculado (0,19) foi abaixo do valor crítico (2,01), 

indicando que os resultados são concordantes a nível de 95% de confiança. 
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Tabela 20. Porcentagens de recuperações de biodiesel produzido de diferentes 
matérias-primas de blendas com o diesel S10 ou S500 

Matéria-prima %(v/v) 

 

Biodiesel %(v/v)* 
Recuperação 

(%) Adicionado  Encontrado 

Biodiesel com diesel S10 

Óleo de soja/gordura animal (70/30) 7,5 8,1 ± 0,6 108 ± 8 

Óleo de soja/gordura animal (90/10) 10,0 10,9 ± 0,3 111 ± 3 

Óleo de soja/gordura animal (70/30) 10,0 9,8 ± 0,8 98 ± 8 

Óleos de soja e algodão (90/10) 15,0 16,3 ± 1,9 109 ± 13 

Biodiesel com diesel S500 

Óleo de soja/gordura animal (90/10) 7,5 8,6 ± 0,7 115 ± 10 

Óleo de soja (100) 10,0 10,0 ± 0,4 100 ± 4 

Óleo de soja (100) 15,0 15,5 ± 0,3 104 ± 2 

Óleo de soja/gordura animal (70/30) 20,0 18,1 ± 0,3 90 ± 2 

Óleos de soja e algodão/gordura animal 

(93/5/2) 25,0 22,2 ± 0,7 88 ± 3 

*Média ± desvio padrão (n = 3) 

 

Tabela 21. Quantidades de biodiesel determinadas em amostras de biodiesel:diesel 
pelo procedimento proposto e de referência 

 

Amostra 

Biodiesel %(v/v)*  

Proposto Referência (15) **Fcal 

1 13,4 ± 1,5 14,8 ± 0,5 
9,0 

2 12,7± 0,4 14,1 ± 0,2 
4,0 

3 16,4 ± 1,5 16,1 ± 0,7 
4,6 

4 16 ± 2 17 ± 1 
4,6 

5 22 ± 3 19 ± 1 
8,4 

6 19 ± 0 18,6 ± 0,2 
˗ 

*Média ± desvio padrão (n = 3) 

**Fcrítico = 19 (95% de confiança) 
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Algumas características analíticas dos procedimentos utilizados para a 

quantificação da quantidade de biodiesel na mistura biodiesel:diesel são 

apresentadas na Tabela 22. O CV do procedimento proposto foi similar aos 

procedimentos baseados em espectrofotometria Vis (151) e UV (174) e 

significativamente melhor que o obtido no procedimento baseado em 

cromatografia líquida de alto desempenho com detecção espectrofotométrica 

no UV (153). O LD e a faixa de resposta linear são compatíveis com o limite 

mínimo de biodiesel (10 %v/v) que deve ser adicionado ao diesel de acordo 

com a legislação vigente. O procedimento proposto utiliza etanol, um solvente 

menos tóxico quando comparado aos procedimentos alternativos que utilizam 

hexano (153) e heptano (151,174). O consumo de etanol no procedimento 

proposto é ca. 20 vezes menor que o procedimento em fluxo (13) e ca. 10 vezes 

menor no procedimento fotométrico explorando imagens digitais obtidas com 

smartphone (43). O consumo de NH₂OH e Fe(III) foram ca.4 e 16 vezes 

menores que o procedimento em fluxo (13) e ca. 4 e 5 vezes menores quando 

comparado ao procedimento fotométrico por imagens digitais (43). Assim, 

destaca-se que o procedimento proposto atende aos requisitos da química 

verde, por utilizar um solvente menos tóxico e pequenas quantidades de 

reagente e solvente. 
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Tabela 22. Características analíticas dos procedimentos para a quantificação do teor de éster na mistura com o diesel 

Procedimento Faixa linear  

%(v/v) 

LD  

%(v/v) 

Consumo de 
solvente orgânico 

(mL)1 

CV (%) Referência 

HPLC (0,09–2)x10-5 2.10-5 12,0 (hexano) 8,0 (153) 

UV-Vis 0,01–0,60 8.10-4 10,0 (heptano) 4,0 (151) 

UV  0,002–0,03 6.10-4 9,3 (heptano) 3,7 (174) 

FIA-SP 0,10–2,60 0,03 2,2 (etanol) 0,20  (13) 

Spot test /DIP-smartphone 0,06–0,80              0,02 1,0 (etanol) 0,9 (43) 

Este trabalho 5,0–30,0 0,04 0,110 (etanol) 4,0 – 

HPLC: Cromatografia líquida de alta eficiência; 1 volumes consumidos por análise 
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8.4 Conclusões 

Um dispositivo microfluídico prático e de baixo custo foi desenvolvido para a 

quantificação de biodiesel em misturas de diesel usando DIP obtidas por smartphone. 

O uso de etanol como solvente para dissolver a amostra e preparar os reagentes 

minimizou o risco de efeitos de matriz de biodiesel produzido de diferentes matérias-

primas (óleos de soja e algodão e gordura animal) e tornou viável o uso de soluções 

padrão preparadas em etanol para calibração. Devido às diluições de 50 vezes, foi 

possível analisar amostras que contém biodiesel em misturas com diesel S10 ou 

S500, porque minimizou o efeito de corantes contidos nas amostras. 

As características analíticas como faixa de resposta linear, limites de detecção 

e quantificação, precisão indicam que o procedimento é uma alternativa confiável ao 

procedimento de referência baseado em MIR. 
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9. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Nesta Tese, foram desenvolvidos procedimentos analíticos explorando DIP 

obtidas por um smartphone para a quantificação de metanol, Ca e Mg em biodiesel, e 

de biodiesel em mistura com o diesel e um procedimento volumétrico para quantificar 

biodiesel em mistura com o diesel ou óleo vegetal. A estratégia de calibração MEC foi 

explorada para contornar efeito de matriz na análise de biodiesel por procedimentos 

espectrofotométricos e uma proposta análoga foi pioneiramente desenvolvida para a 

calibração utilizando DIP, efetivamente contornando o efeito de interferência. 

No primeiro procedimento desenvolvido para a quantificação de metanol em 

biodiesel foi empregada extração líquido-líquido com água para separar o metanol do 

biodiesel e derivação química com o reagente de Schiff. A derivação química do 

metanol ocorreu dentro de um tubo Eppendorf® de 1,5 mL, com volumes de amostra 

e reagentes da ordem de microlitros, assim reduzindo o consumo de reagentes e a 

geração de resíduos. O procedimento apresentou boa precisão (CV = 3,7%) e 

excelentes recuperações (de 93 ± 11% a 109 ± 5) e resultados concordantes com o 

procedimento de referência, sendo atrativo para análises de rotina. Visando evitar a 

derivação química do analito e explorando a volatilidade do metanol, foi desenvolvido 

um segundo procedimento analítico, no qual foi pioneiramente proposto um sistema 

simples e de baixo custo para a microdestilação do metanol do biodiesel. A 

quantificação fotométrica foi baseada na descoloração de uma solução ácida de 

KMnO₄ pela oxidação do analito a formaldeído. O sistema de microdestilação foi 

composto por um tubo Eppendorf® de 1,5 mL (contendo o KMnO₄) que ficava 

suspenso dentro de tubo Falcon® de 50 mL, contendo o biodiesel. A proposta foi 

efetiva para a separação do metanol do biodiesel, evitando a necessidade de 

derivação química do analito, visto que o metanol é a espécie mais volátil encontrada 

em biodiesel. O procedimento apresentou CV de 4,8% e recuperações de 92 ± 4% a 

102 ± 1. Em ambos os procedimentos foram obtidos resultados concordantes com o 

procedimento de referência baseado em GC-FID a nível de 95% de confiança. 

Na quantificação de Ca e Mg em biodiesel foi empregado etanol para a 

formação de uma fase única entre o biodiesel e as soluções reagentes. A diluição da 

amostra também contribui para minimizar efeitos de matriz, o que é importante  

devido às diferentes matérias-primas utilizadas para a produção do biodiesel.  

O procedimento, realizado em tubos Eppendorf® de 1,5 mL, foi baseado na 

descoloração da solução alcalina de Negro de Eriocromo T, devido à formação de 
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complexos com os analitos. Uma curva de calibração construída com soluções padrão 

preparadas a partir de Ca ou Mg pode ser utilizada para a quantificação dos teores 

totais, conforme requerido pela legislação. Os resultados foram concordantes com os 

obtidos por ICP-OES a nível de 95% de confiança e o procedimento proposto é 

significativamente mais simples, rápido e limpo que o procedimento de referência. 

Para a quantificação de biodiesel em mistura com o diesel ou óleo vegetal, foi 

proposto um procedimento volumétrico simples, limpo e inovador utilizando apenas 

etanol e água. Precisão (CV = 6,8%) e exatidão foram demonstradas e a alternativa 

proposta é atraente para o controle de qualidade de blendas de diesel e 

monitoramento do processo de transesterificação. No segundo procedimento para 

quantificação de biodiesel em mistura com o diesel, foi construído um dispositivo 

microfluídico para análises in situ. O procedimento apresentou CV = 4,0% e 

recuperações de 88 ± 3% a 115 ± 10. Os resultados foram concordantes com os 

procedimentos de referência baseados em MIR e GC-FID a nível de 95% de 

confiança. 

A calibração MEC foi eficiente para contornar efeitos de matriz na quantificação 

espectrofotométrica de índice de iodo e de glicerol livre em biodiesel produzido de 

diversas matérias-primas (óleos de soja e algodão e gordura animal), superando 

dificuldades observadas anteriormente. A estratégia combinando DIP e medidas 

multicanais foi efetiva para contornar a interferência de glicerol. Ambas as estratégias 

de calibração produziram resultados mais exatos do que os procedimentos de 

calibração externa, demonstrando a eficiência para contornar efeitos de matriz e 

interferências.  

Todos os procedimentos desenvolvidos atenderam ao objetivo principal desta 

Tese, pois são práticos, viáveis para análises de rotina e mais limpos, pois consomem 

pequenas quantidades de solventes orgânicos e reagentes, e têm baixa geração de 

resíduos. São, portanto, alternativas viáveis aos procedimentos oficiais.  
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