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RESUMO

O biodiesel é o combustivel derivado de dleos vegetais ou gorduras animais que pode
substituir parcial ou totalmente o diesel de petréleo. Além de ser obtido de fontes renovaveis,
€ menos poluente que diesel de petrdleo e biodegraddvel. Uma desvantagem do biodiesel é o
coproduto da reacdo de transesterificacdo da matéria prima, o glicerol, que pode causar danos
aos motores de combustdo e, por isso, é limitado a 0,25 % (m/m) como glicerol total, e 0,02 %
(m/m) como glicerol livre, por regulamentacdes técnicas como a ANP 7, ASTM D 6751 e EN
14214.

Este trabalho propde um método de determinagdao amperométrica de glicerol livre em
biodiesel utilizando eletrodo de ouro como detector, em meio basico, acoplado a sistema de
analise por injecdo em fluxo (FIA). A caracterizagdo voltamétrica do glicerol foi realizada de
-0,8 a 0,5 V, verificando o perfil eletroquimico tipico concordante com a literatura. Para a
determinacao de glicerol no sistema FIA, foi empregada a amperometria de multiplos pulsos
sendo aplicados trés pulsos de potencial sequenciais: -0,2; 0,25 e 0,7 V, cada um aplicado por
100 ms. O glicerol livre foi extraido para a fase aquosa analisada por meio de agitagdo em
vortex seguida por centrifugacdo. O sistema FIA foi avaliado em fun¢do da obtencdo do maior
sinal de corrente para a deteccdo de glicerol. As melhores condi¢des foram 150 plL de alca de
amostragem e vazdo de 4,0 mL min™.

Para validacdo foram determinados alguns parametros como repetitividade,
linearidade, recuperacao, limites de deteccdo e quantificacdo. Os seguintes resultados foram
obtidos: repetitividade com baixo desvio padrdo (4,8% para 14 injegOes), alta frequéncia
analitica (100 injecdes h™), valores de recuperacio de 96% a 117%, faixa linear de 49,10 a 2288
pmol L™, limite de detecgdo de 14,73 umol L e limite de quantificacdo de 49,10 umol L.

Portanto, a determinacdo de glicerol livre em biodiesel com extracdo aquosa e
detecgdo em eletrodo de ouro em meio basico sob fluxo pode ser utilizada para determinar
concentragdes menores que 15,0 pmol L' de glicerol, enquanto que o limite méximo
regulamentado é de 200 ppm, o que corresponde a 2,17 mmol L.

Palavras-chave: biodiesel, glicerol, andlise por injecdo em fluxo, eletrodo de ouro,
amperometria pulsada.



ABSTRACT

Biodiesel is the fuel obtained from vegetable oils or animal fats that can partially or
totally replace diesel oil. Besides being obtained from renewable sources, biodiesel is less
polluting than diesel and biodegradable. One disadvantage of biodiesel is the byproduct of
transesterification reaction of raw material, glycerol, which can cause damages to combustion
engines and therefore is limited to 0.25 % (m/m) as total glycerol and 0.02 % (m/m) as free
glycerol according to technical regulations as ANP 7, ASTM D 6751 and EN 14214,

This paper proposes an amperometric method for the determination of free glycerol in
biodiesel at gold electrode in basic medium, coupled with flow injection analysis system (FIA).
Voltammetric characterization was made from -0.8 to 0.5 V, verifying an electrochemical
profile consistent with literature. To glycerol determination in the FIA system, multiple pulse
amperometry was used with application of three sequential potentials: -0.2, 0.25 and 0.7 V,
each one applied for 100 ms. Free glycerol was extracted to the analyzed aqueous phase by
vortex stirring (5 min) followed by centrifugation (5 min). FIA system was evaluated in order to
obtain the highest current signal to glycerol detection. Best conditions were sampling loop of
150 pL and flow of 4.0 mL min™.

To validate some parameters as repeatability, linearity, recovery, detection and
quantification limits were determined. The repeatability had low standard deviation (4.8% with
14 injections), high analytical frequency (100 injections h™), recovery values from 96% to 117
%, linear range from 49.10 to 2288 pmol L, detection limit of 14.73 pmol L'e guantification
limit of 49.10 umol L.

Therefore, the determination of free glycerol in biodiesel based on aqueous extraction
and gold electrode detection in basic medium under flow can be used to determine
concentrations less than 15.0 umol L™ glycerol, while the regulated upper limit is 200 ppm,
which corresponds to 2.17 mmol L.

Keywords: biodiesel, glycerol, flow injection analysis, gold electrode, pulsed amperometry
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1. INTRODUGAO E OBJETIVOS

1.1 Biodiesel

No Brasil, a Medida Proviséria n2 214, de 13 de setembro de 2004, define biodiesel
como “combustivel para motores a combustdo interna com ignicdo por compressao, renovavel
e biodegradavel, derivado de dleos vegetais ou de gorduras animais, que possa substituir
parcial ou totalmente o 6leo diesel de origem fdssil”. Porém, o Unico tipo ja enquadrado nesta
lei corresponde ao “combustivel composto de alquilésteres de acidos graxos de cadeia longa,
derivados de dleos vegetais ou gorduras animais”, conforme o Regulamento Técnico n2
4/2004, anexo a Resolucdo n? 42/2004 da Agéncia Nacional de Petréleo (ANP) [1, 2].

O biodiesel é obtido pelo processo de transesterificacdo de triglicerideos de déleos
vegetais ou gorduras animais reagindo com alcodis de cadeia curta, de um a oito carbonos, na
presenca de catalisadores bdsicos, dcidos ou enzimaticos, obtendo-se ésteres alquilicos e
glicerol livre como coproduto. Dentre os alcodis que podem ser utilizados na reagdo, metanol,
etanol, propanol, butanol e alcool amilico sdo os mais favordveis; metanol e etanol sdo os mais
utilizados por terem baixo custo e menor cadeia carbbnica, ou seja, maior polaridade. Os
catalisadores basicos incluem hidréxidos de sddio e potassio, alcoxidos e carbonatos, e sdo
mais utilizados, pois promovem maior velocidade de reacdo que catalisadores acidos e
enzimaticos. [2-4]. A Figura 1 apresenta um esquema da reacdo de transesterificacdo.

CH,-00C-R, R,-COO-R’ CH,-OH
Catalisador j

CH-OOC-R, + 3R'OH = R,-COO-R° + CH-OH
! I

CH,-00C-R, R,-COO-R’ CH,-OH

Glicerideo Alcool Esteres Glicerol

Figura 1. Transesterificacdo de triglicerideos com alcool de cadeia curta e catalisador obtendo
mistura de ésteres [4].

Reagdes incompletas levam a formagdo de intermedidrios residuais de glicerol, como
mono e diglicerideos (glicerol ligado), enquanto que, a conversdo completa resulta em glicerol
altamente soltuvel em agua (glicerol livre). Ao fim da reagdo, ha um tempo de repouso para
separac¢ao de fases: uma fase organica menos densa consistindo de ésteres de acidos graxos, e
uma fase mais densa composta de glicerol e outros componentes residuais. No entanto,
pequenas quantidades de glicerol permanecem na fase organica, com uma solubilidade
estimada em 200 mg Kg™ a 0°C, podendo chegar a 300 ou 500 mg kg™ [5, 6].

O biodiesel é utilizado como combustivel alternativo ao diesel de petréleo por ser:

e miscivel em qualquer proporcdo com diesel, e outras substancias, como agua;

e compativel em praticamente todas as propriedades com o diesel;

e derivado de matérias-primas renovdveis de ocorréncia natural, reduzindo a dependéncia
do combustivel fdossil;

e biodegradavel;

1
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e menos poluente que diesel de petrdleo, ja que ndo apresenta componentes de enxofre,
reduzindo as emissdes presentes nos gases de exaustdo, com excecdo dos oOxidos de
nitrogénio;

e de manuseio e armazenamento mais seguros, devido ao alto ponto de fulgor.

Porém, existem desvantagens na utilizacdo de biodiesel como combustivel. O alto custo de
producdo, por exemplo, € uma delas. O refino de petréleo ja é um processo consolidado,
engquanto que a reacdo de transesterificacdo precisa de condi¢des especificas para obtencao
de rendimento satisfatério em escala industrial. Enquanto que o refino consiste, de forma
simplificada, numa destilacdo com obtencao direta de diesel, na transesterificacdo, a matéria-
prima deve ter um teor minimo de pureza e apds a reacdo é preciso separar biodiesel de
glicerol até niveis aceitaveis de comercializacdo.

O interesse no biodiesel como combustivel alternativo produzido a partir de fontes
renovaveis tem crescido ao longo dos anos devido: ao aumento mundial da demanda por
petréleo chegando a 89,9 milhGes de barris por dia (mbd) em 2012, um aumento de 0,9% em
comparacdo a 2011 [7]; a diminuicdo das fontes de combustiveis fésseis; ao aquecimento
global, pois biodiesel apresenta menor impacto ambiental se comparado ao diesel de petrdleo;
a intencdo de paises importadores de petrdleo em reduzir a dependéncia de produtos de
origem fdssil; a sua completa miscibilidade com o 6leo diesel.

Sobre a demanda mundial de petrdleo, a Tabela 1 apresenta o total de barris por dia,
em milhGes, de 2010 a 2012, incluindo valores previstos até o fim de 2012. As regiGes em que
se divide a demanda sdo regides geopoliticas de produtores e consumidores de petrdleo, por
isso, ex-Unido Soviética [7].

Tabela 1. Demanda mundial de petréleo, de 2010 a 2012, milhdes de barris por dia.

2

Africa Américas Asia/Pacifico Europa Ex-Unido Soviética  Oriente Médio Mundo

2010 3,4 30,1 27,3 15,3 4,4 7,8 88,3
2011 3,4 30,0 28,0 15,0 4,7 8,0 89,1
2012 3,5 30,0 28,7 14,6 4,8 8,2 89,9

De 2010 a 2011, a demanda passou de 88,3 a 89,1 milhdes de barris por dia, e em
2012, a previsdo chega a 89,9 mbd. Sdo apontadas como causas deste aumento constante na
demanda de petréleo nos Ultimos anos: o pds-tsunami no Japao, o clima frio na Russia, india e
Coreia do Sul, e a demanda industrial. Este ultimo fator é o mais impactante, por ser global e
estar diretamente ligado ao crescimento e desenvolvimento da populagdo, condi¢cdes que
tendem a aumentar [7].

A Tabela 2 apresenta a demanda por produto de petréleo no periodo de 2010 e 2012,
desde a nafta ao gdas liquefeito de petréleo (GLP), em paises que ndo participam da
Organizagdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento Econémico (OECD), um grupo de 34 paises
dedicados ao desenvolvimento global; os dados incluem o Brasil, pais ndo membro de
colaboracdo [8]. Observa-se que dleo diesel é o mais consumido, com média de 13,5 mbd. A
variacdo de 2011 a 2012 diminui de 4,7 a 3,6% devido ao aumento na demanda do biodiesel,
produto natural de concorréncia direta. A diminui¢ao de fontes de combustiveis fésseis (ndo
renovaveis) e a adog¢do de novas fontes energéticas por paises importadores de petrdleo na
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intencdo de reduzir a dependéncia por este produto, reforcam a queda nos nimeros e abre

espaco para a utilizacdo do biodiesel no lugar do diesel de petrdleo. Na ultima linha da tabela,

“Outros produtos” se refere, por exemplo, ao betume para pavimentacao asfdltica e ao dleo

cru [7]. A variacdo é a diferenca entre os valores do ano atual e do ano anterior, em milhdes de

barris por dia (mbd).

Tabela 2. Demanda mundial por produto e variacao de 2011 a 2012, milhdes de barris por dia.
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Demanda [mbd]

Variagao [mbd]

Variagao [%]

Produto 2010 2011 2012 2011 2012 2011 2012
GLP & Etano 4,734 4,969 5,095 0,235 0,126 5,0 2,5
Nafta 2,680 2,651 2,670 -0,029 0,019 -11 0,7
Gasolina 8,081 8,365 8,636 0,284 0,271 3,5 3,2
Querosene & combustivel de avidgo 2,637 2,726 2,781 0,089 0,056 3,4 2,1
Oleo diesel 12,944 13,547 14,035 0,604 0,487 4,7 3,6
Oleo combustivel residual 5,469 5,505 5,577 0,036 0,072 0,7 1,3
Outros produtos 5,621 5,725 5,955 0,104 0,230 1,8 4,0
Total 42,167 43,488 44,750 1,322 1,261 3,1 2,9

A Agéncia Nacional de Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP) mantém um

controle dos produtores nacionais de biodiesel desde 2005, em que se verifica um aumento

constante da produc¢do, como mostram as Tabela 3 e 4 e a Figura 2 [9]. Na Tabela 3, tem-se o

numero de barris produzidos més a més, partindo de 49 barris em margo de 2005 a mais de

1,36 milhdes de barris em dezembro de 2011.

Tabela 3. Produc¢do anual de biodiesel no Brasil, em barris.

2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011
Janeiro - 6763 107611 482961 568300 927338 1171966
Fevereiro - 6562 106504 484851 504597 1119900 1111935
Marco 49 10849 142382 400534 830203 1346965 1468451
Abril 82 11231 118078 404749 663312 1162968 1260361
Maio 162 16213 163565 478020 652020 1275127 1386805
Junho 143 40823 170818 646384 887738 1289035 1456551
Julho 45 20950 168054 677956 972133 1304720 1571808
Agosto 359 32088 276493 688952 1050942 1453952 1559463
Setembro 13 42364 289416 831882 1009755 1383683 1471639
Outubro 213 53976 337188 797658 986311 1257303 1496255
Novembro 1769 100794 354750 742290 1045319 1307451 1491876
Dezembro 1794 91398 308300 704793 946225 1181581 1364074

Total 4630

434010 2543158 7341030 10116855 15010023 16811185

De 2007 a 2009, o total de biodiesel produzido no Brasil praticamente quadruplicou:

passou de cerca de 2,5 milhdes de barris a mais de 10 milhdes. Esse aumento ocorreu devido

as medidas do Conselho Nacional de Politica Energética (CNPE) para inclusdo de biodiesel em

dleo diesel: de janeiro a junho de 2008, como mistura a 2% em volume, chamado diesel B2;
entre julho de 2008 e junho de 2009, como mistura a 3% (B3), de julho a dezembro de 2009
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como mistura a 4% (B4). No inicio de 2010 uma nova medida estipulou que o biodiesel deveria
ser adicionado ao diesel de petréleo na proporgdo de 5% em volume, obrigatdrio a partir de
2013. A producdo ja crescente continua aumentando, chegando ao total de 16,8 milhdes de
barris no ano de 2011.

A Figura 2 apresenta os mesmo dados da Tabela 3 em grafico de barras, de 2005 a
2011. Observa-se que cada ano supera o anterior em todos os meses, mesmo havendo
oscilagOes dentro de um mesmo ano.
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Figura 2. Producdo mensal de biodiesel de 2005 a 2011.

Como se observa na Tabela 4, o ritmo crescente de producdo de biodiesel esta sendo
mantido, com mais de um milhdo de barris por més em 2012.

Tabela 4. Produgdo mensal de biodiesel em 2012, dados em barris, com variagdo acumulada.

Variagdo do acumulado no ano

2012 2012 /2011 (%) °
Janeiro 1213976 3,6
Fevereiro 1349840 12,3
Margo 1389245 5,3
Abril 1077233 0,4
Maio 1236066 -2,1
Junho 1260723 -4,2
Julho 1352732 -5,8

Total 8879813
® Varia¢do percentual do somatério dos valores desde o més de janeiro até um determinado
més do ano de 2012, em relagdao ao somatdrio do mesmo periodo do ano de 2011.

Considerando que para cada 90,0 m® de biodiesel produzidos, tem-se 10,0 m?® de
glicerina [10], pela Tabela 4, estima-se um total de 986,6 mil m?® de glicerina produzidos até
julho de 2012. A maioria deste volume é devidamente separada do biodiesel durante a
produgdo, porém, permanecendo no produto, pode comprometer o funcionamento dos
motores em que se utilize o biodiesel.

4



Introdugdo e Objetivos

1.2. Glicerol

O termo glicerol aplica-se ao componente quimico puro 1,2,3-propanotriol, um dlcool
tri-hidroxilado que ocorre naturalmente na forma combinada como glicerideo em todos os
dleos graxos animais e vegetais. O termo glicerina aplica-se ao glicerol impuro e aos produtos
comerciais purificados, normalmente contendo teor acima de 95% de glicerol, sendo que
varios niveis estdo disponiveis comercialmente [11].

A transesterificacdo de dleos e gorduras vegetais e animais é um dos métodos de
obtencdo da glicerina; variando o reagente entre base, dgua e alcool, obtém-se,
respectivamente, sabao, acidos graxos e ésteres alquilicos [11]. Este ultimo produto pode ser
denominado biodiesel.

A presenca de glicerol no biodiesel, ligado (mono, di e triglicerideos) e livre, pode
causar problemas operacionais, como depdsitos nas vdlvulas e injetores dos motores de
combustdo, entupimento de filtros, reducdo da capacidade do sistema de ar condicionado do
veiculo, e emissdo de aldeidos como a acroleina que é um composto carcinogénico [12].

Para minimizar estes danos, foram criadas regulamentacdes como a norte-americana
ASTM D 6751, a europeia EN 14214, e as brasileiras da ANP n2 42 e n? 7, que especificam o
nivel maximo de glicerol em biodiesel puro (B100) e em mistura de 98% de diesel e 2% de
biodiesel (B2), e outras condicdes minimas para comercializa¢do do produto.

O conteldo de glicerol total, soma do glicerol livre ao ligado (mono, di e triglicerideos),
é um indicador de qualidade, ja que, pequenos valores de glicerol total garantem um alto nivel
de conversao da matéria-prima. A Tabela 5 apresenta os limites especificados para glicerol
livre, mono, di, triglicerideos e glicerol total, conforme as regulamentac¢des acima [1, 13-15].

Tabela 5. Alguns componentes e valores maximos especificados por resolugdes para
comercializagdo de biodiesel em Estados Unidos, Unido Europeia e Brasil.

Componente Maximo (% massa)

ASTM D 6751 EN 14214 ANP7
Glicerol livre 0,02 0,02 0,02
Monoglicerideos Nao especificado 0,8 Anotar®
Diglicerideos Nao especificado 0,2 Anotar®
Triglicerideos Nao especificado 0,2 Anotar®
Glicerol total 0,24 0,25 0,25

® A norma n3o especifica limite para mono, di e triglicerideos, pede que sejam anotadas as
porcentagens massicas obtidas.

A Resolucdo ANP n2 42 de 2004, estipulava um limite maximo de glicerol total de 0,38
% em massa no biodiesel, muito acima das normas europeia e norte-americana. Em 2008, com
a ANP n2 7, o valor foi corrigido para 0,25 % em massa.

1.2.1. Determinagao de glicerol

Os primeiros testes para determinagdo de glicerol livre em biodiesel foram realizados
pelo método classico do periodato, conforme ISO 2879 [16], que é utilizado até os dias atuais,

5
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inclusive na industria [17]. Os testes seguintes basearam-se em reac¢des enzimaticas [18, 19],
que levaram ao desenvolvimento de kits comerciais como o BPQ-02 da Sigma-Aldrich, baseado
no método Greenhill, com custo de 100,00 ddlares [20] e kit Bioclin Quibasa. Depois, foram
relatadas as determinacdes por cromatografia gasosa com diferentes detectores, [21-30].
Cromatografias liquidas [6, 31-39], determinac¢bes eletroenzimdticas [40-42], fluorimétricas
[43], por espectrofotometria no UV-Vis [44-47], espectroscopias de ressonancia magnética
nuclear e de infravermelho [48, 49], eletroforese capilar [50], titulacdo de hidroxilas [51] e
associada a determinacdo do indice de refracdo [52] também ja foram testadas com sucesso,
tanto para glicerol livre como total.

A determinacdo eletroquimica é citada quando se utilizam biossensores enzimaticos
[40-42], porém, técnicas eletroquimicas também podem ser utilizadas individualmente para
determinacao de glicerol livre em biodiesel [5, 12, 53], como propde este trabalho. Varias
revisdbes comparam diversos métodos, citando vantagens e desvantagens, como indicam as
Tabelas 6 e 7 [54-58].

Tabela 6. Métodos para determinacao de glicerol livre em biodiesel.

Método Derivatizacdo Preparo LD? Ref.
Titulagao NalQ,4, C,H4(OH), HCI, H,0 0,0009a3,7% [17]
(m)
Procedimento N3o 2 g amostra + 6,0 mL HCI N.C.P [18]
enzimatico 0,1 mol L*
Procedimento N3o 400uL amostra + 800uL 7,10x10° % [19]
enzimdtico com etanol + 800pL 4gua (m)
detecgdo destilada + 1600uL
colorimétrica heptano; vortex por 1 min,
centrifuga por 2 min
Greenhill Nao Nao 5 ppm [20]
CG-DIC MSTFA/ piridina Nao N.C.P [21-
25]
CG-DIC/ EM BSTFA N3o 10%/10°% (m) [26]
CG-DIC/ EM BSTFA N3o 10™% (m) [27]
CG-EM BSTFA, TMCS, N3o 0,04 ug mL* (28]
MSTFA
CG-DIC-EM MSTFA N3o 0,053 %(m) [29]
CG-DIC MSTFA Nao 0,02a0,09 [30]
%(m)
CI-DAP N3o 5 g amostra + 45 g dgua 0,7x10" % (m)  [6]

destilada; agitacao por 5
min, repouso por 5 min
CLAE-DAP N3o 4g amostra + 45g dgua 1pg g™ [31]
deionizada + 50mL hexano;
agitacdo de 30 min,
repouso de 2h
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CLAE-DIR

CEIAE-DAP
CET-DIR-DV
CLAE-ET-DIR
CPG-DIR
CFS-EM-UV-DEEL

EE

EE

EE
UV-Vis

UV-Vis

UV-Vis-DAD

Espectrofotometria-
CCD

Espectrofotometria

Nao

NalO, 10mM,
acetilacetona
0,2M

NalO, 10mM,
acetilacetona
0,2M

NalO, 10 mM,
acetilacetona
0,2M

KIO4 15mM,
acetilacetona
1,5M

Nao

Nao

Nao

NalO, 900 mg L*
e NaNO; 100 mg
L™ (P1)

4-20g amostra +4,5mL
agua destilada, agitacao
por 30 min, repouso por 2h

Aquosa
Nao
Nao

Filtracdo em membrana

PTFE

Dissolugdo em metanol (60

mg mL™)

400 pL amostra + 800 uL
agua destilada + 800 pL
etanol absoluto + 1600 pL

heptano; vortex e
centrifuga por 2 min

400 pL amostra + 800 pL
agua destilada + 800 pL
etanol absoluto + 1600 pL

heptano; vortex e
centrifuga por 2 min
Nao

Extracdo liquido-liquido

1g amostra + 4mL hexano +
2mL dgua destilada + 2mL
etanol; vortex por 5 min,
centrifuga por 15 min a

2000 rpm

Amostra+agua; extracdo
liquido-liquido, agitacao,
aquecimento por 30 min
1g amostra + 4mL 4gua
deionizada; agitacdo orbital
por 30 min, centrifuga por

5 min a 3000 rpm

Filtracdo em fase sdlida

Nao
Nao

200 mg amostra + 800 mg
agua deionizada + 200 pL

cloroférmio; vortex por 10
min, centrifuga por 15 min

a 2000 rpm

0,0004 % (m) [32]

0,5 g kg™ [34]
N.C.° [35]
N.C.° [36]
N.C.° [38]
N.C.° [39]

1,0x10° % (m)  [40]

0,013 % (m) [41]

0,1glL" [42]
0,5mglL™? [43]
N.C.P [44]
0,011% (m) [45]

0,0004 % (m)  [46]

0,004% (m) [47]
0,01 % (m) (48]
N.C.° [49]
43mglL* [50]
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Titulagao NalQ,, KIO,4 N3o N.C.° [51]
VC N3o 2 g de amostra + 6,0 mL 23mglL?t [5]
agua; vortex por 5 min,
centrifuga por 10 min;
filtracdo em C18

VC N3o 2 gde amostra livre + 10, 0,033 mmol L*  [53]
20 ou 100 pL de glicerol 1,0
gL’

Amperometria-FIA Nao 250 mg amostra + 5,0 mL 5mg kg™ [12]

agua; vortex por 5 min,
centrifuga por 10 min

%0,02% = 200 ppm = limite maximo permitido de glicerol livre

°N.C.: N3o consta;

CCD: Detector multicanal de fétons; CEIAE: Cromatografia de exclusdo idnica de alta eficiéncia;
CFS: Cromatografia de fluido supercritico; CG: Cromatografia gasosa; Cl: Cromatografia de
fons; CLAE(-ET): Cromatografia liquida de alta eficiéncia (por exclusdo de tamanho); CPG:
Cromatografia de permeacdo em gel; DAD: Detector de arranjo de diodos; DAP: Detecc¢do por
amperometria pulsada; DEEL: Detector evaporativo de espalhamento de luz; DIC: Detector de
ionizacdo em chama; DIR: Detector de indice de refragdo; DV: Detector viscosimétrico; EC:
Eletroforese capilar; EE: Enzimdtico-eletroquimico; EM: Espectrometria de Massa; IV:
Espectrometria no infravermelho préximo; UV: Detector ultravioleta; UV-Vis: Espectrofotome-
tria ultravioleta-visivel; VC: Voltametria ciclica.

Tabela 7. Métodos para determinagdo de glicerol total em biodiesel

Método Derivatizacdo Preparo LD? Ref.
Titulagdo CH3NaO, NalQ,, HCl, H,0 0,0046 a [17]
C,H4(OH), 5,15 % (m)
Procedimento Saponificagdo Fase solida C8 N.C.° [18]
enzimatico
Procedimento Transesterificacdo 0,5g biodiesel + 2,0mL dgua 7,10 x 10°  [19]
enzimatico com destilada + 2,0mL heptano; % (m)
detecc¢do vortex por 1 min, centrifuga
colorimétrica por 2 min
Greenhill Saponifica¢do Nao 75ppm [20]
CG-DIC MSTFA Néo N.C.° [25]
CG-DIC-EM MSTFA N3o 2,458 [29]
%(m)
CG-DIC MSTFA Néo 0,15a [30]
0,69 %(m)
CI-DAP Saponificacdo 5 g amostra + 45 g dgua; 0,7x10™ [6]
agitacdo por 5 min, repouso % (m)
por 5 min
CLAE, UV-Vis 9,9-dimetoxifluoreno Nao 0,05 % (m) [33]

CEIAE-DAP NaOH 0,1 mol L™ Aquosa 0,5pug kg™ [34]
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CLAE-ET-DEEL Ndo Ndo 0,1pg [37]
EE Transesterificacao 0,1 gamostra+3,9mLagua 1,0x10” [40]
destilada + 5,0 mL heptano; % (m)
vortex, centrifuga por 2 min

UV-Vis Saponificacdo; NalO,  Extracdo liquido-liquido 1,AmglL" [43]
10mM, acetilacetona
0,2M
UV-Vis-DAD Saponificacdo; NalO, Amostra+agua; extracdo 0,064 % [45]
10 mM, acetilacetona  liquido-liquido, agitacao, (m)
0,2M aquecimento por 30 min
Titulacdo de Transesterificacao, Nao N.C.P [52]
hidroxilas acetilagao
indice de Transesterificacado, NacCl N.C.° [52]
refracao acetilacao

?0,02% = 200 ppm = limite maximo permitido de glicerol livre

°N.C.: N3o consta;

CEIAE: Cromatografia de exclusdo ionica de alta eficiéncia; CG: Cromatografia Gasosa; Cl:
Cromatografia de ions; CLAE(-ET): Cromatografia liquida de alta eficiéncia (por exclusdo de
tamanho); DAD: Detector de arranjo de diodos; DAP: Detec¢do por amperometria pulsada;
DEEL: Detector evaporativo de espalhamento de luz; DIC: Detector de ionizagdo em chama; EE:
Enzimatico-eletroquimico; UV: Detector ultravioleta; UV-Vis: Espectrofotometria ultravioleta-
visivel.

1.3. Técnicas eletroquimicas

Técnicas eletroquimicas sao dedicadas a interface entre eletricidade e quimica,
especificamente, a medir quantidades elétricas como corrente, potencial ou carga, e suas
relagbes com parametros quimicos. Tal uso de medicGes elétricas para fins analiticos
encontrou aplicagdes em varias areas, como monitoramento ambiental, andlises biomédicas e
controle de qualidade industrial [59, 60].

Processos eletroquimicos, ao contrario da maioria das analises quimicas que envolvem
solugdes homogéneas, ocorrem na interface eletrodo (condutor) - solugdo (eletrdlito). A
superficie do eletrodo é entdo uma juncdo entre um condutor eletrénico e um ib6nico. Sdo
necessarios dois tipos de eletrodos: um responde ao analito de interesse e é denominado
eletrodo de trabalho (ET), o outro, denominado eletrodo de referéncia (ER), tem um potencial
constante independente das propriedades do eletrdlito [59, 60].

Os processos de transferéncia de carga na interface eletrodo - solugdo promovem
oxidac¢Oes e redugdes forcadas das espécies quimicas em solugdo, assim, a corrente resultante
reflete a taxa com que os elétrons se movem através da interface, a taxa de oxidacdo ou
reducdo das espécies eletroativas. As vantagens sdo: alta sensibilidade, seletividade para
espécies eletroativas, ampla faixa linear de concentragao, instrumentacdo portatil e de baixo
custo, capacidade de especiacdo e uma diversidade de eletrodos. Também sdo obtidos limites
de deteccdo excepcionalmente baixos (10™ a 10™ mol L) e uma variedade de informacdes
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como: estequiometria, velocidade de transferéncia de carga interfacial e de massa, entre
outras, que caracterizam e descrevem eletroquimicamente os sistemas [59-61].

1.3.1. Voltametria ciclica

A voltametria ciclica (VC) é a técnica eletroquimica utilizada para obtencdo de
informacgdes qualitativas sobre reacdes eletroquimicas, sendo geralmente a primeira medicao
feita nos estudos eletroanaliticos. Permite obter informacdes rdpidas sobre a localizacdo de
potenciais redox das espécies eletroativas, a reversibilidade do processo, o nimero de elétrons
envolvidos, se ha ou ndo a formacdo de espécies intermedidrias, avaliar convenientemente o
efeito do eletrélito no processo redox, entre outras.

A técnica consiste no escaneamento linear de potencial num eletrodo de trabalho,
usando uma forma de onda de potencial triangular, como mostra a Figura 3A. Durante a
variacdo de potencial, mede-se a corrente resultante do potencial aplicado, obtendo-se um
voltamograma ciclico, grafico que relaciona corrente e potencial, como mostra a Figura 3B.
Dependendo da resposta desejada, ciclos Unicos ou multiplos podem ser aplicados [59-61].

(B)

catadica

(A) - Ciclol =

Ermnl

Corrente

Varredura
Reversa

Potendial

(—’

Varredura
Direta

anddica

Einicial

O«—R
Potencial

Tempo

Figura 3. Forma de onda de potencial triangular variando com o tempo (A), e voltamograma
ciclico tipico para um processo redox reversivel (B) [59].

Para realizagdo da medida, os eletrodos de trabalho e de referéncia sdo montados na
célula eletroquimica junto a um eletrodo auxiliar (EA), também chamado contra-eletrodo,
responsavel por fechar o circuito elétrico e permitir a passagem de corrente. Estes eletrodos
devem estar imersos no eletrélito que garante o controle difusional das espécies eletroativas.
Os trés eletrodos sdo conectados a um potenciostato que aplica potenciais num intervalo pré-
definido e faz a aquisicdo do sinal de corrente [62].

1.3.2. Amperometria

A amperometria é uma técnica em que se aplica um potencial constante e mede-se a
corrente correspondente ao longo do tempo, relacionando a corrente a concentragdo. Um
potenciostato registra os pontos em uma regiao selecionada do perfil corrente-potencial [61].

Pode ser utilizada para especiagdo em amostras com diferentes tipos de metais, em
meios aquosos [63] e ndo aquosos [64]; na deteccdo de aminodcidos em amostras organicas
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[65], de compostos quirais [66], de DNA [67]; como método comparativo de técnicas como
titulagdo [68] e gravimetria [69], entre outras; em analises batelada ou em fluxo [69-71]; na
deteccdo simultdnea de dois ou mais analitos [72]; com biossensores como eletrodo de
trabalho [40-42, 73], entre outros.

1.3.2.1. Amperometria a potencial constante

Na deteccdo amperométrica a potencial constante, ou simplesmente amperometria
fixa, um potencial é aplicado no eletrodo de trabalho promovendo a oxidagdo ou reducdo da
espécie analitica em solugao.

Uma limitacdo é a falta de repetitividade e reprodutibilidade devido a possivel
adsorcdo de subprodutos e/ou impurezas na superficie do eletrodo. Também podem ser
registrados sinais eletroquimicos de subprodutos de reag¢bes que interfiram no sinal de
interesse. Para a obtencdo de resultados reprodutiveis, a superficie do eletrodo deve ser limpa
com frequéncia, quer por polimento mecanico ou por limpeza eletroquimica [74].

Estratégias para promover a limpeza da superficie do eletrodo de trabalho ou impedir
sua contaminac¢do incluem adicdo de EDTA ao eletrélito suporte [74, 75], uso de eletrodos
modificados [65, 72, 73, 76], ou regeneragdo constante da solucao na superficie do eletrodo
[70, 71, 74]. Para regeneracao da superficie do eletrodo a agitacdo é amplamente utilizada.
Forcar a movimentac¢do da solucdo faz com que o analito fique em contato com o eletrodo
durante curto periodo de tempo, prolongando o tempo de uso do mesmo ja que a
contaminacdo demora mais a acontecer. A agitacdo pode ser feita em batelada, ou pode-se
utilizar um sistema de fluxo que mantenha o eletrélito com uma vazdo constante na superficie
do eletrodo e permita que pequenos volumes da amostra sejam injetados no fluxo (ordem de
pL). O sistema de andlise por injecdo em fluxo (FIA) apresenta tais caracteristicas.

1.3.2.2. Amperometria de muiltiplos pulsos

Na amperometria a potencial constante ndo ha a possibilidade de determinagdo
simultanea de compostos eletroativos em diferentes potenciais, ou de diferenciacdo do analito
de interferentes. Para melhor resolu¢ao na andlise, utiliza-se a técnica de amperometria de
multiplos pulsos (AMP).

Considerando dois analitos, por exemplo, no primeiro potencial tem-se a oxidac¢do ou
reducdo de apenas uma das espécies eletroativas, com sinal de corrente proporcional a
concentragdo; no segundo potencial, de maior energia, ambas as espécies analisadas sofrem
oxidacdo ou reducdo. Assim, pela diferenca entre os sinais de corrente obtidos nos dois
potenciais, determina-se a concentra¢do da segunda espécie. Outra possibilidade seria a
utilizacdo de dois eletrodos especificos em paralelo, um para cada analito, sendo necessario
um bipotenciostato para controlar cada eletrodo de trabalho [72]. O sinal de corrente obtido
ao longo do tempo é denominado amperograma.

A técnica de AMP permite a aplicagdo simultdnea de até dez potenciais diferentes com
pulsos de curta duragdo (milissegundos), conforme limite do equipamento. A utilizacdo de
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varios potenciais caracteriza uma limpeza eletroquimica, conferindo alta precisdo,
principalmente se associada a um sistema de fluxo.

1.4. Eletrodo de trabalho

Um eletrodo de trabalho ideal responde de forma rdpida e reprodutivel as mudancas
do equilibrio do analito. A conveccdo forcada (agitacdo) € usualmente utilizada para aumentar
a sensibilidade e reprodutibilidade destes eletrodos. Suas superficies podem ser modificadas
por eletrodeposicdo ou modificagdo quimica, esta, mais comum em eletrodos de carbono.

Eletrodos metadlicos, do tipo redox, em que um metal inerte atua como doador ou
receptor de elétrons da reacao em andlise, geralmente sdo feitos de ouro, platina ou paladio
[77]. Uma vantagem geral deste tipo de eletrodo metalico é que a alta condutividade dos
metais resulta em baixas correntes de fundo, de 102 a 10° A, sendo também de facil
construcdo e polimento. Como desvantagem, alguns metais podem perder a inércia quimica,
sofrendo corrosdo ou passivacao, de acordo com as condi¢Ges experimentais utilizadas [61].

1.4.1. Eletrodos de ouro e platina

A utilizacdo de ouro ou platina na construcdao dos eletrodos de trabalho metdlicos
permite 6tima cinética de transferéncia de elétrons e alcance de altos potenciais anddicos,
apesar do baixo potencial de evolucdo do hidrogénio limitar o potencial catédico. Correntes de
fundo de intensidade suficiente para atrapalhar o sinal do analito podem ser verificadas caso
ocorra a formacao de 6xidos de superficie ou a adsor¢do de camadas de hidrogénio em filmes
qgue podem alterar a cinética de transferéncia de elétrons. Essa alteracdo na cinética fornece
dados irreprodutiveis, sendo necessario o uso de ciclos de limpeza e reativagdo da superficie
do eletrodo. Comparado a platina, eletrodos de ouro sdo mais inertes, menos suscetiveis a
formacao de filmes de dxidos estaveis ou a contaminac¢do da superficie [59].

1.4.1.1. Comportamento eletroquimico do glicerol

O comportamento eletroquimico de alcodis em eletrodos de ouro ou platina e os
problemas relacionados a eletro-oxidagdo dos mesmos sdo bem conhecidos [78, 79]. E
conhecido que moléculas de alcodis adsorvidos sdo oxidadas em todos os potenciais aplicados,
e o produto gerado depende unicamente do potencial aplicado e do pH do eletrélito. Em
potenciais proximos da evolucdo de oxigénio, uma oxidacdo dissociativa de glicerol ocorre,
levando a formacdo de acido férmico, acido oxalico e acido glicélico. Quando o potencial é
fixado por volta de 0,75V contra eletrodo de referéncia de hidrogénio (ER-H), gliceraldeido é
produzido [80].

Os mecanismos propostos na oxidacdo de alcodis envolvem radicais hidroxila
adsorvidos, que participam na etapa de transferéncia de oxigénio. Apesar de eletrodos de
ouro ja terem densidades de corrente relativamente altas em meio alcalino, técnicas
eletroquimicas mostram que a densidade de corrente aumenta com o numero de grupos
hidroxila adjacentes, devido ao aumento da d4rea de superficie polar, o que favorece a
eletrodeposicdo destas moléculas em eletrodos de ouro [78, 80, 81]. No caso especifico do
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glicerol, tem-se uma densidade de corrente de cerca de 20 mA cm™ para concentracdo de
0,1 mol L a 25°C, meio basico; a eletro-oxidacdo deste alcool envolve a interacdo entre
glicerol adsorvido e espécies hidroxila adsorvidas na superficie do eletrodo de ouro, formando
espécies AUOH que sdo responsaveis pelo inicio da oxidacdo do analito, ou seja, sem as
espécies AUOH ndo ha oxidagao de glicerol [82].

O mecanismo foi apresentado primeiramente em 1984, numa sequéncia de quatro
reacOes, apresentadas abaixo, sendo M a superficie metdlica do eletrodo, G representando
glicerol, o subescrito “ads” indicando que a substdncia estd adsorvida [83]. Este mesmo
mecanismo foi confirmado para o eletrodo de ouro em 1991 [82].

M+ G > M-Ggq (1)
M+ OH > M-OH,q, + € (2)
M-G,qs + M-OH,qs = produtos (3)
M-G,g4s + OH = produtos + e (4)

Para a oxidacdo de glicerol em meio basico em platina, a adsor¢cdo tem papel
importante, sendo a etapa limitante do processo de oxidagdo a reacdo (3) do mecanismo
acima [83]:

Pt...C3Hs(OH); + n Pt...OH = produtos de oxidagdo (3')

No caso da oxidacdo em ouro, tem-se a alteracdo da ordem das reagdes (1) e (2),
sendo necessaria a formacdo de AuOH para iniciar a oxidacdo do glicerol. Se a variacdo de
potencial é realizada no sentido negativo, a adsorcdo de espécies hidroxila ndo afeta a cinética
do processo e na sequencia de reacdes de (1) a (4) do mecanismo proposto acima, a reacao (4)
é a etapa lenta do processo, seguida da oxida¢do do produto desidrogenado [83]:

AU...C3H5(OH)3 +0H > AUC3H4(OH)3 + Hzo +e (4,)

1.4.2. Eletrodo de carbono vitreo

O carbono existe em varias formas alotrépicas, varias delas, condutoras e usadas no
arranjo de eletrodos de trabalho. O uso deste tem se expandido devido a caracteristicas como
larga janela de potencial, baixa corrente de fundo, baixo custo, facilidade de modificacdo de
arranjo e superficie, inércia quimica e aplicagdo como sensor ou detector. Apesar de a
transferéncia eletrénica ser menor e mais lenta que em eletrodos metadlicos, dependendo da
estrutura e preparo da superficie, as possibilidades sdo mais variadas em eletrodos de
carbono, sendo os materiais mais utilizados: carbono vitreo, faixas de carbono impresso,
grafite, fibras, filmes e compdsitos de carbono [59, 61].

A isotropia, a homogeneidade de propriedades em todo o material, faz do carbono
vitreo o material mais utilizado para eletrodos. Também possui excelentes propriedades
mecanicas e elétricas, ampla janela de potencial, inércia quimica, e performance relativamente
reprodutivel. A reprodutibilidade é melhorada com pré-tratamento da superficie, obtendo-se
eletrodos ativos, com alto desempenho analitico; o pré-tratamento é geralmente realizado
pelo polimento da superficie espelhada com particulas de alumina umedecidas [59, 61]
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1.4.2.1. Filme de hexacianoferrato de 6xido de ruténio

A modificacdo em eletrodos consiste na utilizacdo de reagentes especificos para
conceder o comportamento daquele reagente ao eletrodo, pela modificacdo da estrutura, das
particulas constituintes ou apenas da superficie. Pode ser realizada de forma quimica, pela
ligacdo definitiva do modificador a superficie do eletrodo, ou fisica, sendo o modificador
colocado sob o eletrodo, na forma de um filme, por exemplo, de forma que a superficie do
eletrodo atue como fonte ou receptor de elétrons. A modificacdo de um eletrodo com étimas
propriedades como o eletrodo de carbono vitreo sé tende a melhorar suas caracteristicas.

O hexacianoferrato de ferro (lll), comumente conhecido como Azul da Prussia, tem
recebido especial atencdo na area de sensores e biossensores devido ao seu poder
eletrocatalitico na reducdo eletroquimica de H,0, em potenciais em torno de 0,0 V (vs.
Ag/AgCl), o que garante alto nivel de seletividade ao sensor [84, 85].

No entanto, eletrodos modificados com este hexacianoferrato apresentam baixa
estabilidade frente ao emprego de métodos analiticos em fluxo [86]. Andlogo ao Azul da
Prussia, o hexacianoferrato de Oxido de ruténio (RuOHCF) teve suas propriedades
eletrocataliticas exploradas para a determinagdo de aminoacidos contendo enxofre (cisteina,
metionina e cistina) [87], acido ascérbico [88, 89], deoxiguanosina [90, 91], H,0, [85] e
ranitidina [92]. Para todos os analitos, como padrdo ou em amostras, obteve-se linearidade na
resposta eletroanalitica e limites de detec¢do de micro a nanomol por litro.

O filme de RuOHCF ja foi estudado quanto a influéncia da composicao do eletrdlito
suporte no perfil voltamétrico do filme, quanto ao efeito do pH, tal que, quanto maior a acidez
do meio, maior é o deslocamento dos quatro picos para potenciais mais positivos (faixa de pH
entre 0,5 e 3,0). Apesar dos mecanismos de formag¢do do filme de RUOHCF n3do serem bem
conhecidos, suas propriedades eletrocataliticas sdo significativas [93].

1.4.3. Eletrodo de diamante dopado com boro

Apesar de diamante ser um conhecido isolante, filmes de diamante dopado com boro
possuem propriedades eletronicas que variam de semicondutor a metal, conforme a
quantidade de boro. Tais propriedades incluem uma ampla janela de potencial, chegando a
3,0V, acima do potencial de evolucdo de oxigénio, devido a natureza quimicamente inerte da
superficie de diamante; corrente de fundo baixa e estavel, minima adsor¢ao de compostos
organicos, boa reatividade eletroquimica sem necessidade de pré-tratamento, baixa
sensibilidade a oxigénio dissolvido, alta dureza, isto é, alta resisténcia mecanica.

Portanto, eletrodos de diamante dopado com boro permitem anadlises sob condi¢Ges
extremas, incluindo altos potenciais anddicos, surfactantes misturados ao eletrdlito ou
qualguer meio agressivo, polarizacdo em meio 4acido, transporte de massa acelerado e
cavitagdo interfacial induzida por ultrassom de poténcia [59, 94].
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1.4.4. Eletrodos compdsitos de grafite

Um compdsito resulta da combinagao de dois ou mais materiais diferentes. Cada
componente individual possui uma caracteristica original enquanto o material compdsito
distingue em suas caracteristicas quimicas, mecanicas e fisicas das apresentadas pelos
componentes individuais [95].

As propriedades elétricas do compdésito dependem da natureza de cada componente,
suas quantidades relativas e sua distribuicdo. A resisténcia elétrica é determinada pela
conectividade das particulas condutoras na matriz polimérica. Isto significa que essas fracdes
podem ser estudadas para determinar a melhor composi¢do. Ja quando um material isolante
age somente como agente aglutinante, isto é, agregando as particulas do material condutor, o
compdsito pode ser classificado pela natureza do material condutor, tamanho e arranjo de
particulas.

Materiais condutores, como o carbono, em suas varias formas alotrépicas e
granulares, sdo misturados a polimeros organicos isolantes como PVC [96, 97], Teflon [98, 99],
polietileno [100], poliestireno [101], adesivo epdxi [102, 103], Nafion [104], entre outros,
obtendo-se compdsitos de grafite.

Eletrodos compdsitos de grafite e adesivo epdxi (AE) apresentam como fase condutora
o grafite e como fase polimérica um polimero organico isolante. Em geral, estes compdsitos
apresentam uma alta estabilidade mecanica e quimica, além de um baixo custo. Compdsitos
mistos de carbono com metais (em escala micro e nanométrica) e o polimero isolante podem
ser encontrados facilmente na literatura [105].

O grafite é um aldtropo do carbono, composto de extensas camadas de atomos de
carbono sp?, que formam folhas com anéis unidos. Entre os planos das folhas existem elétrons
1t deslocalizados, o que lhe confere uma boa condutividade [106], mas limitada quando
comparada a condutividade dos metais.

O adesivo epoxi (Araldite® Professional 90 min, Brascola Ltda) é composto pela resina
epoxi (liquido branco acinzentado) e pelo endurecedor (liquido amarelado). A mistura destes
dois componentes é feita pela relagdo 1:1, sendo possivel manused-la durante
aproximadamente 90 minutos e o tempo total de cura da mistura é de 24 horas a temperatura
ambiente, quando isenta de solventes. Depois de curado, este adesivo resiste a uma
temperatura de 80°C [107].

As resinas tipo epoxi sdo polimeros constituidos por mondmeros ou pré-polimeros que
reagem com agentes de cura produzindo plasticos termorresistentes e de alta eficiéncia. Os
agentes de cura (endurecedores) mais utilizados, para converter epdxis em termoplasticos, sdo
os anidridos, as polimercaptanas, as aminas, as poliamidas, entre outros [108].

A primeira resina comercial foi a diglicidil-éter de bisfenol A, que tem como polimero o
bisfenol A, e é até hoje a mais comum e mais barata conhecida. No entanto, tém sido
comercializadas resinas epdxi com base em varios outros polimeros, como por exemplo, o
bisfenol F, a epicloridrina, o tetrabromobisfenol A e o poliglicol. Conforme a composicdo da
resina epdxi, que pode também ser uma mistura entre resinas, pode-se obter caracteristicas

15



Introdugdo e Objetivos

desejaveis como resisténcia mecanica (rigidez ou flexibilidade), quimica (reatividade ou
inércia) e térmica [108]. De forma geral, pode-se dizer que, quanto maior a massa molecular
do polimero, mais sdlida se torna a resina.

Convencionalmente, apds a mistura com o endurecedor, durante a cura, os adesivos
epoxis transformam-se de liquidos de baixa viscosidade em resinas sdlidas bem rigidas, devido
a formagao de ligagdes cruzadas entre os sitios do polimero da resina epdxi e as cadeias
terminais dos endurecedores. A estrutura da resina epdxi, além da proporcdo da mistura com
o endurecedor, define o nimero de ligacGes cruzadas entre eles [108]. Quanto maior o
numero destas liga¢cdes, maior a resisténcia mecanica do polimero resultante.

a o]
_H_H_®_H_lﬂ_ @ njH | H
N—-C—C=N—-C—C=N R—C+N-R—C+N—R
@ AA AA W "
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B (diglicidil-éter de bisfenol A)
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C (Representagéo esquematica da polimerizagdo entre a resina epoxi e o endurecedor)

Figura 4. Estruturas dos componentes basicos do adesivo epdxi (A e B) e representagdo das
suas ligagGes cruzadas (C) [108].

Sobre o adesivo epdxi (AE) utilizado, o endurecedor é composto de poliaminamidas.
Estes agentes de cura sdo provenientes de uma reagao de poliamida com excesso de amina, o
que faz com que o produto tenha caracteristicas entre uma poliamida e uma amina alifatica.
Ela é adequada para casos onde se queira maior tenacidade e adesividade com melhor fluidez
e maior reatividade [108].

Nos compdésitos de grafite e AE, as particulas de grafite preenchem os espacgos entre as
ligacdes. O tempo de cura dos componentes do adesivo e a distribuicdo das particulas de
grafite sdo dependentes da velocidade de secagem do solvente.

Informacgdes detalhadas sobre eletrodos compdsitos de grafite, como preparagao, uso
e propriedades estdo disponiveis na literatura. Vantagens comumente citadas no uso de
compdsitos como materiais de eletrodo incluem: facilidade de preparo e regeneragao da
superficie, prepara¢do de um eletrodo com boa resisténcia mecanica, resisténcia a solventes
ndo aquosos, relativo baixo custo de producao, boa durabilidade [95, 102, 109, 110].

Tem-se observado o crescente uso de compdsitos de grafite e adesivo epdxi para
diversas finalidades analiticas, como na fabricacdo de eletrodo convencionais para andlise de
amostras de farmacos e drogas [111], dispositivos com arranjo de microeletrodos de grafite
para a analise de amostras reais [102, 112], suporte para a formagdo de filmes metalicos “in
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situ” para analise de metais a niveis de traco [103, 113], suporte para modificacdes da
superficie na fabricacdo de biossensores especificos para amostras de interesse bioldgico
[114], entre outros.

1.5. Separacao de glicerol do biodiesel

Varios métodos de determinacdo de glicerol, livre ou total, em biodiesel exigem um
preparo da amostra, como apresentado nas Tabelas 6 e 7. Na cromatografia gasosa é muito
comum realizar a reacdo de sililacdo [22-28], outras técnicas apenas extraem o glicerol livre da
mistura de ésteres alquilicos, como separacdao por cromatografia de exclusdao [35-37] ou
extracdo liquido-liquido com agua, metanol e/ou hexano [115], por exemplo; para determinar
o glicerol total, realiza-se transesterificacdo ou saponificacdo antes da etapa de extracdo .

O método de extracdo liquido-liquido é dos mais simples, sendo utilizados sistemas
como: agua e heptano [19], 4gua e hexano [31]; 4gua, etanol e heptano [40, 41]; mistura agua
e alcool e hexano [44]; dagua e cloroférmio [50] ou apenas agua [5, 6, 12, 32, 45, 46]. A escolha
de agua como principal solvente de particdo se deve a total miscibilidade entre esta e glicerol,
a sua facil obtengao e abundancia.

1.6. Sistema em fluxo

Os sistemas de analise por injecio em fluxo (FIA) tiveram sua proposta e
desenvolvimento inicial a partir da combinacdo de caracteristicas de métodos analiticos ja
existentes como técnicas eletroquimicas, espectroscopia de absorcdo atdmica,
espectrofotometria, fluorescéncia, quimiluminescéncia; e também do aperfeicoamento do
método de andlise em fluxo segmentado [116, 117]. Em pouco tempo, mostrou-se uma
ferramenta muito util para diversas determinagdes analiticas.

A técnica foi desenvolvida por Riizicka e Hansen em 1975 e tornou-se uma das mais
populares técnicas analiticas para aplicacdo dentro de um curto periodo de tempo devido a
diversas vantagens, como simplicidade na instrumenta¢do, economia no consumo de amostra
e reagente, possibilidades de eliminacdo de contaminacdo, diminuicdo da manipulacdo das
amostras por parte do analista, melhor precisao, diminui¢do do custo operacional e aumento
na velocidade de processamento [74].

O processo de analise pode ser dividido em trés partes: propulsdo dos fluidos, injecdo
da amostra e detec¢do. Para propulsdo, bombas peristdlticas sdao comumente utilizadas por
possuir torque suficiente para manter a vazdo constante, mesmo se houver alteragdo de
sentido, por exemplo [118]. O ruido na linha base em analises voltamétricas e amperométricas
devido a pulsa¢do provocada pelos roletes de propulsdo [119] pode ser amenizado pelo uso de
amortecedores de pulsos, ou a utilizagdo de bombas que fornecem vazao de forma constante,
como bombas tipo seringa [70, 120] ou gravidade [121, 122]. Entre estas opg¢des, o uso da
gravidade é inconveniente quando se deseja alterar de um valor preciso a outro, o que é
facilmente realizado numa bomba peristaltica.

A segunda parte do sistema FIA é o injetor, cuja fungdo é introduzir um volume
definido e reprodutivel de uma amostra em um fluxo de reagente ou de um transportador
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adequado. Os tipos mais comuns sdo o de valvula rotatéria desenvolvido por Riizicka e Hansen
[123] e o desenvolvido pelo grupo do CENA/USP [124]. Este ultimo é constituido por trés pecas
de acrilico, sendo duas fixas e uma peca central que se movimenta de modo a permitir a coleta
e a insercdo de amostra no percurso analitico. A ultima parte é a deteccdo analitica, sendo
utilizadas técnicas eletroquimicas [125], de absor¢do atémica [126, 127], fluorescéncia [128],
guimiluminescéncia [129-131], entre outras.

O sistema FIA acoplado a AMP representa uma alternativa para determinar
simultaneamente duas espécies eletroativas usando um unico eletrodo. A amperometria em
fluxo (AMP-FIA), como é chamado o acoplamento destas técnicas, aplica ciclos de potencial
pulsado que permitem a limpeza e reativacdo da superficie do eletrodo, com a remocdo de
camadas de hidrogénio adsorvido ou éxido formados na superficie [59, 132] e reduzem a
contaminacdo do eletrodo [74]. Assim, é possivel desenvolver metodologias de analise de
baixo custo, boa reprodutibilidade, boa seletividade, boa sensibilidade, menor tempo de
anadlise e simplicidade de execucao.
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1.7. OBJETIVOS

1.7.1. Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho é desenvolver um método eletroanalitico para a
determinacgdo de glicerol em biodiesel empregando sistema de andlise por injecdo em fluxo
com deteccdo amperométrica em eletrodo de ouro. Os métodos empregados atualmente,
inclusive o método padrao de cromatografia gasosa, sdo demorados e dispendiosos,
comparados a métodos eletroquimicos. O eletrodo de ouro permite e detec¢do direta de
glicerol em meio aquoso, sendo a extracao liquido-liquido suficiente para separar glicerol de
biodiesel.

1.7.2. Objetivos Especificos

Determinar o perfil eletroquimico de glicerol em eletrodo de ouro utilizando técnicas
voltamétricas e amperométricas;

Otimizar as condi¢cbes da determinacdo eletroquimica de glicerol em eletrodo de
ouro, com a definicdo dos melhores parametros de analise em voltametria e amperometria,
para determinacdo qualitativa e quantitativa do analito;

Comparar a determinagdo quantitativa de glicerol em eletrodo de ouro em sistema
batelada e em sistema de analise por injecdo em fluxo;

Determinar glicerol em amostras de biodiesel utilizando eletrodo de ouro, definindo as
etapas de conservacdo e preparo de amostra e extracdo do analito;

Comparar os resultados obtidos em eletrodo de ouro com outros eletrodos e
eletrdlitos para determinagdo quantitativa de glicerol por técnicas eletroquimicas.
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2. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

2.1. Reagentes e preparo de solugoes

Os reagentes utilizados no preparo de solugdes foram: glicerol PA ACS redestilado, 95%
(Reagen - Quimibras), hidroxido de sédio PA ACS (Dinamica), acido percldrico PA, 70% (Impex -
ASP Labor), acido sulfurico PA ACS (LabSynth), acido acético glacial (Carlo Erba - Analyticals),
acetato de sddio anidro (LabSynth), acido fosférico PA orto-xaroposo (Reagen - Quimibras),
fosfato de potdssio anidro (LabSynth), acido bdrico PA ACS (QM Reagentes), borato de sddio
decahidratado (LabSynth), acido L-ascérbico PA ACS (Sigma - Aldrich), cicloexanona PA (Vetec),
acido nitrico PA, 65% (Impex - ASP Labor), nitrato de potdassio PA ACS (Reagen - Quimibras),
ferricianeto de potassio PA ACS (Proquimios), cloreto de ruténio PA ACS (Sigma - Aldrich) e
solucdo padrdo de cloreto de ouro em HCI (Sigma-Aldrich), tendo sido utilizados sem
purificacdo prévia. As solucdes foram preparadas com agua deionizada (resistividade superior
a 18 MQ cm) obtida de sistema de purificacdo Millipore Direct-Q® 3.

O preparo de solugdes padrdo 5,0; 1,0; 0,1 e 0,01 mol L™ de glicerol foi realizado por
dissolucdo do reagente ou diluicdo de padrdes de alta concentracdo em dagua deionizada. O
hidréxido de sédio e o &cido perclérico foram utilizados no preparo de eletrélito a 0,1 mol L™, o
acido sulfarico no preparo de solugdes 0,1 e 0,5 mol L. Tampdes acetato, fosfato e borato 0,1
mol L foram preparados por dissolugdo dos respectivos sais e adicdo do acido, sendo o
volume desejado completado com &gua deionizada. Estas solu¢bes foram preparadas e
armazenadas em frascos de polietileno.

O nitrato de potassio foi utilizado no preparo de solugdo 2,0 mmol L, o ferricianeto de
potassio em solu¢do 4,0 mmol L' o cloreto de ruténio em 4,0 mmol L™ em acido nitrico 0,4
mol L™. Estas solucdes foram preparadas a cada dois ou trés dias e foram utilizadas em mistura
1:1.

A solucdo tampao Britton-Robinson foi preparada pela mistura de acido acético, acido
bdrico e acido fosférico, todos com concentragdo de 0,04 mol L™ no volume total. Hidréxido de
sédio sdélido (Dinamica Quimica Contemporanea Ltda.) foi adicionado lentamente até obter pH
proximo de 2,0.

2.2. Instrumentagao e materiais

Todas as medidas eletroquimicas foram realizadas em um potenciostato/galvanostato
Autolab pPAUTOLAB I, interfaceado a um computador pelo software GPES 4.9.007. Um
agitador magnético Metrohm 728 também conectado ao potenciostato e que permite controle
através da interface computacional foi utilizado em algumas medidas.

Na montagem dos sistemas eletroquimicos foram utilizados: célula de acrilico de 5,0
mL, célula de vidro de 12,0 mL; fio de platina como eletrodo auxiliar; eletrodo de referéncia
miniaturizado de Ag/AgCl (KCl sat.) montado em laboratdrio em uma ponteira de micropipeta
de 10-100 pL [133]; e eletrodo de trabalho de ouro Metrohm de 3,0 mm de didmetro interno,
eletrodo de platina CH Instruments Inc. de 2,0 mm, eletrodo de carbono vitreo CH Instruments



Procedimento Experimental | 21

Inc. de 2,0 mm, eletrodo de diamante dopado com boro montado no laboratério, eletrodos
compdsitos de adesivo epdxi e pé de grafite modificado com particulas de ouro, construidos
no laboratdrio. Alumina MicroPolish Il 0,3 micron Buehler umedecida sobre feltro para
polimento dos eletrodos quando necessario.

Na montagem dos eletrodos foram utilizados: ponteiras usadas e limpas de
micropipetas de 10, 100 e 1000 pL, fios de platina e cobre, haste de ferro, sobras de tubos de
PVC, resina e endurecer epoxi Araldite Brascola, p6 de grafite 1-2 um Aldrich, cola quente, lixas
3M para parede e d’agua com variadas faixas de graos: 300, 600 e 1200.

Nas andlises FIA, utilizou-se uma bomba peristéltica Gilson® Minipuls 3. Um injetor
manual de acrilico tipo comutador (Cena/USP), tubos de polietileno com didametro interno de
1,0 mm para condugdo das solugdes, seringa descartavel para inser¢do da amostra no fluxo,
célula de vidro com ET na configuracdo wall jet, isto é, com o fluxo direcionado frontalmente a
superficie de deteccdo do ET, também compunham o sistema.

O preparo de amostras foi realizado pela extracdo de glicerol do biodiesel em tubos
Eppendorf de 1,5 mL ou tubos para centrifuga Ultra Cruz de 15,0 mL (Santa Cruz
Biotechonology, Inc.), utilizando agitador de tubos tipo vortex Phoenix AP 56 e centrifuga
Eppendorf 5804 R.

2.3. Eletrodo de ouro
2.3.1. Voltametria ciclica

O eletrodo de ouro foi polido com alumina umedecida sobre uma superficie macia de
feltro e enxaguado com agua deionizada a cada troca de solugdo. Os eletrodos de referéncia e
auxiliar também foram enxaguados com dagua deionizada a cada troca de solugdo. Os trés
eletrodos foram imersos em 4,0 mL de eletrélito e conectados ao potenciostato. A escolha do
eletrdlito foi feita conforme literatura, assim como o procedimento: ciclos de -1,2 a 0,5V, com
velocidade de varredura de 50 mV s, em temperatura ambiente [78]. Foram realizados ciclos
do eletrdlito e apés a adicdo de glicerol 1,0 mmol L™.

Apds obtencdo do perfil eletroquimico do analito, foram avaliados: faixa de potencial,
numero de ciclos de varredura, potencial de passo (E.,) e velocidade de varredura. A faixa de
potencial foi alterada em intervalos de 0,1 V restringindo apenas ao sinal desejado. A
velocidade de varredura foi aplicada de 10 a 100 mV s em intervalos de 10 mV; o potencial
de passo de 1 a 10 mV, com intervalos de 1 mV; e, o numero de ciclos aplicados foram: 10, 15,
20 e 30, até a estabilizacdo do sinal. Em todos os casos foram feitas medidas do eletrdlito e
com uma adico de glicerol 1,0 mmol L™

2.3.2. Sistema FIA

O sistema FIA foi montado conforme a Figura 5-A. O eletrélito foi fornecido de forma
constante pela bomba peristaltica do sistema propulsor, a seringa foi utilizada para preencher
a alga de injegdo com a amostra; o injetor comutando entre duas posi¢ées, conforme 5-B,
permitiu a passagem de eletrdlito ou de um volume definido de amostra, seguido de eletrdlito.
Os eletrodos foram conectados ao potenciostato apds o preenchimento da célula.
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Figura 5. Esquema do sistema FIA utilizado (A) com detalhe do injetor comutador (B).

A obtencdo das melhores condi¢des do sistema FIA foi realizada apds a escolha dos
parametros de AMP. Foram avaliados o volume da alca de injecdo e a velocidade de injecao,
utilizando a bomba peristaltica como controlador de vazdo. Inicialmente, fixou-se uma
velocidade na bomba peristaltica de 27,5 rpm, correspondente a cerca de 4,0 mL min? com
variacdo de mais ou menos 0,2 mL, e variou-se a al¢a de injecdo, testando volumes de 50, 100,
150, 200 e 300 pL. Em seguida, repetindo o procedimento anterior, mantendo o volume com
sinal de corrente mais intenso, foi variada a vazdo: 2,0; 3,0; 3,5; 4,0; 4,5 e 5,3 mL min™. As
medidas foram feitas por AMP com injecdes repetidas de glicerol 0,1 mmol L™ diluido em
eletrélito.

2.3.3. Amperometria

Inicialmente, foi utilizada a técnica AMP para obtencdo de um voltamograma
hidrodindmico. Com ET ja polido e lavado, a célula de vidro foi preenchida com NaOH
0,1 mol L}, os eletrodos lavados foram conectados ao potenciostato e a medida foi iniciada,
selecionando dez niveis de potencial, de 0 a 0,9 V, intervalos de 0,1 V. Apds estabilizacdo da
linha base, foi feita uma adi¢do de glicerol 0,1 mmol L. Os maiores sinais de corrente foram
anotados, selecionando os respectivos potenciais para um novo voltamograma hidrodinamico,
este com intervalos de 0,05 V entre os niveis de potencial, obtendo-se o potencial de analise
correspondente ao maior sinal de corrente. Este procedimento foi realizado empregando
célula de vidro preenchida com 10,0 mL de eletrélito sob agitagdo magnética constante e
também em sistema FIA.

Apds obtencdo do potencial de analise, a técnica de amperometria a potencial
constante foi selecionada, o sistema FIA foi preenchido com eletrélito e foram feitas inje¢Ges
de glicerol 0,1 mmol L

A mesma concentracdo de glicerol 0,1 mmol L™ foi injetada para testes com AMP
utilizando dois e trés pulsos. Em AMP com dois potenciais foi utilizado um abaixo do de
analise, escolhido entre 0, -0,1 e -0,2 V, sendo o tempo de aplicacdo de cada potencial de 500
ms. Com trés pulsos, foram utilizados os dois escolhidos anteriormente e um terceiro acima do
potencial de analise, sendo testados: 0,6; 0,7; 0,8; 0,9 e 1,0 V, também com tempo de pulso de
500 ms. Definidos quantos e quais os potenciais de maior sensibilidade, foi testado o tempo de
aplicagdo dos potencias, variando de 0,1 a 1,0 s, com intervalos de 100 ms.
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2.3.4. Preparo de amostras de biodiesel

A extracdo de glicerol do biodiesel foi realizada a temperatura ambiente conforme
sistemas apresentados na Tabela 8.

Tabela 8. Sistemas de extracdo de glicerol de biodiesel

Sistema Agua Biodiesel  Solvente  Agitacdo Separacdo
1 500,0 pL 500,0 pL - 5 min Repouso ou centrifuga
por 5 min a 3000 rpm
2 667,0 uL 333,0 uL - 5 min Repouso ou centrifuga
por 5 min a 3000 rpm
3 750,0 pL 250 uL - 5 min Repouso ou centrifuga
por 5 min a 3000 rpm
4 4,0 mL 10g - 5 min Centrifuga por 5 min a
3000 rpm [43]
5 650,0 pL 188,0 uL 162,0puLde 10 min Centrifuga por 15 min
cloroférmio a 2000 rpm [50]
6 436,0 uL com 50% (v/v) 127,0uL 437,0uLde  5min Centrifuga por 5 min a
de etanol 95% hexano 2000 rpm [44]

Cada sistema foi preparado em triplicata, puro e com diferentes niveis de fortificacao,
como apresentado na Tabela 9. Os diferentes niveis foram obtidos pela adicdo de diferentes
volumes de padrdo de glicerol 0,1 mol L™. Foram testadas concentracdes de fortificagdo em
niveis abaixo e acima do limite de 2,17 mmol L™ para verificar alteragdes na extracdo,
comparando os sistemas 3-A e 3-B, e na detec¢do, comparando os sistemas 4 e 6, por
exemplo.

Tabela 9. Niveis de fortificacdo nos diferentes sistemas de extragao.

Concentragcdo final de glicerol adicionada na fortificacdo [mmol L]

Sistema Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3
1 1,67 2,31 2,86
2 1,30 1,84 2,31
3-A 1,17 1,67 2,10
3-B 1,33 2,65 3,96
4 0,39 0,70 -
5 1,33 1,87 2,35
6 1,86 2,56 3,14

Apds reunir os componentes de cada sistema nos tubos ou de 1,5 mL ou de 15,0 mL, os
tubos foram vedados e agitados em vortex e foi feita a separagdo, ou com repouso ou com
centrifuga. Apds separacdo de fases, aliquotas de 15,0 L da fase aquosa dos sistemas 1, 2, 3,5
e 6 ou aliquotas de 50,0 pL da fase aquosa do sistema 4, foram diluidas em 5,0 mL de eletrélito
e injetadas em triplicata no sistema AMP-FIA. Todos os sistemas de extracdo foram testados
em apenas uma das amostras. O sistema de melhor resultado, escolhido em fung¢do da faixa de
recuperacao, foi adotado nas analises posteriores.
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2.3.5. Parametros de mérito

Para comparar os resultados obtidos pelas técnicas eletroquimicas com resultados ja
apresentados na literatura e métodos padronizados, pardmetros de mérito foram
determinados. De acordo com o INMETRO [78], os parametros de validagao variam conforme
o tipo de ensaio, sendo que, para andlise de elementos menores e tracos, isto é, aqueles com
concentracdo entre 0,01 a 1,0% e abaixo de 0,01%, respectivamente, devem ser calculados:
precisdo (coeficiente de variacdo com base no desvio padrdo, repetitividade, precisdo
intermediaria, reprodutibilidade), seletividade, exatiddo (tendéncia ou recuperacio), robustez,
sensibilidade, linearidade, faixa de trabalho, limite de detec¢do e limite de quantificagdo.
Como o glicerol no biodiesel se encaixa como elemento menor, alguns dos parametros acima
citados foram determinados, como segue.

2.3.5.1. Precisao
2.3.5.1.1. Repetitividade

A repetitividade foi determinada por AMP-FIA. O sistema de fluxo foi preenchido com
o eletrdlito, a técnica foi selecionada nas condicGes 6timas, e foram feitas quatorze inje¢coes
consecutivas de padrdo de glicerol 1108 umol L. Foram calculados o desvio padrdo absoluto
(S), dado pela Equacdo 1, e o desvio padrdo relativo (RSD), também conhecido como
coeficiente de variagdo (CV), conforme Equacdo 2, sendo X a média de corrente das injec¢des,
X; o sinal de corrente de uma injecdo, e N o total de injecdes.

L(xi—X)*
N-1

S = Equagdo 1

RSD = CV = % 100 Equaciio 2

2.3.5.1.2. Precisdo intermediaria

A precisdo intermediaria é verificada com a variacao de dias, analistas, equipamentos
ou combinacao destes, na realizagdo das medidas [43].

Foram obtidas curvas analiticas em dias diferentes. Cinco concentragdes de padrdes de
glicerol foram diluidos no eletrélito, o sistema FIA foi preenchido, os eletrodos conectados ao
potenciostato e procedeu-se a medida por AMP, sendo cada concentracdo injetada em
triplicata. Comparando os valores de sinal de corrente para a mesma concentragdao em
diferentes dias, obteve-se a precisdo intermedidria. Os valores de coeficiente angular da reta,
o coeficiente de correlacdo do ajuste linear e o desvio padrdao também foram comparados.

2.3.5.1.3. Reprodutibilidade

Também conhecida como precisdo inter-laboratorial, compara resultados obtidos por
dois ou mais laboratdrios. E importante quando um laboratério busca a verificacdo de
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desempenho do método desenvolvido, sendo realizada, geralmente, através de estudos
colaborativos aplicados a padronizacdo de metodologias analiticas [134, 135].

A reprodutibilidade ndo foi estudada para o método aqui apresentado.

2.3.5.2. Seletividade

A seletividade é dada pela resposta do método ao analito independente de
interferentes, compostas que podem alterar o sinal do analito com magnitude proporcional a
concentracdo. Ensaios com padrdes de glicerol e interferentes, amostras com e sem o analito,
sdo necessarios para determinar a seletividade do método. Quando nao é possivel determinar
quais sdo os interferentes, é necessario testar a matriz em diferentes métodos, técnicas ou por
variacOes das condi¢Oes experimentais [136, 137]. Tais testes ndo foram realizados.

2.3.5.3. Exatidao

A exatiddo foi determinada em termos de recuperagdo, com adicGes de padrées de
glicerol em diferentes niveis de concentracdo a aliquotas de biodiesel em triplicata, conforme
procedimento do item 2.3.4. A Equacdo 3 foi utilizada para determinar a porcentagem de
glicerol extraido do biodiesel, sendo Copservada O Valor experimental obtido e Cesperada, @
concentracdo adicionada inicialmente.

Cobservada 1 00

Recuperacdao = Equacdo 3

esperada

2.3.5.4. Sensibilidade

E o parametro que demonstra a variagdo da resposta em func¢do da concentracio do
analito. Pode ser expressa pela inclinagdo da reta de regressao da curva analitica, parametro B,
conforme a Equacdo 4. Foi determinada simultaneamente com os testes de linearidade.

variacdo da resposta

Equacgao 4

variagdo da concentragdo

2.3.5.5. Linearidade

Padrdes de glicerol foram diluidos no eletrélito em diferentes concentracdes: 100, 244,
388, 532, 676, 820, 964, 1108, 1252, 1396, 1540 e 1684 umol LY. A faixa de concentracao
contém a maxima concentragao esperada de glicerol em biodiesel como ponto central. O
sistema FIA foi preenchido, ET, ER e EA foram conectados ao sistema de deteccdo e foram
realizadas injecdes em triplicata de cada concentracdo, relacionando a corrente média a
concentragao injetada, obtendo-se a curva analitica.
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2.3.5.6. Faixa de trabalho

A faixa de trabalho é determinada a partir da linearidade, sendo o limite minimo o LQ
e o limite maximo o do detector [136, 137]. Assim, o sistema AMP-FIA foi devidamente
montado e preenchido, padrdes de glicerol foram preparados nas concentracdes utilizadas na
determinacgdo da linearidade acrescentados de um ponto inferior e quatro superiores: 1, 100,
244, 388, 532, 676, 820, 964, 1108, 1252, 1396, 1540, 1684, 1828, 2000, 2144 e 2288 pumol L™.
Cada padrdo foi injetado em triplicata e os valores médios de corrente foram relacionados as
concentragoes.

2.3.5.7. Limite de detec¢ao

O limite de deteccdo foi determinado utilizando o sinal da linha base da curva analitica.
Foi determinada a altura do ruido da linha base e, utilizando a Equacao 5, foi obtido o minimo
do sinal de corrente que corresponde a menor concentracdo de glicerol que pode ser
detectada pelo método, sendo S o desvio padrdo de 3 curvas de calibracio contendo
concentracdes proximas ao suposto limite de quantificacdo, B é a inclinacdo da curva de
calibracdo.

LD = %S Equacao 5

2.3.5.8. Limite de quantificagdo

O limite de quantificacdo foi determinado de forma semelhante ao de deteccdo.
Tomando como sinal de referéncia o ruido da linha base das medidas amperométricas para
obtengdao de uma curva analitica, o valor do desvio padrdo S foi aplicado na Equagdo 6,
obtendo-se o sinal da menor concentragdo de glicerol que pode ser quantificada com exatidao
e confiabilidade.

LQ =

%’S Equacgao 6

2.3.5.9. Robustez

A robustez do método, capacidade em resistir a pequenas e deliberadas variacées nos
parametros analiticos, foi verificada ao longo das andlises: durante as medidas de avaliagdo
das melhores condigdes, em que se variaram os parametros eletroquimicos; durante a
obtencdo das curvas analiticas, em que foram variados limites maximo e minimo de
concentragdo de glicerol, quantidade de pontos no sinal analitico obtido a cada medida;
durante a extragao de glicerol do biodiesel.

A robustez foi avaliada a partir das andlises anteriores: curvas analiticas e amostras em
diferentes dias, recuperacdo, LD e LQ.
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2.4. Eletrodo de platina

Foram utilizadas as condi¢cbes apresentadas por Lourenco e Stradiotto [5]: ET de
platina, ER de Ag/AgCl, solucdo de &cido percldrico (HCIO,) 0,1 mol L* como eletrdlito, e
medidas por voltametria ciclica de -0,14 a 1,3V com velocidade de 100 mV s™; eletrodo auxiliar
de fio de platina completou o circuito elétrico. Adi¢Ges de padrdo de glicerol foram feitas na
faixa de 19,5 a 163,0 umol L™,

2.5. Eletrodo de carbono vitreo

Na montagem da célula eletroquimica para deteccdao de glicerol, foram testados os
eletrdlitos: dcido perclérico (HCIO,4) 0,1 mol L™ e 4cido sulfurico (H,S0,) 0,5 mol L™, solugGes de
baixo pH pois este influencia no perfil do filme obtido, no processo de transferéncia de
elétrons [93]. Utilizando a técnica de voltametria ciclica foram realizadas varreduras de
potencial de -0,4 a 1,3 V, velocidade de varredura de 0,05 V ste potencial de passo de 0,008 V.

2.5.1. Formagao do filme de hexacianoferrato de éxido de ruténio

Para formacdo do filme de RuOHCF, o eletrodo de carbono vitreo foi polido em
alumina, lavado com agua deionizada, e conectado a célula eletroquimica juntamente com ER
de Ag/AgCl e EA de platina. A célula foi preenchida com uma solugdo contendo 0,5 mol L™ de
nitrato de potdssio (KNOs), 1,0 mmol L™ de ferricianeto de potassio [K3(Fe(CN)s] e 1,0 mmol L™
de cloreto de ruténio (RuCl;) em 0,1 mol L™ de &cido nitrico (HNOs). Voltamogramas ciclicos
foram realizados de -0,4 a 1,3 V, com velocidade de varredura de 50 mV s durante 60 ciclos.
Apds a formacgao do filme, o eletrodo e a célula foram lavados com dgua deionizada, a célula
foi preenchida com o eletrélito e mais 60 ciclos voltamétricos foram realizados.

2.5.2. Determinacgao eletroquimica de glicerol

Apds formacgdo e estabilizagdo do filme de RUOHCF em eletrodo de carbono vitreo no
eletrélito de melhor resposta, adi¢des de glicerol de 5,0 a 100,0 mmol L™ foram analisadas por
voltametria ciclica, registrando os trés primeiros ciclos de cada concentracgao.

2.6. Eletrodo de diamante dopado com boro
2.6.1. Construcao e ativacao do eletrodo

Uma placa condutora de silicio revestida de filme de diamante dopado com boro
(DDB), fornecida por Adamant Technologies (Suica) com 0,7 cm de lado e dopagem a 8000
ppm, foi utilizada na construgdo do eletrodo. A placa foi fixada a uma haste cilindrica de aco
utilizando cola condutora de prata. Apds secagem, a lateral da pega e da haste foram isoladas
utilizando PVC dissolvido em THF; com a secagem do THF, o PVC adere a superficie conferindo
resisténcia mecanica e isolamento elétrico. O contato ao potenciostato foi feito através de um
pino condutor na extremidade oposta ao filme de DDB.
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Ap0ds secagem completa (24h), foi feita a ativacdo do eletrodo de DDB. Selecionando a
técnica de voltametria ciclica, o eletrodo foi conectado junto ao de referéncia e auxiliar, em
meio de H,50, 0,5 mol L™ e deu-se inicio & varredura. Apds 50 ciclos, a corrente estabiliza e
uma faixa maior de potencial é selecionada para nova varredura. O processo é repetido até os
limites de liberacdo de oxigénio e hidrogénio.

2.6.2. Determinacgao eletroquimica de glicerol

O eletrodo de diamante exige ativacdo antes e apds o uso em sistemas especificos; a
ativacdo anddica utiliza solucdo Britton-Robinson e a catddica, H,50, 0,1 mol L; a técnica
utilizada é a cronoamperometria potenciométrica com intervalo de 0,2 s, corrente anddica de
0,01 A e catddica de -0,01 A, com duracgdo total de 1000 s.

Apds a ativagdo, foram feitos testes de diferentes eletrdlitos em diferentes janelas de
potencial por voltametria ciclica: H,SO,, HCIO,, tampdes acetato, fosfato e borato e NaOH,
todos com concentragdo igual a 0,1 mol L™ foram estudadas janelas de potencial de -1,0 a 1,0;
al5;a2,0ede-1,0a2,5V, mantendo a velocidade de varredura de 50 mV s™.

Os dois melhores sinais de cada janela de potencial foram selecionados para os testes
com adicdo de padrdo de glicerol. Estando a célula eletroquimica montada e preenchida com o
eletrélito de menor corrente de fundo, adicionou-se 1,0 mmol L™ de glicerol e foram realizados
voltamogramas ciclicos. Apds definir a janela de potencial de trabalho, variou-se a velocidade
de varredura e o potencial de passo até obter o melhor sinal.

2.7. Eletrodos compdsitos
2.7.1. Madificagao de grafite com particulas de ouro

O grafite foi modificado no laboratdrio, conforme procedimento de Dai et al. [105],
sendo utilizada uma solugdo de padrdo cromatogréafico como reagente fonte de ouro. Solucdo
padrdo de ouro (50,0 pL) e 45,0 mg de L-acido ascdrbico foram dissolvidos em 50,0 mL de
agua, o pH foi ajustado até 6,4 com adi¢do de solu¢do de NaOH 1,0 mol L. Em seguida, 50,0
mg de grafite em po6 foram adicionados sob agitagdo magnética constante, permanecendo por
24h. Ao fim da agitagdo, o grafite foi filtrado, lavado com agua e seco ao ar.

2.7.2. Preparo do compdsito

A um frasco de vidro de 8,5 mL foram adicionados: 1,5 mL de cicloexanona, 0,05 g de
resina epoxi, 0,05 g de endurecedor epodxi, agitando magneticamente até homogeneizagdo
apds cada adicdo. Sob agitacdo leve e constante, foi adicionado 1,0 g de pd de grafite
modificado com particulas de ouro. Em seguida, o frasco foi tampado, vedado e permaneceu
sob agitacdo magnética por 24h.
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2.7.3. Construgao dos eletrodos

Um fio de cobre de 2,0 mm de diametro foi usado como contato elétrico: foram
cortados pedacos de cerca de 5,0 cm de comprimento, descascados e lixados nas laterais e
pontas. Foram aproveitadas ponteiras de micropipetas de 10-100 uL para montagem dos
eletrodos de trabalho. Apds lavagem e secagem, as pontas foram cortadas a cerca de 4,0 mm
da extremidade mais fina. No interior de cada ponteira foi encaixado o fio de cobre, fixando
com uma fina camada de adesivo epdxi na superficie interna da extremidade mais fina e cola
guente na mais grossa. Apés fixacdo, o compdsito foi adicionado na extremidade mais fina,
preenchendo todo o espaco disponivel. O eletrodo foi posto para secagem em condicdes
ambientes por 24h. Em seguida, os eletrodos foram lixados em lixas 300, 600 e 1200 para
homogeneizar a superficie, retirando as imperfeicées decorrentes do processo de montagem.

2.7.4. Testes eletroquimicos

O eletrodo compésito de grafite modificado com particulas de ouro foi utilizado de
modo comparativo ao eletrodo comercial de ouro, em meio de NaOH 0,1 mol L*, sendo
testados também como eletrélitos solugdes de H,SO, e HCIO, 0,1 mol L

Foi utilizada a técnica de voltametria ciclica em diferentes faixas de potencial, como
mostra a Tabela 10, mantendo a velocidade de varredura de 50 mV s . Foram feitas adi¢des de
glicerol 50 mmol L' em cada condig3o.

Tabela 10. Faixas de potencial aplicadas por voltametria ciclica para determinacao de glicerol
utilizando eletrodos compdsitos de grafite modificado com particulas de ouro.

Potencial inicial [V] | O -0,4 -0,4 -0,4
Potencial final [V] | 0,8 0,8 1,0 1,3

Para todos os testes, os eletrodos compdsitos foram inicialmente limpos em lixa
d’agua, lavados com agua deionizada e conectados ao sistema juntamente com o ER de
Ag/AgCl e 0 EA de platina. O eletrdlito foi adicionado a célula e as medidas foram realizadas.
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1. Eletrodo de ouro
3.1.1. Voltametria ciclica

A voltametria de glicerol em meio alcalino em eletrodo de ouro é bem documentada
na literatura. O perfil eletroquimico obtido para o glicerol é conforme o apresentado na
literatura, sendo o eletrélito NaOH 0,1 mol L™ [78]. A Figura 6 apresenta o primeiro e o décimo
quinto ciclo de varredura do eletrélito na auséncia e na presenca de glicerol. As setas indicam
o sentido de varredura.
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Figura 6. Voltamogramas ciclicos em meio de NaOH 0,1 mol L™ (—) e apds a adi¢do de

glicerol 1,0 mmol L™ (- - -), no primeiro ciclo (A) e apés o décimo quinto ciclo (B). Varredura de
-1,2a 0,5V, velocidade de 50 mV s™, Eqep de 5 mV.

Observa-se que na regido de -1,2 a -0,3 V ndo ha sinal de oxidacdo ou redugdo de
glicerol. Acima de 0,5 V verifica-se um aumento significativo na escala de corrente, sendo este
potencial definido como limite maximo da voltametria; o limite minimo foi definido no
potencial de -0,8 V. O potencial de passo utilizado foi de 5 mV e a velocidade de varredura, de
50 mV s. Comparando os sinais do eletrdlito e apds a adicdo de glicerol 1,0 mmol L™ no
primeiro e no 152 ciclo, observa-se que o 152 ciclo do eletrélito esta com a corrente de fundo
estabilizada, o 152 ciclo do glicerol apresenta dois picos de oxida¢cdo, em 0 V e em 0,3 V,
correspondentes a oxidagdo do eletrélito e do eletrodo, sinais que ndo estdo presentes no
primeiro ciclo. O 152 ciclo foi utilizado em todas as analises posteriores.

A Figura 7 apresenta os voltamogramas obtidos com adi¢Ges sucessivas de glicerol, de
0,5 a 6,5 mmol L. A seta horizontal indica o sentido de varredura e a vertical indica o aumento
de concentra¢do. Os voltamogramas indicam que a oxidagao eletrocatalitica de glicerol inicia
por volta de -0,15 V e dois picos de oxida¢ao sdao observados entre -0,15 e 0,4 V, sendo obtida
boa separacdao em altas concentragdes. O segundo pico, em 0,2 V, aumenta significativamente
com adicdes sucessivas de glicerol, porém de forma n3o linear a partir de 4,0 mol L™. Esses
resultados estdo de acordo com a literatura [78, 79, 82].
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Figura 7. Voltamograma ciclico em meio de NaOH 0,1 mol L com concentragdes crescentes de
glicerol, de 0,5 a 6,5 mmol L%, varredura de -0,8 a 0,5 V, velocidade de 50 mV s™.

O mecanismo proposto para a eletro-oxidacao do glicerol em eletrodo de ouro em
meio basico envolve a formacdo inicial de AuOH [82] — reac¢do (1) do mecanismo — seguida da
desprotonacdo catalisada por ions hidroxila em solugdo — reacao (4) do mecanismo. O produto
principal desta oxidagdao primaria é o gliceraldeido, que é oxidado a acido glicérico e acido
tartarico a potenciais maiores que 0,7 V [78, 79, 82], produtos ndo obtidos ja que a faixa de
varredura do voltamograma foi de -0,8 a 0,5 V. No sentido negativo de varredura tem-se a
oxidagdo do gliceraldeido e a limpeza da superficie do eletrodo.

Assim, podemos esquematizar o mecanismo abaixo para as condi¢Bes voltamétricas
utilizadas, sendo G, glicerol, e GA, gliceraldeido. As rea¢des de 1 a 4 ocorrem no sentido
positivo do ciclo, e 5, na dire¢do negativa.

AU+ OH > AU-OH,q + € (1)
Au+ G 2 Au-G,q (2)
Au-G,g + Au-OH, 4 = Au-GA, 4 (3)
Au-G,ys + OH 2 Au-GA,4 + H,O + € (4)
Au-GA,4 + € = Au + produtos (5)

3.1.2. Amperometria

Os voltamogramas hidrodindmicos, obtidos com agitacio magnética constante e em
sistema FIA, sdo apresentados na Figura 8.
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Figura 8. Voltamograma hidrodinamico de eletrodo de ouro em meio de NaOH 0,1 mol L
injecdo de glicerol 100 pmol L™, em sistema em batelada sob agitagdo magnética constante (A)
e em sistema FIA (B).

Em ambos, foi obtido um maximo em potencial igual a 0,25 V. Observa-se que a
intensidade de corrente é bem maior em sistema em fluxo que com agitacdo magnética. O
sistema FIA foi utilizado em todas as medidas posteriores.

Na técnica de amperometria a potencial constante, potencial de 0,25 V, injecOes de
glicerol 0,1 mmol L™ resultaram em longo tempo de estabilizacdo da linha base (até 10
minutos) e baixa repetitividade em inje¢des sucessivas, apesar da baixa corrente de fundo.
Este comportamento pode estar relacionado ao mecanismo de oxidacao do glicerol que requer
uma superficie modificada com hidréxidos para catalisar a desprotonacao [78, 82], conforme
mecanismo apresentado no item 3.1.1. Além disso, a oxidacdo eletroquimica de glicerol causa
a passivacdo do eletrodo, devido a adsor¢do de produtos, conforme a Figura 9, que mostra a
superficie do eletrodo de ouro lixada, brilhante e totalmente livre para a transferéncia de
elétrons (9-A), e ao final de uma analise (9-B).

(A) (B)
e 5

Figura 9. Superficie metdlica do eletrodo de ouro, antes (A) e depois de andlise (B).

A modificacdo eletrocatalitica da superficie do eletrodo, a deteccdo de glicerol e a
limpeza do eletrodo, isto é, a diminui¢do da passivacdo por adsorcdo de produtos, podem ser
obtidas de forma simultanea na analise utilizando amperometria de multiplos pulsos, também
chamada amperometria pulsada [78, 82].
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Na amperometria pulsada com trés potencias foi obtido um sinal repetitivo para
injecBes sucessivas de glicerol 0,1 mmol L™, com réapida estabilizagdo da linha base. Além disso,
a intensidade de corrente do analito aumentou cerca de 70 vezes comparado ao sinal obtido a
potencial constante. Assim a técnica AMP foi utilizada em todas as medidas posteriores,
garantindo um método rapido, de alta frequéncia analitica e de boa sensibilidade, sendo
aplicada a sequéncia de potenciais de -0,2; 0,25 e 0,7 V, cada um aplicado por 0,1 s. A escolha
dos potenciais estd relacionada ao mecanismo de oxidacdo eletrocatalitica de glicerol
(voltamogramas da Figura 7). Em 0,25 V ocorre a detecg¢do de glicerol com maior intensidade,
evidenciado na Figura 8, em 0,7 V ocorre a formacao de dxidos de ouro inativos e a remocgao
dos produtos de oxidagdo organicos adsorvidos, e em -0,2 V ocorre a reducdo dos 6xidos de
ouro e a consequente renovacdo da superficie de ouro do eletrodo. A Figura 10 mostra o sinal
de corrente obtido nos trés potenciais.
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Figura 10. Amperograma FIA em meio de NaOH 0,1 mol L™ com injecSes repetitivas de glicerol
padrdo 0,1 mmol L™ em trés niveis de potencial: -0,2; 0,25; 0,7 V.

No potencial de -0,2 V ocorrem picos num padrdo constante, devido a movimentacao
do injetor alternando entre as posi¢oes de passagem de eletrdlito e inje¢do de amostra, o que
indica alta sensibilidade do eletrodo de ouro. No potencial de analise, 0,25 V, obtém-se sinal
repetitivo do padrdo de glicerol 0,1 mmol L™, injetado durante 10 minutos. No potencial de
0,7 V obtém-se sinal dos produtos de oxidacdo do glicerol com intensidade de corrente cinco
vezes menor que no potencial de andlise, sinal que foi desprezado nas andlises posteriores.
Dentre os trés potenciais utilizados, apenas o de analise, 0,25 V, apresenta linha base de
corrente constante e uniforme, com rdpida estabilizagdo; os outros dois potenciais utilizados
variam o sinal de corrente da linha base durante toda a andlise, o que pode indicar a formacgao
e reducdo de 6xidos de ouro de forma constante na superficie do eletrodo.
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3.1.3. Sistema FIA

Na avaliacdo dos parametros do sistema em fluxo, o sinal maximo foi obtido com
volume de injecdo de 200 plL, como mostra a Figura 11A, porém, a melhor repetitividade foi
obtida com 150 uL e sendo a diferenca entre as alturas médias dos picos de 10,4%, o volume
de 150 pL foi escolhido como étimo. Na Figura 11B tem-se o sinal maximo de corrente para
velocidade de injecdo de 4,0 + 0,2 mL min™ de vazdo.
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Figura 11. Amperogramas com varia¢cdo de parametros do sistema FIA: volumes de injecdo (A)
dados em pL, e velocidade de inje¢do (B) dada em mL min™.

3.1.4. Preparo de amostras de biodiesel

Apds preparo, extragao, andlise eletroquimica e obtengao da faixa de recuperagao de
cada sistema de extracdo testado, os valores médios obtidos para recuperacdo foram
comparados, como mostra a Figura 12.
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Figura 12. Faixas de recuperagdo nos diferentes sistemas de extragao.

Os valores de recuperacao estipulados em norma para componentes tragos, caso do
glicerol em biodiesel, variam de 95 a 105% conforme Inmetro [135, 136], linhas horizontais
tracejadas na Figura 12. No sistema 1 foi obtida uma faixa de recuperagao de 81,0 a 114,4%,
intervalo de mais de 33%, enquanto que na norma tem-se uma diferenga de apenas 10%. O
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sistema 2 apresentou valores de recuperagdo de 105,1 a 156,6%, com um minimo muito acima
do indicado, e um intervalo de mais de 50%. No sistema 3-A, a faixa de recuperacdo obtida foi
de 85,9 a 89,1%, abaixo da estipulada. No sistema 3-B foram utilizadas concentracdes maiores
de glicerol para fortificacdo das amostras sendo mantido o procedimento, e observou-se uma
melhora significativa na recuperagdo, obtida a faixa de 99,0 a 125,9%, com o limite inferior
dentro da faixa estipulada e o superior cerca de 20% maior. O sistema 4 pode ser considerado
o melhor dentre os estudados pois apresenta valores préximos do indicado e uma faixa
estreita, de 90,2 a 97,6%. No sistema 5 foi obtida uma faixa de 74,1 a 77,8% e no sistema 6, de

78,0 a 84,4%, valores abaixo do estipulado, o que indicam a baixa eficiéncia dos sistemas
organicos testados.

O sistema 4 foi o escolhido para os testes seguintes por apresentar a melhor faixa de
recuperacao, proxima aos valores estipulados e com um pequeno intervalo entre seus limites;

por requerer os menores tempos de agitacdo e centrifugacdo (cinco minutos cada) e por
utilizar apenas agua como solvente de extracgao.

3.1.5. Parametros de mérito
3.1.5.1. Precisao

3.1.5.1.1. Repetitividade

A Figura 13 apresenta o amperograma das injecBes repetidas de glicerol 0,1 mmol L™.
Utilizando as equacgdes 1 e 2 previamente apresentadas, foi obtido o desvio padrao absoluto S
de 0,134 pA e o desvio padrdo relativo RSD de 4,76%; menores que o maximo estipulado para
anadlises de componentes menores de 25% [135, 136]. Portanto, o método é repetitivo.
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Figura 13. Amperograma de eletrodo de ouro em meio de NaOH 0,1 mol L™ com injecSes

repetitivas de glicerol padrdo 1108 pmol L™. Condig¢des: 150 pL de volume de injegdo, 4,0 mL
min™ de vaz3o, potenciais de -0,2; 0,25 e 0,7 V.
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3.1.5.1.2. Precisdo intermediaria

Com as curvas analiticas obtidas em diferentes dias, foi escolhido o valor de
concentragdo de 150 pmol L™ para comparacgdo do sinal de corrente, como apresentado na
Tabela 11 a seguir. Com o ajuste linear das curvas analiticas pode-se calcular o valor de
corrente nesta concentracdo (I’) e determinar a diferenca entre o valor experimental e o
tedrico (|I-I'|). Também s3o apresentados os dados de ajuste linear das curvas analiticas:
coeficiente de correlagdo R, desvio padrdo S e coeficiente angular B.

Tabela 11. Valores de correntes para concentragdo de 150,0 pmol L™

Andlise  I[uA] V' [uA]  [I-I] [pA] R SDx 10’ B
1 17,971 17,678 0,293  0,99977 2,26333 0,11768
11,680 11,770 0,090  0,99961 1,92992 0,07713
13,563 12,594 0,969  0,99516 7,24479 0,08236
17,263 16,919 0,344  0,99849 5,32914 0,10877
28,937 27,308 1,629  0,99047 17,881 0,18552
18,279 18,234 0,045  0,99991 11,4449 0,12175

A U A W N

Nas primeiras colunas tém-se os valores de corrente experimental, tedrico, isto €,
calculado pela equagdo de ajuste linear, e a diferenca entre os dois valores. Observa-se que
para os seis valores apresentados, apenas um apresenta uma diferenca maior que uma
unidade, de 1,629 pA.

As correntes com menor diferenca entre experimental e teérico (0,045 e 0,090) foram
obtidas nas curvas com maiores coeficientes de correlacdo no ajuste linear, com trés noves
apds a casa decimal (0,99991 e 0,99961), e com menores desvios (1,4449 x 107 e
1,92992 x 107).

Os dados da Tabela 11 sdo valores médios de quatro repeticGes de injecdo da mesma
concentragdo de glicerol. Os valores da quarta coluna podem ser apresentados como um
grafico de residuos, como mostra a Figura 14, sendo o residuo a diferen¢a entre o valor
experimental e o tedrico de cada uma das quatro injecdes do padrao.
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Figura 14. Residuo de corrente para amostras de padrao de glicerol 150,0 umol L™

A precisdo, proximidade entre varias medidas, pode ser observada principalmente nas
andlises 1, 2, 3 e 5. As andlises 4 e 6 apresentam pontos mais distanciados, mas com pequeno
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intervalo entre os mesmos. Varias andalises apresentam pontos completamente sobrepostos,
como em 4 em que se observa apenas dois pontos. A exatiddo, boa concordancia entre os
valores experimentais e tedricos, pode ser observada nos pontos préximos a linha de zero na
ordenada (andlises 1, 3, 4 e 5), estando os pontos mais distantes a cerca de 1,6 pA. Na analise
6 ndo foi obtida boa exatiddao, mas a precisao é aceitavel, ja que para o valor a ser descartado
teria de ser maior que quatro vezes o desvio padrdo do ajuste linear, igual a 7,15 pA nesta
analise.

Como a cada dia de anadlise tém-se os residuos concentrados numa faixa diferente de
corrente, é necessario determinar a curva analitica para cada analise de amostra.

3.1.5.2. Exatidao

A Figura 15 apresenta um amperograma para a determinacdo de glicerol nas duas
amostras de biodiesel trabalhadas, sem fortificacdo e apds a fortificacdo com duas
concentragdes distintas de glicerol para extracdo conforme sistema 4. No inicio tem-se a curva
analitica, seguida dos sinais das amostras.
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Figura 15. Amperograma FIA para injecGes em triplicata de padrées de glicerol (2, 5, 10 e
20 umol L™) e para amostras de biodiesel (Amostra 1 e Amostra 2) sem (A) e com fortificagdo
(A1 e A2) em dois niveis. Condi¢Ges como na Figura 13. Sistema de extracdo 4.

A Tabela 12 apresenta os valores da recuperagdo com extracdo liquido-liquido de
glicerol de biodiesel conforme Morales-Rubio et al [43] para as amostras 1 e 2 (sistema de
extragdo 4). Na mesma, sdo apresentados os valores de Cesperaga (@dicionada), Copservada € @
recuperacado correspondente, conforme Equacdo 3.
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Tabela 12. Concentragdo de glicerol em duas amostras de biodiesel analisadas pelo método
FIA-AMP apds extracao pelo Sistema 4 e os respectivos valores de recuperacdo (n=3).

Amostra Glicerol em biodiesel (mmol L™) Recuperacdo (%)
Cesperada Cobservada
1 0 0,93+0,03 -
0,39 0,378 £ 0,009 98 +2
0,70 0,63+0,01 90+2
2 0 0,50+0,07 -
0,39 0,49 +£0,03 126 +9
0,70 0,81+0,15 117 +21

Apesar dos valores de recuperagdo aceitdveis obtidos na amostra 1, o mesmo nao
ocorreu para a amostra 2, sendo obtida uma faixa acima da estipulada, apesar do intervalo
estreito, cerca de 12%.

A concentrac3o de glicerol livre encontrado na amostra 1 corresponde a 0,34 mg g™ de
glicerol em biodiesel, que esta acima do limite maximo regulamentado pela ANP, ASTM e CEN,
de 0,2 mg g* [13-15]. A concentracdo da amostra 2 (0,18 mg g*) estd dentro do limite
aceitavel.

3.1.5.3. Sensibilidade

Conforme a Tabela 11, os coeficientes angulares das curvas analiticas variam de
0,07713 a 0,18395, sem intervalos regulares. Para um mesmo intervalo de concentracdo, a
corrente pode variar desde 0,08 a 0,18 A, o que indica a sensibilidade do método.

3.1.5.4. Linearidade

A Figura 16 apresenta o amperograma dos padrées de glicerol injetados em triplicata
em AMP-FIA, de 100 a 1684 pumol L}, no detalhe tem-se a respectiva curva analitica.

1254 %,
1004
_ Chmaily
9 75
50 -
25 | ‘ i ‘ ‘ ‘ ‘
O (LA LLLUUULUUUUL
: — ;

T v T T ¥ T v T ¥
0 200 400 600 800 1000 1200
t[s]

38



Resultados e Discussoes

Figura 16. Amperograma e curva analitica de padrdes de glicerol de 100 a 1684 pmol L™, em
eletrodo de ouro por AMP-FIA em meio de NaOH 0,1 mol L™. Condi¢ces como na Figura 13.

A equacgdo da reta da curva analitica é I[pA] = (2,9+0,9) + (0,0784+0,0009).C[umol L],
com coeficiente de correlacdo R = 0,9974. Com dois noves apds a virgula, o ajuste linear é
aceitavel e esta de acordo com as normas [136, 137].

3.1.5.5. Faixa de trabalho

A faixa de trabalho obtida vai do limite de quantificagdo de 49,10 umol L' a 2,288
mmol L*, como apresenta a Figura 17. A faixa apresentada compreende a concentragdo
esperada na amostra, sendo o limite maximo pouco acima da concentragao de glicerol numa
amostra de biodiesel. Observa-se que acima de 2,0 mmol L™, a repetitividade fica prejudicada.
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Figura 17. Amperograma de padrdes de glicerol de 1 a 2288 pmol L™, em eletrodo de ouro por

AMP-FIA em meio de NaOH 0,1 mol L. Condi¢ces como na Figura 13.

A média de correntes dos 17 pontos de padrdes de glicerol injetados com intervalos de
aproximadamente 144 pmol L™ foi utilizada para obteng3o da curva analitica da Figura 18; o
limite de quantificacdo se encontra dentro da faixa de padrbes injetados. Foi obtido um
coeficiente de correlacdo de 0,9909 para a seguinte equacdo: I[pA] = (-5 + 3) + (0,062 *
0,002).C[umol L™"].
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Figura 18. Curva analitica de padrdes de glicerol de 1 a 2288 umol L™, em eletrodo de ouro por
AMP-FIA em meio de NaOH 0,1 mol L™.

3.1.5.6. Limite de deteccao

A Equacdo 5 foi utilizada com os valores de desvio padrido e coeficiente angular das
curvas analiticas do cdlculo de linearidade, realizadas em triplicata. Foi obtido LD igual a
14,73 umol L. Este valor corresponde a 0,5 pg g% 1,4 mg L™ (ppm) e 0,00014 % (m/m).
Comparando com os valores apresentados na Tabela 6, o método de determinacgdo
amperométrica de glicerol livre em biodiesel utilizando eletrodo de ouro em meio basico
acoplado a sistema FIA tem LD proximos a métodos enzimaticos, cromatograficos e
espectrofotométricos, e LD menor que dos métodos eletroquimicos jd apresentados,
utilizando eletrodos de platina [5], cobre [12] e grafite modificado com nano particulas de
niquel [53].

3.1.5.7. Limite de quantificagdao

Utilizando a curva analitica do calculo de linearidade e a Equacdo 6, foi obtido LQ de
49,10 pmol L™. Valores de LQ geralmente n3o s3o apresentados na literatura, mas o valor
obtido é 44 vezes menor que o estipulado pelas normas ANP 7, ASTM D 6751 e EN 14214 de
200 ppm ou cerca de 2,17 mmol L [13-15]. Esse baixo limite de quantificacdo permite alta
seguranca na analise de glicerol biodiesel por amperometria de multiplos pulsos.

3.1.5.8. Robustez

A possibilidade de miniaturizacdo do método, para obter um sistema de analise
portatil, por exemplo, ja € um sinal de alta robustez. Técnicas eletroquimicas em geral
apresentam alta robustez, o que pode ser observado na precisdo intermediaria: curvas
analiticas obtidas em diferentes dias mantém a linearidade esperada, ndo prejudicando a
determinagdao, mesmo havendo variagdes na inclinagao da curva. A recupera¢ao do método
ndo foi boa devido a etapa de extracdo aquosa, a intensa manipulagdo da amostra, o que
implica baixa robustez.

Entdo, pode-se dizer que o método é robusto, porém, melhorias nas condi¢des de
extracdo podem aumentar a robustez.

3.2. Eletrodo de platina

O perfil de corrente versus potencial de oxidacdo de glicerol em diferentes
concentragdes obtido por voltametria ciclica coincide com o apresentado no trabalho de
Lourenco e Stradiotto [5], como mostra a Figura 19. S3o observados dois picos de oxidagdo
crescentes no sentido positivo de varredura, um em 0,65 V e outro em 1,3 V. Analisando a
linearidade destes sinais, obtém-se as curvas analiticas apresentadas na Figura 20 para os dois
pontos de oxidagdo.
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Figura 19. Voltamogramas ciclicos de concentragGes crescentes de glicerol em meio de H,S0,
0,1 mol L™* com eletrodo de platina.
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Figura 20. Curvas analiticas de padrdes de glicerol de 4,075 a 122,25 umol L™ em eletrodo de
platina em meio de H,50, 0,1 mol L. Sinais de oxidacdo em 0,65 V (A) e 1,3 V (B).

Para o sinal em 0,65 V, Figura 20-A, foi obtida a equacdo de reta I[uA] = (1,8 £ 0,4) +
(0,054 + 0,006).C[umol L™] com coeficiente de correlagdo R = 0,9312. Para o sinal em 1,3V,
Figura 20-B, foi obtida a equagdo de reta I[pA] = (1,5 + 0,1) + (0,038 + 0,002).C[umol L] com
coeficiente de correlagdo R de 0,98789.

Comparando as curvas analiticas em eletrodo de platina e ouro, o eletrodo de ouro
apresenta melhores resultados. Além disso, a necessidade de ativacao do eletrodo de platina a
cada andlise, sempre que o mesmo é imerso na solugdo, tornam o método demorado. Vale
ressaltar que a ativagao e as medidas devem ser feitas na mesma célula, sem troca de solucao.

Nao foram feitas analises posteriores.
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3.3. Eletrodo de carbono vitreo revestido com filme de RUOHCF

A Figura 21 apresenta o perfil do filme de hexacianoferrato de 6xido de ruténio
(RUOHCF) nos dois eletrélitos testados: acido percldrico e acido sulfurico.
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Figura 21. Voltamogramas ciclicos de eletrodo de carbono vitreo com filme de RUOHCF apds
60 ciclos em acido sulfdrico 0,5 mol L™ (—) e acido perclérico 0,1 mol L™ (-=—). CondicGes:
varredura de -0,4 a 1,3 V; velocidade de 50 mV s™.

O perfil do filme de RUOHCF em HCIO, é melhor definido, sendo este utilizado como
eletrdlito de trabalho nas analises seguintes.

Na adicdo de glicerol de 5 a 100 mmol L™, foram obtidos os ciclos apresentados na
Figura 22. As setas indicam o sentido de varredura dos ciclos.
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——5 mmol L
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20 mmol L™
—— 30 mmol L™
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Figura 22. Voltamograma ciclico em meio de HClO, 0,1 mol L™ com concentracdes crescentes
de glicerol, de 5,0 a 100,0 mmol L Condig¢des como na Figura 21.
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Observa-se diminuicdo da intensidade de corrente de -0,2 a 0,2 V (detalhe) e de 1,2 a
0,8 V. No detalhe pode-se observar que os pares de ruténio responsaveis pela transferéncia de
elétrons diminuem com o aumento da concentracdo de glicerol. Observa-se também que um
grande aumento de concentrac¢do tem pouco efeito sobre a corrente, provavelmente por estar
fora da faixa linear.

Como grandes concentracdes de glicerol ndo sdo observadas em amostras de
biodiesel, sendo o maximo permitido de 2,17 mmol L™, n3o foram feitas analises posteriores
com eletrodo de carbono vitreo revestido com filme de RUOHCF.

3.4. Eletrodo de diamante dopado com boro

Dentre os seis eletrdlitos testados, os sinais de menor corrente de fundo em cada faixa
de potencial foram obtidos em tamp&o acetato (curvas vermelhas) e tampao fosfato (curvas
verdes), como mostra a Figura 23.
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Figura 23. Voltamogramas ciclicos com eletrodo de diamante dopado com boro em seis
diferentes eletrdlitos e quatro faixas de potencial: -1,0a 1,0V (A); -1,0a 1,5V (B); -1,0a2,0V
(C)e-1,0a2,5V (D).

Na menor faixa de potencial, de -1,0 a 1,0 V, os tampdes acetato, borato e fosfato
apresentaram menores correntes de fundo, tendo o NaOH um pico positivo de 13 pA em cerca
de 0,9 V; o potencial inicial em meio de acido sulfurico foi reduzido de -1,0 para -0,6 V devido a
alta corrente alcancgada, chegando a -783 pA; o potencial inicial em meio de acido perclérico
também foi reduzido de -1,0 para -0,5 V, eliminando a alta corrente. Aumentando o potencial
no sentido positivo, até 2,5 V, apenas os tampdes acetato e fosfato mantiveram corrente de
fundo pequena, em cerca de 3 pA, como se observa em 23-B, 23-C e 23-D.

43



Resultados e Discussoes | 44

Apds a adicdo de 1,0 mmol L de glicerol em meio de tampdes acetato e fosfato, o
analito apresentou sinal em potencial préximo ao de evolucdo de oxigénio, em 1,2 V em
tampao fosfato e em 1,7 V em tampao acetato, como mostra a Figura 24. Em potenciais tao
altos ndo é possivel determinar apenas o glicerol.
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Figura 24. Voltamogramas ciclicos com eletrodo de diamante dopado com boro em meio de

tamp3o acetato (——) e tamp3o fosfato (—), antes e apds a adicdo de glicerol 1,0 mmol L™.

N3o foram feitos testes posteriores com eletrodo de diamante dopado com boro.

3.5. Eletrodos compadsitos

Para o eletrodo compdsito modificado com particulas de ouro, foram obtidos os
voltamogramas apresentados na Figura 25.

Os sinais de maior intensidade foram obtidos em meio de NaOH 0,1 mol L, porém,
todos os eletrélitos testados degradam o compdsito epdxi. Em medidas realizadas num mesmo
dia tem-se boa repetitividade em cada eletrdlito, porém, os dados ndo sdao comparaveis em
dias diferentes, tanto no branco, como com adi¢do de padrao de glicerol.

Nao foram feitos testes posteriores utilizando eletrodos compdsitos.
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Figura 25. Voltamogramas ciclicos de eletrodo compdsito modificado com particulas de ouro

em meio de NaOH (—), H,SO, ( ) e HCIO, (
potencial de (A)0a 0,8V; (B)0a1,0V;(C)0a1l,2vV.

), todos a 0,1 mol L nas faixas de



Conclusoes e Perspectivas

4. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O método de determinacdo de glicerol livre em biodiesel com extracdo aquosa
utilizando eletrodo de ouro em meio basico adaptado a célula FIA com amperometria pulsada
foi obtido com algumas dificuldades, principalmente na etapa de extra¢do aquosa. Porém, a
técnica eletroquimica permitiu um aumento de sinal de corrente da oxidagao de glicerol de 70
vezes comparado a amperometria a potencial constante, devido a limpeza e ativacdo da
superficie do eletrodo durante a aplicacdo dos trés potenciais sequenciais. O método FIA é
pratico, de boa sensibilidade e repetitividade, além de rapido, permitindo até 100 inje¢des h™.
Todo o método requer apenas uma preparacao simples de amostra com extracdo aquosa e um
Unico reagente: NaOH como eletrdlito.

O comportamento eletroquimico de glicerol em eletrodos de ouro e platina ja é
conhecido desde os anos 90, o que facilita o estudo do analito e a elaboracdo de métodos com
o acoplamento de diferentes técnicas de andlise, como sistema FIA e AMP. Estudos
eletroquimicos de glicerol em biodiesel incluem eletrodos de trabalho de platina e cobre, e
agora, eletrodo de ouro.

Este trabalho pode ser melhorado com a determinacdo de glicerol livre em biodiesel
em fase Unica, sem prévia extracdao aquosa. Apesar de os eletrélitos serem solu¢des aquosas
em sua maioria, misturas com solventes organicos também permitem a obtencdo de sinal
especifico. Um estudo de diagrama ternario envolvendo biodiesel, eletrdlito aquoso e solvente
organico que tenha miscibilidade nos dois primeiros, permite obter pontos de concentragao
em que o sistema se apresenta em fase Unica. Obter um solvente com miscibilidade em
biodiesel e eletrdlito aquoso que seja ndo téxico e barato é outro ponto que deve ser avaliado
para manter a simplicidade do método. Outro estudo envolveria o eletrodo de trabalho
adequado para o meio, sem que se atinjam os limites de evolugdo de hidrogénio e oxigénio,
obtendo-se uma faixa de potencial de trabalho ampla e segura.

Enfim, o método obtido é apenas uma das possibilidades de determinagdo de glicerol
livre em biodiesel por técnicas eletroquimicas e varias adaptagdes sdo possiveis.
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