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RESUMO

O Aalcool etilico combustivel pode ser produzido através de diversas matérias-
primas, como milho, trigo, beterraba e cana-de-acicar. No Brasil este
combustivel é produzido a partir da cana-de-acucar utilizado para a
bioconversdo em etanol. O alcool etilico combustivel pode ser utilizado na sua
forma anidra, adicionada a gasolina numa proporcéo de 20 a 25% (v/v) que age
como anti-detonante, substituindo os compostos organometélicos que antes
eram utilizados na gasolina e continham chumbo ou manganés. Ainda pode ser
usado na forma hidratada, na proporcdo de 95% de etanol (v/v), utilizado
diretamente como combustivel automotivo. Este trabalho teve como objetivo a
determinacdo dos anions cloreto e sulfato em amostras de alcool etilico
combustivel utilizando eletroforese capilar com deteccdo indireta. A
quantificacdo foi realizada através de curvas calibracdo interna universal
comparativamente com curvas de calibracdo externa para os analitos. O
método foi aplicado a seis amostras de alcool etilico combustivel adquirido em
diferentes postos de combustiveis da grande Florianépolis. Foi utilizada injecédo
eletrocinética e o preparo da amostra se deu através da diluicdo na proporcéo
de 1:1 (v/v) com padrdo interno perclorato. As curvas de calibracdo para os
dois analitos apresentaram coeficientes de determinagdo maiores que 0,99. O
método demonstrou linearidade e repetibilidade satisfatérias, o que evidencia a
aplicabilidade e facilidade da utilizacdo da eletroforese capilar na determinacdo
destes analitos em amostras de alcool etilico combustivel. Todas as amostras
apresentaram-se dentro dos limites estabelelidos pela ANP, de 1mg L™ e 4 mg
L™ para cloreto e sulfato, respectivamente.

Palavras-chave: alcool combustivel, ions cloreto e sulfato, injecéo eletrocinética e

eletroforese capilar.



Introducao e Justificativa

O alcool etilico combustivel pode ser produzido através de diversas matérias-
primas, tais como milho, trigo, beterraba e cana-de-acucar. No Brasil e na maior parte
dos paises tropicais, este combustivel é produzido a partir da cana-de-acucar utilizada
para a bioconversdo em etanol, uma vez que apresenta alta concentracdo de
carboidratos, baixo conteudo de lignina, além de ter um baixo custo de colheita,
transporte e armazenamento [1].

A utilizag@o do alcool como combustivel no Brasil iniciou-se a partir da década
de 30, e o consumo expressivo se deu a partir da crise do petroleo (principal fonte
energética mundial), onde a instabilidade politica no Oriente Médio (maior regido
produtora de petréleo) criou uma série de conflitos que resultaram na criacdo da OPEP
(Organizacao dos Paises Exportadores de Petrdleo) que passou a impor precos e
controlar a producao [2]. Esta politica atingiu diretamente o Brasil, onde em um anico
ano, de 1973 a 1974, as despesas com a importacdo de petréleo aumentaram de US$
600 milhdes para US$ 2,5 bilhdes [3].

O governo de Ernesto Geisel criou, portanto, o Programa Nacional do Alcool, o
PROALCOOL, em 14 de novembro de 1975, com o objetivo de reduzir a importacédo do
petréleo, estimulando a pesquisa e a producdo de novas fontes alternativas para a
substituicdo de combustiveis derivados do petréleo. Este programa gerou incentivos
para a modernizacdo e construcdo de novas usinas de alcool e também incentivos
fiscais que reduziram os impostos para a compra de veiculos movidos a etanol. [4]

O alcool etilico combustivel pode ser utilizado na sua forma anidra (AEAC),
adicionada a gasolina numa proporc¢ao de 20 a 25% (v/v) que age como anti-detonante,
substituindo os compostos organometalicos que antes eram utilizados na gasolina e
continham chumbo ou manganés [5]. Este combustivel também pode ser utilizado na
forma hidratada (AEHC, 92,6% v/v de etanol), usado diretamente como combustivel
automotivo. [6]

O alcool etilico € um excelente combustivel automotivo, por apresentar um
indice de octanagem maior que a gasolina e ter uma pressdo de vapor inferior,
resultando em menos emissfes evaporativas [7]. A utilizacdo deste combustivel tem
como vantagens ambientais a reducdo das emissdes de SO,, CO, hidrocarbonetos e

principalmente a reducdo de gases de efeito estufa, uma vez que o processo de



fotossintese da cana de acucar absorve um volume equivalente de CO;, da queima do
alcool e do bagaco. O CO, gerado na combustdo € absorvido da atmosfera pelas
plantas durante a fotossintese [3].

Diversos séo os parametros de qualidade que devem ser avaliados a fim de se
atestar a qualidade do etanol comercializado pelas inUmeras destilarias do pais,

conforme mostra a Tabela 1[6]:

Tabela 1: Concentracdes limites estabelecidas pela ANP para ions em AEHC e AEAC

Caracteristica Unidades AEHC AEAC
Acidez total (ex. acido mg/L 30 30
acético), max.

Teor de etanol, min. % vol. 92,6 99,3
Massa especifica a 20°C, kg/m?® 807,6 a811,0 791,5
max.

Cloreto, max. mg/L 1 -
Sulfato, max. mg/L 4 -
Sadio, max. mg/L 2 -
Ferro, max. mg/L 5 -
Cobre, max. mg/L - 0,07

Neste trabalho o enfoque sera dado para a determinacdo dos ions inorganicos
cloreto e sulfato. A presenca destes anions em altas concentracbes acarreta em
problemas de corrosdo do tanque combustivel, sistema de injecdo e motor do
automovel, o que resulta na deterioracdo destes materiais pela acdo quimica ou
eletroquimica do meio, diminuindo a vida util dos mesmos. [8]

Os métodos classicos para a determinacdo de anions inorganicos sdo 0s
calorimétricos, cromatograficos e por via Umida. A proposta deste trabalho é
desenvolver uma metodologia analitica utilizando eletroforese capilar como técnica
analitica, a fim de reduzir custos operacionais, tempo de andlise e geragéo de residuos,

0 que € muito importante do ponto de vista econémico e ambiental.



2. Revisao da Literatura:

2.1 Eletroforese Capilar:

A eletroforese € uma técnica instrumental de separagcdo, baseada nas
velocidades de migracdo de espécies diferentemente carregadas com a aplicacdo de
um campo elétrico [9]. As particulas migram para o anodo ou catodo em funcao da sua
carga especifica e a separacdo estda baseada na diferenca entre as mobilidades
iGnicas, que estdo relacionadas com a razdo carga/massa, e com fatores estruturais.

Desenvolvida pelo quimico sueco Arne Tiselius no inicio da década de 30, a
eletroforese foi usada para o estudo de proteinas no soro sanguineo, rendendo ao
guimico o prémio Nobel no ano de 1948. [10]

Em seu formato capilar, a eletroforese foi desenvolvida nos anos 70. O
desenvolvimento da técnica gerou interesse na industria de biotecnologia, no que diz
respeito ao sequenciamento do DNA para o projeto Genoma Humano, além de ser uma
técnica que se aplica para separacdes de cations e anions inorganicos, aminoacidos,
drogas, vitaminas, carboidratos, peptideos, acidos nucléicos, entre outros. [11]

Atualmente, o termo eletroforese tem sido utilizado para nomear todos os tipos
de técnicas de separacao eletrodirigidas [12].

A eletroforese capilar (CE) é realizada em tubos capilares (com dimensfes de
15-100 um de diametro interno). A CE oferece vantagens em relagédo a outros métodos
de eletroforese devido ao formato geométrico do capilar (a area superficial interna é
grande comparada ao volume total) que dissipa o calor gerado pela passagem de
corrente, controlando o efeito Joule de forma eficiente. Com isto é possivel a aplicacédo
de elevados valores de campo elétrico, resultando em separacfes de alta eficiéncia.
Esta técnica oferece muitas vantagens, tais como o0 baixo consumo de amostras,
reagentes e solventes, além da compatibilidade com varios detectores, entre eles o de
absorcdo no UV-VIS e de espectrometria de massas [13], que fazem da CE uma
técnica muito versétil.

Diversos sdo os modos de operacdo da eletroforese capilar. Neste trabalho sera
utilizada a eletroforese capilar de zona (ECZ), também conhecida como eletroforese

capilar em solucao livre (ECSL).



A eletroforese capilar de zona € uma técnica de fronteira movel, onde a amostra
€ introduzida em um tubo capilar na presenca de uma solucdo tampéo e é aplicada
uma diferenca de potencial. Apés a geracdo do campo elétrico, 0s componentes da
amostra migram com diferentes velocidades, de acordo com sua prépria mobilidade.
[13]

2.1.1. Instrumentacao:

Uma das caracteristicas importantes da EC é a simplicidade instrumental. O
sistema consiste basicamente de: eletrodos (normalmente de platina); um sistema de
deteccdo; capilar (usualmente de silica fundida); uma fonte de alta tensdo para o
estabelecimento de um campo elétrico ao longo do capilar, que pode funcionar com
tensdo constante (-30 a 30 kV) ou com corrente constante (-200 a 200 pA). Uma

representacdo esquematica da instrumentacao utilizada em EC é ilustrado na Figura 1.
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Figura 1. Representacdo esquematica de um equipamento de eletroforese capilar

2.1.2. Fluxo eletrosmético

Capilares de silica fundida sdo muito usados em eletroforese capilar por
apresentarem boa condutividade térmica e transparéncia na regido do UV-Vis. Um fator
extremamente importante na separagdo por EC é o fluxo eletrosmotico (FEO), o qual
ocorre pela presenca de grupos silanois presentes na parede interna do capilar. Estes

grupos apresentam carater acido, e em contato com solu¢gdes aquosas com pH acima



de 3,0 tornam-se ionizados, fazendo com que a parede do capilar apresente carga
negativa. [14]

Estes grupos ionizados atraem os prétons H* oriundos da solugdo de corrida,
formando uma camada de céations préxima da parede do capilar (camada fixa). Esta
camada ndo é suficiente para neutralizar todas as cargas negativas existentes na
parede, entdo € formada uma segunda camada de cations (camada moével). Um
potencial € aplicado e a camada movel, junto com as moléculas de dgua que solvatam
estes ions, migram para o catodo, gerando um fluxo denominado fluxo eletrosmatico,

como mostrado na Figura 2:

- —  Flano de cisalhamento
o4 o= =
@3@ Solugso

Fluxo Eletroosmético >

Figura 2: Representacéo esquematica do fluxo eletrosmético.

Este fluxo pode ser o responsavel pelo transporte das espécies presentes na
amostra até o detector. Varias estratégias tém sido desenvolvidas para controlar o fluxo
eletrosmotico, dentre as mais utilizadas destacam-se, o controle do pH, a variacdo da
concentracéo da solucdo tampéo, adicdo de agentes tensoativos, entre outras.

Em EC, existem dois modos de analise: o co-eletrosmoético e o contra-
eletrosmotico. No primeiro caso, os analitos migram na mesma diregcdo do fluxo
eletrosmoético, como por exemplo, na analise de cations. Ja no modo contra-
eletrosmotico, os analitos migram no sentido contrario ao fluxo eletrosmaético, que é o
responsavel por carrega-los até o detector, utilizado, por exemplo, na anélise de

anions. [15]



2.1.3. Introducédo da amostra:

Em EC as amostras podem ser introduzidas por injecado hidrodindmica ou
eletrocinética. A injecdo hidrodinamica € realizada pela diferenca de pressdo que se
estabelece entre o reservatorio do eletrolito de corrida e o capilar. O volume da amostra
injetada depende do tamanho do capilar, viscosidade da amostra e diferenca de
presséao utilizada.

Na injecdo eletrocinética, um potencial é aplicado durante um determinado
intervalo de tempo. A quantidade de amostra introduzida no capilar depende da
mobilidade eletroforética dos componentes analisados, do fluxo eletrosmoético e da
condutividade do meio. A quantidade injetada pode ser calculada através da Equacao
1

1 .32 kBCE Uinj
My = jlmi (.MEGF + k_SH-x)TJ tinjex (1)

onde d é o didmetro interno do capilar, peor € a mobilidade do fluxo eletrosmético, py €
mobilidade do analito, Uy, a voltagem utilizada durante a injecédo, L refere-se ao
comprimento total do capilar, ti,;, 0 tempo de injegéo, cx € a concentragéo do analito, tiy
diz respeito ao tempo de injecao, kgce € ks a condutividade do eletrdlito e da solugédo do
analito, respectivamente.

A injecdo eletrocinética apresenta algumas dificuldades no momento da
quantificacdo, pois a quantidade injetada de um determinado soluto depende da
condutividade da amostra. Deste modo, quando solucdes de padrédo apresentam
diferencas de condutividade em relacdo a amostra ou as amostras diferem entre si, a
guantidade de analito injetada pode ser diferente. Mas apesar desta dificuldade, a sua
aplicacdo € muito simples e pode alcancar alta sensibilidade.

A fim de minimizar estes erros inerentes ao uso da injecao eletrocinética, Gaspar
et al. aplicaram a calibracéo interna universal para compostos totalmente dissociados
[16], utilizando um eletrdlito de corrida e padrédo interno com mobilidade similar & dos
ions analisados. A partir do método proposto foi possivel quantificar os diferentes

componentes da amostra com apenas uma unica injecdo. Este procedimento permitiu



calcular facilmente a concentracdo dos analitos com um desvio padréo relativo menor
gue 5%. A fundamentacédo do procedimento pode ser descrita pelas Equacdes 2 e 3.

A concentracéo do ion na amostra pode ser calculada utilizando a Equagéo 2:

Ay TERus

Co=Crus ——7p MxB (2)

sendo, cjys a concentracdo do padréo interno universal, A , area do analito, Ays esta
relacionado a area do padréo interno universal, TRyys, a taxa de transferéncia das
mobilidades do padré@o interno e TRy € a taxa de transferéncia das mobilidades do
analito.

O valor de TRys/TRx depende da mobilidade de todos os ions envolvidos. Este
valor aproxima-se de 1, quando as mobilidades do co-ion e o contra-ion sdo muito
semelhantes.

Logo a Equacéo 2, pode ser resumida através da Equacgéo 3, onde o valor de

Ny € a razao entre as valéncias do analito e do co-ion.

Ay
¢ = Cys A_ﬂx,a
s

®3)

Sendo assim, conhecendo-se o valor da concentracdo do padrao interno (Cis),
as areas do analito (Ay) e do padréo interno (Aius) € a valéncia do ion nyg € possivel

determinar a concentracdo do analito.
2.1.4. Deteccao da Amostra

A deteccéo indireta € mais utilizada para amostras de anions inorganicos, pois a
maioria destes ions ndo apresenta absorcdo na regido do UV-Vis [17]. Portanto, a
deteccdo indireta € possivel quando um eletrolito de corrida contém como co-ion
(componente do eletrolito de corrida com a mesma carga do analito), uma substancia
cromofora. O deslocamento do croméforo pela amostra leva a uma diminuicdo

transiente do sinal do eletrélito durante a passagem deste pelo detector, ou seja, 0s



componentes que ndo absorvem serdo detectados como picos negativos, como

ilustrado esquematicamente na Figura 3.
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Sinal no UV/Vis
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N

Sinal no UV/Vis

O Eletrdlito absorve

O Analito ndo absorve

Figura 3. Representacdo esqueméatica do modo de deteccao indireta

2.2. Analise de ions inorganicos em alcool combustivel utilizando

diferentes métodos:

Os ions cloreto e sulfato estdo presentes em amostras de alcool combustivel,
mas apenas no alcool etilico hidratado. A ANP recomenda trés métodos para
determinacao destes ions: (i) NBR10894, que determina cloretos e sulfatos utilizando
cromatografia idnica; (i) NBR10895, que determina o teor de ion cloreto por volumetria;
(i) NBR12120, que determina o teor de sulfatos por volumetria. [6]

Na literatura sdo apresentados varios métodos para determinacdo destes ions
em amostras de alcool combustivel, todos objetivando rapidez, baixo custo e resultados
satisfatorios.

Barbeira et al. descreveram um método para a determinacdo de cloreto
empregando titulagdo potenciométrica em alcool hidratado combustivel. Os autores
utilizaram um eletrodo indicador de fio de prata e um de referéncia de Ag/AgCl, KCl(say).
Na determinacéo foram utilizados 100 mL da amostra, 1 mL de HNO3 0,01 mol Lt
através de titulacdo com uma solucdo de nitrato de prata 0,0005 mol L™ em &gua
desionizada, o que proporcionou curvas de titulacdo potenciométricas bem definidas e

reprodutiveis. [8]



Teixeira et al. propuseram um método utilizando espectrometria de fluorescéncia
de raios-X de energia dispersa para determinacdo de ions cloreto e sulfato apds o
procedimento de precipitacdo em alcool combustivel, utilizando cloreto de prata e
sulfato de bario, seguida por filtragdo. Os elementos foram determinados sobre o papel
de filtro usando a prata e bario para a determinacéo indireta. [18]

Oliveira et al. desenvolveram um método espectrofotométrico para determinacao
de ions sulfato em amostras de &lcool combustivel baseado na reacdo com béario-
dimetilsulfonazo(lll) [Ba-DMSA(III)] que leva a um decréscimo da magnitude do sinal
analitico monitorado em 665 nm. Um pré-tratamento para a remocao de alcool foi
realizado por combustédo para evitar efeitos da matriz na determinacédo de sulfatos. A
otimizacdo da andlise foi realizada pelo método Box-Behnken e foi utilizado um

processo de inje¢cao sequencial. [19]

2.2.1 Analise de ions inorganicos em alcool combustivel por eletroforese

capilar:

Na literatura foram encontrados dois métodos diferentes para determinacédo de
ions inorganicos em alcool combustivel.

Munoz et al. propuseram um método novo e versatil para analise rapida de ions
em etanol utilizando eletroforese capilar para a quantificacdo de cations (sddio,
potassio, calcio, magnésio e amdnio) e anions (sulfato, cloreto e nitrato). A injecao
direta da amostra no capilar apresentou falta de repetibilidade, portanto as amostras
foram preparadas coletando aliquotas de 1 mL de alcool combustivel, evaporando a
mesma a 90°C em uma chapa de aquecimento. Sendo acrescentada posteriormente a
mesma quantidade de agua desionizada seguida pela resuspensdo do material
residual, levando a resultados confiaveis. O eletrélito utilizado foi 20 mmol L™ de &cido
2—[N-morfolinoJetanosulfénico (MES), 20 mmol L™ de L-Histidina (HIS) e 0,2 mmol L™
de hidroxido de cetiltrimetilaménio (CTOH). O padrao interno foi o lactato. O tempo de
analise foi de 5 minutos, utilizando inje¢do hidrodinamica. [20]

Pereira et al. relataram a anélise de contaminantes orgénicos e inorganicos em
amostras de alcool combustivel. Foram coletadas aliquotas de 5 mL de etanol
combustivel e as amostras foram evaporadas (60°C sob fluxo de nitrogénio). O residuo

foi dissolvido em 500 pL de agua desionizada e os ions cloreto e sulfato foram



10

analisados com o eletrélito constituido por 10 mmol L™ de acido monocloroacético e 10
mmol L™ de nitrato de sédio, pH 2,0, com deteccéo indireta em 210 nm, utilizando

injecdo hidrodindmica, sendo o tempo de andlise de quatro minutos. [21]
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3. Objetivos:

3.1. Objetivos Gerais:

Desenvolvimento de um método utilizando eletroforese capilar para a separacao
e determinacdo de cloreto e sulfato em amostras de alcool etilico hidratado

combustivel.

3.2. Objetivos Especificos:

e Otimizacdo da composicdo do eletrdlito de corrida utilizando “software” de
simulag&o em eletroforese capilar;

e Escolha do padréo interno;

¢ Quantificacdo dos analitos nas amostras para verificacdo se as mesmas se
enguadram nos limites de qualidade estabelecidos pela ANP;

e Validacdo da metodologia proposta com relacdo a seletividade, linearidade,
precisao inter e intra-ensaio e exatidao;

e Aplicacdo da metodologia proposta em amostras adquiridas em diferentes postos

de combustiveis locais.



12

4. Procedimento Experimental:

4.1 Preparo das solucdes:

Todas as solugBes foram preparadas com reagentes de grau analitico e agua
desionizada (desionizador Mili-Q, Milipore, Bedford, MA, E.U.A). Para o preparo das
solugdes foram utilizados os seguintes reagentes: cloreto de sodio (NaCl) e etanol grau
HPLC obtido da Merck (Rio de Janeiro, RJ); sulfato de sdédio anidro (Na,SO,) obtido da
F. Maia (Sao Paulo, SP); perclorato de sodio (NaClO,) obtido da Riedel de Haen (Séo
Paulo, SP); tris-(hidroximetillaminometano (TRIS) obtido da Fluka (Sado Paulo, SP);
acido nitrico (HNO3) obtido da Nuclear (S&o Paulo, SP); nitrato de potassio (KNOg)
obtido da Synth (S&o Paulo, SP); e hidréxido de hexameténio (Hexa-OH) adquirido da
Sigma-Aldrich (Sao Paulo, SP).

Solucgbes estoques dos padrbes dos anions cloreto e sulfato foram preparadas
separadamente cada uma na concentracdo de 100 mg L™. A solucdo de padrdo
interno, perclorato, foi preparada separadamente dos anions na concentracdo de
1,0x10° mol L e diluida até a concentracdo desejada. Todas as solucées foram
armazenadas sob refrigeracéo a 4°C.

O eletrélito de corrida foi constituido de 10 mmol L de HNO3, 20 mmol L™? de
TRIS e 1 mmol L™ de HEXA-OH em meio aquoso, preparado sempre no momento das
andlises.

4.2 Amostras de Alcool Combustivel:

As amostras foram coletadas em seis postos de combustiveis distintos da
grande Florianoépolis.

4.3 Preparo das Amostras:

As amostras de alcool etilico combustivel receberam um pré-tratamento simples,
qgue consiste na diluicdo de 1:1 (v/v) da amostra com o padrdo interno perclorato de
sédio na concentracéo de 5,0x10™° mol L™

4.4 Equipamentos:

O equipamento de eletroforese capilar utilizado para as andlises foi o
P/ACEryMDQ (Beckman Coulter), equipado com detector de arranjo de diodos. As
medidas foram realizadas a 25°C em um capilar de silica fundida revestido com
poliimida (Polymicro Technologies, E.U.A.) de dimensdes de 30,2 cm de comprimento
total e 20,2 cm de comprimento até o detector, com 50 pm D.I..

4.5 Condicionamento do capilar e parametros instrumentais:
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O primeiro condicionamento do capilar foi feito a 25°C através da passagem de
uma solucdo de hidréxido de sédio 1,0 mol L™ durante uma hora, seguida de agua
desionizada durante uma hora e solucao de eletrélito por mais uma hora. Em virtude de
o capilar ser novo ele recebeu este condicionamento inicial. O condicionamento diério
foi realizado pela passagem de hidréxido de sédio 1,0 mol L™ durante 15 minutos,
seguida de agua desionizada por mais 15 minutos e por ultimo eletrélito durante 15
minutos.

Todas as solucgdes foram introduzidas pelo “inlet” (extremidade do capilar mais
distante do detector) com injecdo eletrocinética de 8 kV por 10 s. A separacdo dos
analitos foi efetuada sob aplicacdo de uma tensao de 30 kV com polaridade negativa e
deteccédo por UV-Vis com monitoramento em 214 nm.

Todos os dados obtidos foram tratados em planilhas eletrénicas do Microsoft
Excel 2007.
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5. Resultados e Discussao:

5.1 Desenvolvimento do método:

Por ndo absorverem luz na regido do UV-Vis a separagdo e a identificacdo de
cloreto e sulfato por eletroforese capilar € conduzida por solu¢des aquosas que contém
um ion cromoéforo na solugéo de eletrdlito. Este co-ion deve apresentar uma mobilidade
muito préxima dos analitos estudados assim como o padrdo interno, que também deve
conter esta mesma propriedade.

As curvas de mobilidade dos analitos auxiliam na escolha do pH da separacéo,
no modo de operacdo e 0s componentes do eletrélito de corrida, portanto o
desenvolvimento do método foi realizado utilizando o “software” Peakmaster 5.1 para a
simulacdo dos valores da mobilidade eletroforética dos analitos versus pH a partir de
diversos anions, com isso foi possivel escolher os componentes do eletrdlito de corrida.
ApoOs a escolha dos componentes do eletrdlito de corrida (TRIS e nitrato), foram
construidas curvas (Figura 4) para avaliacdo do comportamento de cada anion quanto
aos parametros de: mobilidade efetiva, EMD e condutividade. Todas as simulacfes
foram feitas variando a concentracdo do cation TRIS de 9 mmol L™ até 22 mmol L™,
consequentemente o valor do pH variou. O nitrato foi mantido constante na
concentracéo de 10 mmol L™
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Figura 4: Parametros eletroforéticos utilizando o “software” Peakmaster 5.1. Concentragao de nitrato
10 mmol L™, TRIS 9 — 22 mmol L™. Legenda: Mobilidade (A perclorato;® nitrato ; X sulfato; lcloreto).EMD (+
sulfato; ® perclorato e * cloreto ).
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O nitrato foi escolhido como co-ion para compor o eletrolito de corrida uma vez
que este anion possui uma alta absorcdo na regido do UV-Vis, alta estabilidade em
solucdo e principalmente por ter uma mobilidade eletroforética muito proxima dos
anions analisados, mas por ndo possuir capacidade tamponante, usou-se 0 cation
TRIS para tamponar o meio. Por ser um padréo primario é facil de pesar e preparar em
solucgéo.

De acordo com a Figura 4, o pH de trabalho escolhido foi acima de 7,7 por
apresentar valor de EMD mais proximo a zero, devido a mobilidade dos analitos serem
constante nesta faixa de pH e, principalmente pelo valor de pKa do TRIS, 8,01.

A dispersao por eletromigragédo (EMD) se deve a diferenga de intensidade do
campo elétrico entre a zona do analito e do eletrdlito de corrida. Esta deve ser proxima
a zero, 0 que caracteriza picos simétricos. Para os analitos estudados, o valor de EMD
encontra-se proximo a -0,6x10° S m? mol™.

Por trabalharmos em valores de pH alto, o que resulta em um fluxo eletrosmatico
elevado, e visto que a andlise é realizada no modo contra-eletrosmético, usamos o
Hexa-OH, que é um complexante da parede interna do capilar, o que reduz a
guantidade de carga negativa disponivel na parede interna do capilar o que leva a um
decréscimo do fluxo eletrosmatico. Diversas concentracdes deste complexante foram

testadas conforme mostra a Figura 5:
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1,2 mmol L-1

1,0 mmol L-1

0,8 mmol L-1

0,7 mmol L-1

0,6 mmol L-1

Figura 5. Efeito da concentracdo de Hexa-OH na velocidade de migracdo dos analitos. Legenda: 1.
cloreto 2. sulfato 3. perclorato. Eletrélito constituido por 10 mmol L™ HNOj3, 20 mmol L™ TRIS,
pH=8,13.Pardmetros instrumentais: injecao eletrocinética (8 kV, 10 s); tenséo aplicada — 30 kV; pH 8,13;
temperatura 25°C; detecc¢éo indireta em 214 nm.

A concentracdo definida do complexante foi de 1 mmol L™ onde se observa que
a velocidade dos analitos é mais rapida, devido ao fato de que o FEO esta mais lento.

De acordo com todas as condi¢cdes discutidas, a composicdo do eletrélito de
corrida otimizado foi de 10 mmol L™ de HNO3, 20 mmol L™ de TRIS e 1 mmol L™ de
Hexa-OH, pH de 8,13 com uma capacidade tamponante superior a 10 mmol L™.

Uma vez que os ions cloreto e sulfato possuem uma mobilidade alta, a
polaridade da fonte de alta tenséo foi invertida para que o detector fique mais préximo
ao anodo (Figura 6. B). Desta forma, mesmo os analitos migrando em sentido contrario
ao do fluxo, por eles apresentarem uma mobilidade eletroforética maior que a do fluxo,
eles conseguem alcancar o detector. Isto ndo acontecia com a polaridade normal
(Figura 6. A), ja que os ions ndo conseguiam chegar até o detector por serem muito

rapidos e acabavam retornando ao anodo.
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Var;sod Vosm u

Figura 6. Representagédo esquematica dos modos de separacdes de anions por eletroforese capilar. A.
Polaridade da fonte de alta tensdo normal. B. Polaridade da fonte de alta tenséo invertida.

O comprimento de onda utilizado para fazer a deteccdo indireta dos anions
inorganicos foi em 214 nm, ja que o nitrato absorve neste comprimento de onda.

A tensdo definida para a separacdo dos anions foi de - 30 kV, em que se
observa uma velocidade maior, sem comprometimento da separacao e eficiéncia dos
picos. A Figura 7 mostra um eletroferograma da separacéo dos anions com o eletrdlito
otimizado.

0,01AU

i

2.0 2.5
Minutos

Figura 7: Eletroferograma de padrdes de cloreto e sulfato na concentracdo de 1,5 mg L . Legenda: 1.
Cloreto; 2. Perclorato (Pl); 3. Sulfato. Eletrdlito constituido por 10 mmol L™ HNO3, 20 mmol L* TRIS e 1
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mmol L Hexa-OH; pH 8,13. Parametros instrumentais: injecdo eletrocinética (8 kV, 10 s); tensao
aplicada - 30 kV; 25°C; deteccéo indireta em 214 nm.

5.2 Escolha do Padrao Interno:

Para corrigir erros referentes a injecdo eletrocinética, optou-se por utilizar um
padrdo interno, o perclorato, em uma concentra¢do proxima ao limite do cloreto (1 mg
L) estabelecido pela ANP. Portanto a concentracéo final foi otimizada em 2,5x10™° mol
L. Foi escolhido este Pl por ele possuir uma mobilidade préxima ao do cloreto e

sulfato (Figura 4).

5.3 Preparo da Amostra:

Com o intuito de determinar qual a melhor quantidade em porcentagem de
etanol que a razdo de valéncias entre a é&rea do sulfato pelo padrdo interno
permanecesse proximo a dois e a do cloreto e perclorato proxima a um, construiu-se

um gréafico da razao analito/PI com diferentes proporcdes de etanol, Figura 8.
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Figura 8: Gréfico de correlacdo entre a % etanol versus a razao do analito pelo padréao interno.
Legenda: @ Cloreto e @ Sulfato.

Estes dois ions apresentam mobilidade menor em solu¢cdes com solvente
orgéanico devido ao aumento da viscosidade e diminuicdo da constante dielétrica. O raio
solvatado dos ions também € afetado, devido as mudangas no comportamento de
solvatacdo do meio. E dificil de medir estes parametros e existem poucas sugestdes na
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literatura, um deles € o modelo sugerido por Lucy e colaboradores, onde foi mostrado
que a fracdo dielétrica pode ser um fator importante que afeta na mobilidade dos ions
em meio ndo aquoso e, portanto sugeriram que o modelo de Hubbard-Onsager (HO)
que trata das interacfes ion-solvente como uma perturbacdo da dindmica da
orientacdo do solvente é causada pela carga do ion e tamanho, entdo a mobilidade dos
anions carregados duplamente diminui a mobilidade mais significativamente do que os
de uma carga. [23 — 25]

Esta teoria entra de acordo com a Figura 8, onde a queda da mobilidade comeca
a ser mais aparente para o sulfato a partir de 40% de etanol devido a diminuicdo da
sua mobilidade que leva a uma menor injecdo do analito. Este fenbmeno ndo acontece
de forma tdo drastica para o cloreto, pois ele ndo sofre tanta alteracdo na mobilidade
por ser um ion monovalente.

A razéo de valéncias esperada é mantida até a concentracdo de 60% de etanol,
portanto escolheu-se fazer a diluicdo da amostra de combustivel em 50% v/v pela
facilidade de preparo da amostra.

5.4 Figuras de mérito:

Para uma determinacdo quantitativa das amostras e verificar a validade do
método, primeiramente foi construida uma curva de calibracdo externa dos padrdes
cloreto e sulfato. Tanto o cloreto quanto o sulfato foram preparados em &agua na
concentracdo de 10 mg L™ cada, e depois misturados formando apenas uma solucéo
de 5 mg L™ que foi estocada. A partir desta concentracéo foi construida a curva de
calibracdo externa variando suas concentracdes de 0,5 a 2,5 mg L™. O padrdo interno
foi mantido constante em todos os pontos da curva na concentracéo fixa de 2,5x107
mol L. Cada ponto foi diluido com 50% (v/v) de etanol grau HPLC. A relacdo das
areas do analito/padrao interno versus a concentracdo de cada analito foi avaliada
conforme mostra a Figura 9.
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Figura 9: Resultado da curva de calibracédo externa para os anions cloreto e sulfato. Legenda: A.Curva
de calibracéo externa para o cloreto B. Curva de calibracdo externa para o sulfato.

Cada ponto foi preparado em duplicata e analisado em triplicata. Os resultados
obtidos foram satisfatorios tanto para o cloreto (R2 = 0,9998) quanto para o sulfato (R2 =
0,9992), o que demonstra a validade do método obtido. O intervalo de linearilidade do
método permitiu a quantificacdo da amostra entre 0,5 mg L™ a 2,5 mg L™ para cloreto e
sulfato. O limite estabelecido pela ANP para sulfato é até 4 mg L™. As amostras
analisadas apresentaram-se bem abaixo do limite estabelecido.

Na Tabela 2 sdo mostrados alguns parametros de mérito das curvas para 0s
anions cloreto e sulfato.

Tabela 2: Pardmetros da curva de calibragéo.

Analito a? b? R2 LOD (mg L") LOQ(mg L™
Cloreto 1,0565 0,1439 0,9998 0,04 0,12
Sulfato 0,8323 0,0436 0,9992 0,08 0,27

& y=ax+b

Os limites de deteccao e quantificacdo podem ser calculados de trés maneiras
diferentes, através do método visual, relacdo sinal-ruido e avaliacdo de parametros da
curva de calibracdo [26]. Portanto, a partir de dados obtidos da curva de calibracédo
obteve-se um limite de deteccdo do método de 0,04 mg L™ para cloreto e 0,08 mg L™
para sulfato que é 3,3 vezes o desvio padrédo do intercepto pelo coeficiente angular da
curva, sendo esta a concentracdo minima detectada pelo método. Este valor se refere
a guantidade minima analisada apds as diluicdbes necessarias para 0 preparo da
amostra, que equivale a duas vezes, ou seja, a concentracdo minima detectada na
amostra é duas vezes este valor, ou 0,08 mg kg e 0,16 mg kg™. O limite de
guantificacdo que € 10 vezes o desvio padrédo do intercepto pelo coeficiente angular da
curva encontrado para o cloreto foi de 0,12 mg kg™ e para o sulfato foi de 0,27 mg kg™,
entdo fazendo o mesmo raciocinio para o tratamento na amostra, encontra-se um valor
minimo de quantificacéo de 0,24 mg L™ para cloreto e 0,54 mg L™ para sulfato.

Os ensaios de recuperacdo para a determinacdo da exatiddo e precisdo do
método foi realizado pela construcdo de curvas de calibracdo externa por adicdo de
padrao sobre a “amostra 2” de alcool combustivel, a qual foi fortificada com padrdes de
cloreto e sulfato em cinco niveis de concentracées (0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 25 mg L) e
posterior adicdo de padrao interno. Os resultados das recuperacfes encontram-se na
Tabela 3 para cloreto e na Tabela 4 para o sulfato.
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Tabela 3: Ensaios de recuperacao para cloreto.

Anion Concentracao Concentracao Recuperacéo (%)
adicionada (mg L ™) encontrada (mg L™)

0,5 0,56 + 0,02 112,07 £ 2,19

1,0 0,93+0,01 92,62 £ 0,97
Cloreto 15 1,68 £ 0,02 111,86 +1,08

2,0 1,89 £ 0,05 94,74 £ 1,85

2,5 2,31+0,04 92,59 + 1,25
Média 100,92 + 10,25

Tabela 4: Ensaios de recuperacgéo para sulfato.

Anion Concentracao Concentracao Recuperacéao (%)
adicionada (mg L™) encontrada (mg L™)
0,5 0,55+ 0,01 108,94 + 2,49
1,0 1,03+£0,01 103,50 + 0,41
Sulfato 1,5 151+0,01 100,75 +£ 0,49
2,0 1,99+ 0,01 100,35+ 0,34
2,5 2,47 £ 0,01 99,45 £ 0,60
Média 102,60 + 3,85

As recuperag0des variaram entre 92,59 — 112,07 % para o cloreto; 99,45 — 108,94
% para o sulfato. Os ensaios de recuperagcdo mostraram-se satisfatorios, mas com uma
menor precisao para o cloreto. Ja para a determinacéo de sulfato, o método mostrou-se
mais exato e com boa precisdo quando comparado ao cloreto.

Os ensaios de precisdo do método foram realizados através da avaliacdo quanto
a sua repetividade, precisdo instrumental e preciséo inter e intra-ensaio. Em todos os
casos foram avaliados quanto aos valores da area do analito corrigida, do tempo de
migracéo e do tempo corrigido (tempo de migracdo do analito em relacéo ao tempo de
migracao do padréo interno). Todos estes valores encontram-se nas Tabelas 5 e 6.

A precisdo instrumental foi avaliada através de seis analises consecutivas de
uma mesma amostra de padrdo. O coeficiente de variacdo encontrado foi menor que
3,89% para cloreto e 2,43% para sulfato. Para a precisdo intra-ensaio foram
preparadas duas vezes a mesma solucéo de padrées na concentracdo de 1,5 mg L" e
cada uma foi injetada em duplicata. Os valores encontrados de CV% foram menores
gue 1,81% e 2,37% para cloreto e sulfato, respectivamente.

Na precisdo inter ensaio foi avaliada a repetibilidade do método em trés
diferentes dias com a preparacdo de trés vezes a mesma solucdo de padrdes na
concentracdo de 1,5 mg L™ e analisada em triplicata. Uma vez que o CV% para a area
do pico corrigida foi da ordem de 10% tanto para cloreto como para sulfato, € evidente
a necessidade da construcédo diaria de curva de calibragédo externa.
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Todas as figuras de mérito encontram-se na Tabela 5 para cloreto e na Tabela 6

para o sulfato.

Tabela 5: Figuras de mérito do método proposto para o cloreto.

Parémetros Valor
Resolucgéo (cloreto, perclorato); (sulfato, perclorato) Analito  Pico adjacente 1,6571
Preciséo instrumental (RSD %); area de pico n= 6 3,8991
Precisédo instrumental (RSD %); tempo de migracao n= 6 0,6212
Preciséo instrumental (RSD %); tempo de migracao corrigido n= 6 0,3074
Precisédo intra ensaio (RSD %); area de pico n= 4 2,7276
Preciséo intra ensaio (RSD %); tempo de migracdo n= 4 1,9236
Preciséo intra ensaio (RSD %); tempo de migragdo corrigido n= 4 0,1486
Precisédo inter ensaio (RSD %); area de pico n= 9 9,4974
Preciséo inter ensaio (RSD %); tempo de migragéo n= 9 3,5378
Preciséo inter ensaio (RSD %); tempo de migragdo corrigido n= 9 2,9632
Linearidade — inclinagéo 1,056472
Desvio Padréo da Inclinacdo 0,007906
Linearidade — intercepto 0,143931
Desvio Padrao do Intercepto 0,01311
Linearidade - coeficiente de correlagéo 0,999832
F 17858,22
Preciséo (% recuperagao); Add 0,5 mg/kg 112,8
Preciséo (% recuperacgéo); Add 1 mg/kg 92,6
Preciséo (% recuperagao); Add 1,5 mg/kg 111,9
Preciséo (% recuperagéo); Add 2 mg/kg 94,7
Precisao (% recuperacéo); Add 2,5 mg/kg 92,6
LOQ (mg kg™)* 012
LOD (mg kg™)* 0,04

*Curva analtica
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Tabela 6: Figuras de mérito do método proposto para o sulfato.

Parametros Valor
Resolugéo (cloreto, perclorato); (sulfato, perclorato) Analito  Pico adjacente 1,2614
Precisédo instrumental (RSD %); rea de pico n= 6 2,4354
Preciséo instrumental (RSD %); tempo de migracao n= 6 0,5969
Preciséo instrumental (RSD %); tempo de migracao corrigido n= 6 0,1199
Preciséo intra ensaio (RSD %); area de pico n= 4 2,3714
Preciséo intra ensaio (RSD %); tempo de migragéo n= 4 0,6328
Preciséo intra ensaio (RSD %); tempo de migragédo corrigido n= 4 0,0490
Preciséo inter ensaio (RSD %); area de pico n= 9 7,5074
Precisédo inter ensaio (RSD %); tempo de migragdo n= 9 0,6038
Precisao inter ensaio (RSD %); tempo de migracao corrigido n= 9 0,0888
Linearidade — inclinagao 0,832318
Desvio Padréo da Inclinagao 0,013337
Linearidade — intercepto -0,04358
Desvio Padréo do Intercepto 0,022117
Linearidade - coeficiente de correlagéo 0,99923
F 3894,528
Preciséo (% recuperacgéo); Add 0,5 mg/ kg 111,0
Preciséo (% recuperagao); Add 1 mg/ kg 103,1
Preciséo (% recuperagao); Add 1,5 mg/ kg 101,1
Precisao (% recuperacéo); Add 2 mg/ kg 100,0
Preciséo (% recuperagao); Add 2,5 mg/ kg 98,9
LOQ (mg kg™)* 0,27
LOD (mg kg™)* 0,08

*Curva analitica

5.5 Determinacdes de cloreto e sulfato a partir de curva de calibracédo interna
universal:

Uma vez que o co-ion e o0 padrdo interno apresentam mobilidades proximas a
dos analitos estudados, utilizou-se a calibragédo interna universal como uma forma de
facilitar as andlises, por nao haver a necessidade de construcéo de curvas, e portanto,
em apenas uma unica injecdo a quantificacdo é realizada. Cada amostra recebeu
apenas o tratamento de diluicdo de 1:1 (v/v) com solucdo de PI, e foram levadas para
analise no equipamento de eletroforese capilar.

Para a quantificacdo de cada analito na amostra, usamos a Equacao 2, onde o
TRius [TRus = (us/tius)((Wius = Meount)/(Ucount — MB))] praticamente ndo depende da forca
ibnica, pois tanto o co-ion do eletrélito como o padrdo interno estdo completamente
dissociados na forma de espécies monovalentes com mobilidades proximas.

O TRy € sofre maior influéncia da forca idnica [TRx = (Us/Ux)((Ux = Mcount) (Ucount =
uUs))] por causa das espécies divalentes. Mas como esta mudanca da forca idnica
influencia tanto o numerador como o denominador (TR;ys/TRx) 0 seu efeito sera
semelhante, podendo entéo ser desconsiderado.

As mobilidades efetivas de cada analito foram retiradas do “software”
Peakmaster 5.1 e o valor de TR ys/TRx para cada analito foi calculado e encontra-se na
Tabela 7.
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Tabela 7: Efeito da mobilidade, valores de TR,ys/TR,

Analitos Het (10° cm2 V! s TRius/TRy
Cloreto -74,732 1,020
Sulfato -72,165 1,015
Perclorato (PI) -65,738

Nitrato (co-ion) -69,899

TRIS (contra-ion) +13,098

5.6 Comparacédo entre curvas de Calibracdo Externa e Calibracao Interna
Universal:

As Figuras 10 e 11 mostram a comparacdo das duas estratégias para
determinacao da concentracéo de cloreto e sulfato.

Na Figura 10, percebeu-se que para concentracdes menores de 0,5 mg L™ de
cloreto, ha um desvio consideravel devido as baixas concentracdes encontradas do
analito na amostra e também por trabalharmos com uma contaminacdo de cloreto,
pela sua facilidade de estar presente em vidrarias, agua, eletrodos e até na mao,
interferindo nas analises realizadas para concentracbes muito baixas. Tentou-se
elimind-la com a lavagem exaustiva das vidrarias com enxagie utilizando agua
desionizada, limpeza diaria dos eletrodos e uso de luvas, mas ndo se obteve sucesso
com completa eliminacao.

2,5 4
y=0,9224x+0,084
R?=0,9948
© 2
s
g
<
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o
2
<
O]
0 T T T T 1

0 0,5 1 1,5 2 2,5

Calibragdo Interna

Figura 10: Comparacdes entre as curvas de calibracdo externa e calibragdo interna para
adi¢oes de padrao de cloreto na “amostra 2”.

A correlagéo para o sulfato com os dois métodos de calibragéo foi considerada
excelente, conforme mostra a Figura 11.
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Figura 11: Comparacgfes entre a curva de calibracdo externa e calibracdo interna para adicGes
de padrédo de sulfato na “amostra 2.

5.7 Aplicagdo do método:
Aplicando a Equacdo 2 para as seis amostras de combustiveis foi possivel
encontrar as concentracfes que cada amostra possui de sulfato e cloreto, conforme

mostra a Tabela 8.

Tabela 8: Quantificagdo para cloreto e sulfato das amostras de combustiveis.

Amostra Cloreto (mg/L) Sulfato (mg/L)
1 0,34 £ 0,08 1,16 £ 0,04
2 0,29 + 0,07 1,13+0,04
3 0,24 + 0,06 0,80 + 0,03
4 0,19 £ 0,05 1,15+ 0,05
5 0,25 + 0,06 1,13+ 0,04
6 0,22 £ 0,05 1,18 £ 0,05

Concluimos que todas as amostras estdo bem abaixo do limite imposto pela

ANP tanto para cloreto como para sulfato.

A Figura 12 mostra o perfil eletroforético de trés amostras diferentes de
combustivel com o0 método otimizado.
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Figura 12: Diferentes amostras de combustiveis. A. Amostra 1 B. Amostra 3 e C. Amostra 6. Legenda:
1. Cloreto 2. Perclorato 3. Sulfato. Eletrélito constituido por 10 mmol L™ HNO3, 20 mmol L' TRIS e 1
mmol L Hexa-OH pH = 8,13. Parametros instrumentais: injecdo eletrocinética (8 kV, 10 s); tensao
aplicada - 30 kV; 25°C; deteccéo indireta em 214 nm.
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6. Conclusdes:

Pode-se concluir que a eletroforese capilar pode ser utilizada com eficiéncia
como método alternativo aos métodos ja propostos na literatura e até mesmo
alternativos ao método oficial estabelecido pela ANP para quantificacdo do cloreto e
sulfato em amostras de &lcool combustivel e, portanto ser usado em determinagfes
destes anions em outras matrizes. Aléem do que, a eletroforese capilar apresenta um
grande potencial como método analitico, por ser rapido, com baixo consumo de
amostras e reagentes.

As figuras de mérito para a curva de calibracdo externa, apresentaram excelente
linearidade com coeficientes de correlacdo maiores que 0,999 tanto para cloreto como
para sulfato, exatiddo proxima a 100% para cloreto e 102% para sulfato e preciséo
intra-ensaio e instrumental menores que 3,89. Sendo necessaria a constru¢ao da curva
diariamente devido a preciséo inter-ensaio ser de 9,5% para cloreto.

O método de preparagdo da amostra € uma das grandes vantagens do método
proposto pela simplicidade e facilidade de preparo. Além da vantagem do uso da
calibracdo interna universal como maneira de quantificar as amostras, tornando-o muito
mais rapido e pratico.

6.1 Perspectivas:
Validar o método desenvolvido neste trabalho de conclusdo de curso com a

comparacao com o método oficial utilizado pela ANP o NBR10894 por cromatografia
iGnica.
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