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RESUMO

O objetivo desta Tese de Doutorado foi avaliar o método de adi¢cao de padrao interno
empregando técnicas espectroscdpicas. Inicialmente o método de adicdo de padrao
interno foi aplicado no modo convencional na determinacéo de Ca e Mg em amostras
biodiesel e urina por espectrometria de absor¢gdo atdmica em chama de alta resolucéo
e fonte continua e na determinagdo de ureia em urina por espectroscopia Raman.
Para fins comparativos, todas as amostras e materiais certificados foram também
analisados pelos métodos de calibracao externa, adicao de padrao e padronizagao
interna. Nitrato, Sr e Mn foram selecionados como padrdes internos para ureia, Ca e
Mg, respectivamente. Para avaliar a exatiddo do método na determinacéo de Ca e Mg
foram analisados nove materiais de referéncia certificados (CRM) e os resultados
obtidos foram concordantes a 95% de confianga com os valores certificados (teste f).
Para ureia a exatidao foi avaliada por meio de comparacao dos resultados obtidos
pelo método de adigdo de padrao interno e por um método de referéncia. Todos os
resultados obtidos foram concordantes entre si (teste t pareado) ao nivel de 95% de
confianca. A exatidao do método também foi checada por meio de testes de adi¢ao e
recuperacgao: Ca (93 — 119%), Mg (100 — 116%) e ureia (99 — 105%). A desvantagem
do método de adigao de padrao interno convencional foi o volume total de amostra
utilizado, a quantidade de solugdes analiticas empregadas e a baixa frequéncia
analitica. No entanto, este problemas foram solucionados com o desenvolvimento de
sistemas em fluxo e pelo uso de um gradiente de concentragdo. O método de adi¢cao
de padrao interno por gradiente de concentragdo em fluxo foi avaliado na
determinacdo de Na e K em amostras de biodiesel e urina por espectrometria de
emissdo atdbmica em chama e na determinacido de etanol em gasolina por
espectroscopia Raman. Litio foi empregado como padréo interno para Na e K, e
acetona foi utilizada como padrao interno para etanol. A exatiddo do método na
determinagdo de Na e K foi avaliada por meio da analise de cinco CRMs, e os
resultados obtidos para Na foram concordantes a 95% de confianga com os valores
certificados (teste t), para K os resultados apresentaram valores subestimados ao
longo do trabalho (em torno de 80% de recuperagao). Para determinagao de etanol
em gasolina a exatidao foi avaliada por meio da comparagao dos resultados obtidos
pelo método proposto e pelo método de referéncia, e todos os resultados obtidos
foram concordantes entre si (teste t pareado) ao nivel de 95% de confianga. A exatidao
do método de adicdao de padrao interno por gradiente de concentracdo em fluxo
também foi avaliada por meio de testes de adi¢cao e recuperagao: Na (94 — 110%), K
(73 — 86%) e etanol (99 — 104%). Os resultados obtidos utilizando o método de adicao
de padrao interno (convencional e em fluxo) em todas as aplicagbes apresentaram
precisdo e exatiddo melhores ou comparaveis aos métodos de adicdo de padréao,
padronizagao interna e calibragdo externa, mostrando ser uma estratégia de
calibracao eficiente para técnicas espectroscépicas.

Palavras-chave: Calibracdo. Adicdo de padrao interno. Técnicas espectroscoépicas.
Padronizacao interna. Adi¢ao de padrao.



ABSTRACT

The aim of this Doctoral Thesis was to evaluation of the internal standard addition
method employing spectroscopic techniques. Initially, traditional standard addition
method was applied for Ca and Mg determination in biodiesel and urine samples by
high-resolution continuum source flame atomic absorption spectrometry and for urea
determination in urine samples by Raman spectroscopy. For comparison purposes, all
samples and certified materials were also analyzed by external calibration, standard
addition and internal standardization methods. Nitrate, Sr and Mn were selected as
internal standards for urea, Ca and Mg, respectively. In order to verify the accuracy for
Ca and Mg determination were analyzed nine certified reference materials (CRM), the
results were in agreement with certified values at the 95% confidence level (t-test). For
urea, the accuracy was evaluated by comparison of the results obtained by internal
standard addition and a reference method. All results were in agreement at 95%
confidence level (paired t-test) with each other. The accuracy was also checked by
addition and recovery tests: Ca (93 - 119%), Mg (100 - 116%) and urea (99 - 105%).
The drawbacks of traditional internal standard addition were the total volume of sample
used, the amount of analytical solutions employed and the lower sample throughput.
However, these problems were solved with the development of flow systems and the
use of a concentration gradient. The internal standard addition by flow gradient
concentration was evaluated for Na and K determination in biodiesel and urine
samples by flame emission atomic spectrometry and for ethanol determination in
gasoline by Raman spectroscopy. Lithium was selected as internal standard for Na
and K, and acetone was selected as internal standard for ethanol. The accuracy of the
method for Na and K determination was evaluated by five CRMs analysis, and the
results obtained for Na were in agreement with certified values at the 95% confidence
level (t-test), for K the results presented underestimated values throughout the study
(around 80% recovery). The accuracy for ethanol determination in gasoline was
evaluated comparing the results obtained by the proposed method with the reference
method. All results were in agreement at 95% confidence level (paired t-test) with each
other. The accuracy of internal standard addition by flow gradient concertation method
was also evaluated by addition and recovery tests: Na (94 - 110%), K (73 - 86%) e
ethanol (99 - 104%). The results obtained by internal standard addition (traditional and
flow modes) for all applications showed accuracy and precision better or comparable
with traditional calibration methods (standard addition, internal standardization and
external calibration), revealing to be an efficient calibration strategy for spectroscopic
techniques.

Keywords: Calibration. Internal standard addition. Spectroscopic techniques. Internal
standardization. Standard addition.
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1. INTRODUCAO

As andlises quimicas quantitativas desempenham um papel fundamental em
muitas areas da indUstria, medicina e da ciéncial, e a busca por métodos acessiveis,
simples, de baixo custo que fornecam resultados precisos e exatos se faz necessario
diante deste cenério. No entanto, mesmo com o avango das técnicas instrumentais a
etapa de calibracdo continua sendo uma peca chave em analises quimicas
guantitativas?, o que torna a escolha do método de calibragdo um ponto crucial,
principalmente em andlises de amostras complexas como combustiveis® e fluidos
biolégicos?.

A calibracdo externa € o método de calibracdo mais utilizado devido a sua
simplicidade de aplicacéo e interpretacéo?®. No entanto, este método é suscetivel a
erros causados principalmente por variagbes em parametros instrumentais e/ou
efeitos de matriz que podem deteriorar a precisdo e a exatiddo dos resultados. Esses
erros podem ser contornados utilizando outros tipos de calibracdo, como a adicéo
padréo e a padronizagdo interna®°8.

O método de adicdo de padrdo é uma alternativa para corrigir problemas
associados a efeitos de matrizé, porém o método geralmente consome grandes
volumes de amostras e reagentes, além de requerer elevados tempos de analise,
sendo mais conveniente para analise de um niamero pequeno de amostras.

O método da padronizacédo interna é utilizado para minimizar erros causados
por flutuacGes no sinal analitico e para reduzir efeitos da matriz. No entanto, a selecéo
de um padrao interno que apresente propriedades fisico-quimicas semelhantes as do
analito ndo é uma tarefa trivial. Além disso, o elemento selecionado como padrao
interno deve estar ausente, ou estar contido em concentragdes abaixo dos limites de
deteccédo nas amostras®’.

Considerando os métodos de calibracéo apresentados, € possivel observar que
cada um possui vantagens e limitagées na sua aplicacdo, o que dificulta a escolha do
mais adequado para cada situacdo. Assim, a combinacdo de métodos de calibracdo
pode ser uma alternativa para melhorar a confiabilidade analitica.

Uma nova estratégia de calibracéo que possibilita corrigir problemas associados
a variacbes em parametros instrumentais e efeitos de matriz, aumentando a

confiabilidade analitica em termos de precisdo e exatiddo é o método de adicdo de
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padrdo interno®. Este método combina os principios dos métodos de adicéo de padréo
e padronizacédo interna, tendo como vantagem o fato de néo ter a concentracao do
padrao interno fixada nos brancos, padrdes e amostras e da ndo preocupagao com 0s
teores do padrao interno originalmente presente nas amostras.

O método de adicdo de padrdo interno pode ser utilizado em técnicas
compativeis com amostras liquidas e que permitam medidas simultdneas ou
sequenciais rapidas. No entanto, assim como o método de adicdo de padréo
convencional o método de adicdo de padrao interno utilizado manualmente, demanda
de grandes volumes de amostras, reagentes e tempo de analise.

Uma maneira de contornar os problemas relacionados com o grande ndamero
de solucdes preparadas, o volume de reagentes e com o tempo de andlise € a
automacédo do método utilizando um gradiente de concentracdo® combinado com um
sistema de injecdo de fluxo, permitindo a analise sequencial de solucbes sem a
necessidade de diluicdes manuais'®, tornando-o um método mais robusto, e
diminuindo o consumo de amostras e reagentes, levando a uma diminuicdo
significativa na geracdo de residuos. No entanto, para esta combinacdo se faz
necessario o uso de técnicas simultaneas de analise.

Deste modo, esta Tese de Doutorado teve como objetivo avaliar o método de
adicdo de padrao interno utilizado manualmente na determinagdo de Ca e Mg em
amostras de biodiesel e urina por espectrometria de absorcao atbmica em chama de
alta resolucdo com fonte continua e na determinacdo de ureia em urina por
espectroscopia Raman; e o método de adicdo de padrdo interno por gradiente de
concentracdo em fluxo na determinagcédo de Na e K em amostras de biodiesel e urina
por espectrometria de emissdo atbmica em chama (com deteccdo simultanea) e

determinacao de etanol em gasolina por espectroscopia Raman.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A quimica analitica pode ser definida como uma ciéncia baseada no
desenvolvimento e na aplicacdo de métodos, técnicas e estratégias para se obter
informacdes sobre a natureza e a composicdo da matériall. Outra definicdo mais
simples, porém abrangente, é dada como: ciéncia das medices quimicas'?3,

As analises quimicas podem ser divididas em: qualitativas e quantitativas. As
analises qualitativas tém como objetivo identificar as espécies quimicas presentes em
uma amostra, enquanto as analises quantitativas tratam da quantidade relativa das
espécies (analitos) presentes em uma amostra em termos numéricos®13.

Uma andlise quimica quantitativa € uma investigacdo complexa que pode ser
resumida em uma série de etapas!®. Essas etapas (acdes) sdo chamadas de
sequéncia analitica e envolvem: (i) definir o problema a ser resolvido; (ii) escolher o
método e a técnica que serdo utilizadas; (iii) fazer uma amostragem representativa;
(iv) processar a amostra para que ela seja compativel com o método e a técnica
escolhida; (v) realizar a medida (obtencdo dos dados analiticos); (vi) interpretacdo dos
dados obtidos, que vai da determinacdo da concentracdo do analito até a avaliacdo
dos resultados; (vii) elaboracéo do relatorio e acao, etapa onde se toma uma deciséo
a respeito do problema inicial, tendo como base os resultados analiticos. Dependendo
da complexidade da matriz ou da técnica e/ou método escolhido algumas etapas
podem ser incluidas ou excluidas!?16,

A etapa de medicdo é considerada crucial dentro da sequéncia analitica. Esta
etapa é definida como um conjunto de operagdes que tem como objetivo “determinar
o valor do mensurando, isto €, o valor de uma grandeza especifica a ser medida” (Guia
ISO GUM)Y. Essa grandeza pode ser uma massa, volume, tamanho, quantidade de
substancia, corrente, voltagem entre outras®®.

Os primeiros registros sobre o uso de medi¢des para fins analiticos ocorreram
por volta de 1350 e 1375 a.C., quando a copelacéo era utilizada no antigo Egito para
verificar a pureza de metais preciosos como ouro e prata3!°. Nos séculos seguintes
o desenvolvimento das civilizagcbes esteve diretamente ligado a invengcdo e
aperfeicoamento dos instrumentos de medicdes?. Dentre estes instrumentos
destaca-se a balanca, pela sua importancia no desenvolvimento econémico de vérias

civilizagdes, uma vez que o comércio era baseado no peso dos produtos. A balanca
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também tem um papel incontestavel na evolugdo da quimica analitica quantitativa,
passando pelos trabalhos de Black, Cavendish e Lavoisier?%2*,

O desenvolvimento de balancas de precisao (balancas analiticas) e vidrarias
volumétricas impulsionou a quimica analitica quantitativa, por meio das analises de
massa (gravimétricas) e volume (titulométricas), dando assim, inicio a quimica
analitica classica?:?2. No inicio do século XX os quimicos comecaram a utilizar
medidas de diferentes propriedades fisicas e quimicas de atomos e moléculas, tais
como: condutividade, absorcdo, emissdo e espalhamento de radiacao
eletromagnética, fluorescéncia, relacdo massa carga, entre outras, para quantificacédo
dos analitos, originando a quimica analitica instrumental??. No entanto, para
transformar as medidas dessas propriedades fisicas e quimicas em uma informacéo
analitica € necessario estabelecer uma relacdo matematica entre a intensidade do
sinal analitico referente a esta propriedade com a concentracdo do analito; este
procedimento € chamado de calibracao.

A calibracdo em quimica analitica de acordo com a IUPAC (Uni&o Internacional
de Quimica Pura e Aplicada) é definida como uma operacdo que relaciona uma
grandeza de saida com uma grandeza de entrada para um sistema de medi¢cdes com
condicOes especificas?®. As grandezas de saida sdo representadas por meio dos
valores medidos (sinal analitico), ja as grandezas de entrada sao expressas pelas
quantidades ou concentracdes dos analitos?3,

Nesta Tese de Doutorado serdo discutidos alguns métodos de calibracao

propostos na literatura.

2.1 Métodos de calibracao

Indmeros métodos de calibracdo estdo disponiveis na literatura, dentre estes

meétodos a calibracdo externa € comumente empregada por ser um procedimento

simples e rapido. Este método faz uso de curvas analiticas obtidas a partir de varias
solugdes contendo concentragdes conhecidas e crescentes do analito, e assume-se

que o sinal analitico Sa é proporcional (k) a concentracdo C do analito (Eq. 1)>5®.

Sa=kC Eq. 1
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A calibracdo externa é simples e de facil interpretacéo, pois a concentracao do
analito é facilmente calculada via gréfico ou equacédo da reta. Porém, esse tipo de
calibracédo € vulneravel a erros aleatorios e/ou sistematicos causados por alteracdes
nas condices instrumentais e/ou operacionais e efeitos de matriz que afetam a
qualidade dos resultados?®.

Outro método de calibracdo simples é a calibracdo com um unico ponto, esta é

baseada no calculo de um fator de calibracdo (FC) que é obtido pela razdo da
concentracdo da solucao padrao (CP) pelo sinal analitico do padrao (Sa) medido (Eq.
2). Assumindo-se que o coeficiente linear é igual a zero e que o aumento ou
diminuicdo do sinal analitico seja proporcional a concentracdo do analito, a
concentracdo do analito na amostra é calculada multiplicando o FC pelo sinal analitico

da amostra®.

No entanto, assumir que o coeficiente linear € igual a zero e que o aumento ou
diminuicdo do sinal analitico € proporcional a concentracdo do analito leva esse
método a ser muito vulneravel a erros relativos a linearidade, efeito de matriz,
flutuacBes no sinal analitico, entre outros.

Uma alternativa para diminuir possiveis efeitos de matriz é a utilizacdo do

método das diluicdes sucessivas. O método baseia-se em sucessivas diluicdes de

uma unica solucdo padrdo e de uma amostra, em cada uma das etapas de diluicao a
amostra e a solucdo padrao sao analisadas. A cada duas etapas de diluicdo a
concentracdo do analito é determinada por interpolagéo utilizando um grafico de dois
pontos, e a concentracdo calculada € chamada de concentracdo aparente. No
entanto, com sucessivas diluicdes possiveis interferéncias sao progressivamente
eliminadas, levando a se obter concentracdes aparentes cada vez mais proximas a
concentracéo real do analito na amostra. Consequentemente, o resultado analitico

final € obtido como a concentracéo calculada a diluicdo infinita2242°,

Outra estratégia de calibracdo descrita na literatura € o método de calibracdo

indireta, este é utilizado quando a técnica empregada ndo é capaz de medir ou nao
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tem sensibilidade para quantificar o analito de interesse?. O método é baseado em
reacoes envolvendo o analito de interesse, na qual mede-se o produto formado ou o
consumo de um reagente?®. As curvas analiticas do método de calibracéo indireta séo
obtidas a partir de varias solu¢des contendo concentracdes conhecidas e crescentes
do analito que reagem com um reagente, e assume-se que o aumento (formacéo de
produto) ou decréscimo (consumo de um reagente) do sinal analitico € proporcional a
concentracdo do analito. A concentracdo do analito pode ser facilmente calculada via
grafico ou pela equacéo da reta?®. No entanto, o método é vulneravel a interferéncias
dependendo da especificidade da reacéo.

Para amostras vulneraveis a efeitos de matriz, o método de compatibilizacao

de matriz pode ser uma alternativa eficiente de calibracdo. Este método é
fundamentado no preparo de padrées analiticos com composi¢cdo quimica semelhante
a das amostras analisadas. Assim como na calibragdo externa, as solu¢des devem
conter concentracdes conhecidas e crescentes do analito, e assume-se que o sinal
analitico € proporcional a concentracao do analito. A concentracdo do analito presente
na amostra pode ser facilmente calculada graficamente ou via equacgéo da reta®?”.
Erros causados por efeitos de matriz podem ser corrigidos de maneira eficiente
utilizando o método de adicdo de padrdo?®. Neste método, as solugbes padrdo da

curva analitica sdo preparadas em meio contendo a matriz da amostra. O sinal
analitico obtido (Sa) corresponde a soma do sinal da amostra e do padrdo adicionado
(Sa = Sa®™ + SaP) e ser& proporcional a concentragdo do analito mais a concentragéo
do padrao (Cam + Cp) (EqQ. 3). A concentracdo do analito é determinada por meio da
extrapolagdo da curva analitica, sendo que o moédulo da intersec¢do no eixo da

abscissa (X) correspondera a concentracdo do analito (Cam)%°.

Sg = S&M +SE =k (Com + Cp) Eq. 3

Apesar de eficiente na correcdo de efeitos de matriz, o método de adicdo de
padrdo nao corrige flutuagdes no sinal analitico, podendo comprometer a qualidade
dos resultados. Diferentemente da calibracdo externa, o método de adicao de padrao

requer uma calibracdo para cada amostra, o0 que torna a analise mais demorada.
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A padronizacdo interna é um método de calibracdo eficiente para contornar
problemas associados a flutuagdes no sinal analitico®’. Este método baseia-se na
adicdo de uma quantidade fixa e constante de um padrao interno (PI) aos brancos,
solucdes analiticas e amostras e na utilizacdo da razéo sinal do analito (Sa)/ sinal do
PI (Spi) como sendo proporcional a concentragdo do analito (C) (Eqg. 4), na qual k é
uma constante de proporcionalidade.

Sa

Spi

=kC Eq. 4

Compensando as perturbacdes nas medidas, a padronizacao interna melhora
tanto a precisdo como a exatidao analitica. Para isso € essencial que a perturbacéo
sobre o padrdo interno e o analito seja da mesma magnitude’?°. Nesse contexto, a
selecdo de um padrao interno eficaz ndo é tarefa facil, pois alguns critérios precisam
ser atendidos: padrdo interno e analito devem apresentar comportamento semelhante;
o padrdo interno deve estar ausente da amostra original, ou se presente, em
concentracfes abaixo do limite de deteccdo; ndo deve interagir com o analito, deve
ser soluvel nas solucdes analiticas e nas amostras e nao deve interferir na
determinacgéo do analito”2°,

Considerando os métodos de calibracdo apresentados, pode se observar que
cada um possui vantagens e limitac6es na sua aplicacdo, o que dificulta a escolha do
mais adequado para cada situacdo. Assim, a combinacédo de métodos de calibracéo
tem sido estudada com o intuito de melhorar a confiabilidade analitica.

2.2 Métodos de calibracdo combinados

Uma alternativa para melhorar a qualidade dos resultados € a combinacéo de
dois métodos de calibragdo distintos a fim de unir os beneficios de ambos. Esta
combinacao pode ser feita de duas maneiras: (i) utilizando dois métodos de calibracéo
simultaneamente ou (ii) integrando os conceitos de dois métodos de calibracdo em

um Unico método, criando um novo método de calibragdo?.
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2.2.1 METODOS DE CALIBRACAO UTILIZADOS SIMULTANEAMENTE

A utilizac&o de dois métodos de calibracédo simultaneamente tem como objetivo
melhorar o desempenho analitico por meio da unido dos beneficios de cada um dos
métodos utilizados. No entanto, nesta abordagem ndo ocorre mudancas na
fundamentacdo matematica dos métodos, de modo que a concentracdo do analito na
amostra € determinada empregando as formulas referentes a um dos métodos.
Contudo, a curva de calibragcdo € construida considerando ambos os métodos
envolvidos, por meio de uma adequacéo no procedimento experimental.

Uma das alternativas de combina¢gbes de métodos de calibragdo disponivel
para melhorar a qualidade dos resultados, baseia-se na utilizacdo simultanea dos
métodos de adicdo de padrdo e da padronizacdo interna343, Neste método, as
solugdes da curva analitica sdo preparadas em meio da amostra pela adicao de
guantidades crescentes de padréo a uma quantidade fixa de um padréo interno. Neste
caso, assume-se gque a razao sinal do analito (Sa)/ sinal do padréo interno (Spi) €
proporcional a concentracdo do analito presente na amostra e a concentracao do

padrao (Cam + Cp), conforme a Equacao 5.

a

o=k Cam + ) Eq. 5
pi

Warren e colaboradores®! utilizaram a padronizacéo interna juntamente com a
adicdo de padrdo para melhorar a precisédo e exatidao da técnica de Fosforescéncia
em Temperatura Ambiente. O emprego dos métodos simultaneamente foi avaliado na
determinacao de acido acetilsalicilico e acido p-aminobenzéico em soluc¢do 1,0 mol L
1 de NaOH, solucgédo 1,0 mol L de acetato de sdédio e amostra de soro sanguineo em
meio de 1,0 mol L de NaOH. Acido 1-hidroxi 2-naftoico e acido 1-naftdico foram
utilizados como padréo interno para acido acetilsalicilico e acido p-aminobenzaico,
respectivamente. O uso dos métodos de calibragcdo simultaneamente apresentou uma
boa exatidao e precisao (desvio padréo relativo, RSD 1-3%), quando comparado com

as precisoes tipicas obtidas pela técnica (RSD 10-20%).
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Szyszka e colaboradores®? avaliaram a utilizagdo simultanea dos métodos de
adicao de padréo e padronizacéo interna na determinacao de polietilenoglicol residual
em surfactantes empregando a espectrometria de massas por ionizacao e dessorcéo
a laser assistida por matriz com analisador de massas por tempo de voo (MALDI
TOFMS). Polietilenoglicol metil éter foi utilizado como padréo interno, e a combinacéo
dos métodos permitiu a andlise quantitativa do polietilenoglicol com erros que variaram
entre 0 e 2 %, os resultados obtidos foram concordantes com os resultados obtidos
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com detector evaporativo com
espalhamento de luz.

Yagi e colaboradores3? empregaram simultaneamente os métodos de adigcdo
de padréo e padronizacéo interna na determinacéo de Cu, Zn, Rb e Sr em materiais
de referéncia certificados de folhas (NBS SRM 1571 Orchard Leaves e 1570 Spinach
Leaves) por inducdo de raios-X por protons (PIXE). Prata foi utilizada com padrédo
interno para todos os elementos e 0 método apresentou boa sensibilidade e precisao
(RSDs < 10%).

Yang e colaboradores® avaliaram o uso da adicdo de padrdo com a
padronizacao interna para melhorar a exatiddo da determinacédo de Pb em amostras
de sangue empregando voltametria por redissolugcdo anddica. Cinquenta e cinco
amostras de sangue foram analisadas utilizando somente adicdo de padrdo e
utilizando adicéo de padrdo com padronizacdo interna. Os resultados foram avaliados
por curvas de correlacdo utilizando como referencias os valores obtidos por
espectrometria de absorcdo atdémica em forno de grafite (GF AAS). Quando as
amostras foram analisadas utilizando apenas adicdo de padrdo o coeficiente de
determinacdao foi de 0,555, ja quando utilizado TI(Il) como padrédo interno foi
observado uma grande melhora no coeficiente de determinacédo (R?>=0,981).

Brown e colaboradores®® também avaliaram o emprego do método de adicdo
de padrao e padronizacao interna simultaneamente na determinacao de Cd, Cu, Pb e
Zn em amostras de material particulado por voltametria por redissolu¢do anddica. No
entanto, os autores propuseram o uso dos proprios analitos como padrdes internos,
apos um estudo sistematico foram definidos os seguintes pares analito/padréo interno:
Cd/Pb, Zn/Pb, Pb/Cd e Cu/zZn. O emprego de adicdo de padrdo com a padronizacao
interna  melhorou a exatiddo dos resultados, assim como as precisoes

(aproximadamente 10 vezes).
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Masumoto e colaboradores®-4° publicaram uma série de cinco artigos
avaliando o uso dos meétodos de adicdo de padrdo e padronizagdo interna
simultaneamente na determinacéo de As, Ba, Ce, Co, Cr, Cs, Mo, Nb, Ni, Pb, Rb, Sr,
Sb, Tl, U, Y, Zn e Zr em amostras de solo, cinzas de carvdo e amostras ambientais e
na determinacao de Fe em ligas metélicas utilizando analise de ativacdo de fétons e
andlise de ativacdo de protons. Os padrdes internos avaliados foram divididos de
acordo com o tempo de meia vida das reacdes foto nucleares (curto, média e longo),
sendo para os analitos com curto tempo de meia vida utilizado Mg e Fe, para médio
tempo de meia vida Ca e Ti e para longos tempos de meia vida Na, Ti e Mn. O uso
dos métodos simultaneamente ajudou a eliminar varios erros sistematicos,
melhorando a precisao e exatiddo dos métodos.

Salin e colaboradores*! avaliaram os métodos de calibragéo externa, adigéo de
padrdo, padronizacdo interna e adicdo de padrdao com padronizagdo interna na
determinacao de Ag, Co, Cu, Mg, Mo, Ni, Pb, Rh, Tl, Y em solu¢des salinas e solu¢des
acidificadas por espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-
MS). Foram avaliados Mg, Co, Y, Rh e Pb como padrdes internos e a avaliacdo dos
resultados foi feita por meio dos erros médios para cada método: 23 - 41% para
calibragcédo externa, 1 - 71% padronizacéo interna, 45% adicéo de padréo e 0,7 - 5%
para adicdo de padrdo com padronizacado interna, levando os autores a concluirem
gue o uso de dois métodos de calibracdo para correcdo de efeitos de matriz e
flutuacBes analiticas operam sinergicamente levando a resultados mais precisos.

Outra opcao de combinagcédo de métodos de calibracao disponivel na literatura,
envolve o método de compatibilizagdo de matriz associado a padronizagédo interna**
47, A combinacdo destes métodos de calibracdo vem ganhando destaque
principalmente em técnicas de andlise direta de sélidos. Neste caso, os padrées sao
preparados empregando uma matriz isenta ou uma matriz preparada com composi¢ao
semelhante a das amostras analisadas. O padréo interno pode ser adicionado como
uma quantidade fixa e constante de um padréo interno aos brancos, solucbes
analiticas e amostras ou pode-se empregar um componente majoritario presente nas
amostras analisadas, cuja concentracdo tenha pouca variagdo*3-6, A concentracéo do
analito na amostra é calculada de maneira semelhante a utilizada na padronizacéo

interna convencional.
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O'Reilly e colaboradores*® avaliaram o uso dos métodos de compatibilizacéo
de matriz e padronizacao interna para obtencao de imagens quimicas quantitativas de
Fe em amostras de tecidos biolégicos empregando espectrometria de massas com
plasma indutivamente acoplado com ablacédo por laser (LA-ICP-MS). O uso de Rh
como padréo interno juntamente com a compatibilizagédo de matriz forneceu RSD <
10% para as determinacfes e obtencdo de imagens quimicas de Fe em tecidos de
cérebro.

Ugarte e colaboradores** empregaram os métodos de compatibilizacdo de
matriz e padronizacédo interna para determinacéo de Al, As, Ba, Cd, Hg, Mg, Mn, Pb,
Rb, Sr, V e Zn em amostras de espinha dorsal de peixes por LA-ICP-MS. Para
compatibilizacdo de matriz os autores utilizaram co-precipitacdo de hidroxiapatita e
como padrao interno foi empregado o Ca presente nas amostras e padrées. Os
resultados obtidos foram concordantes com o material certificado analisado e
apresentaram boa preciséo e exatidao.

Chirinos e colaboradores* avaliaram o emprego dos métodos de
compatibilizacdo de matriz com a padronizacao interna para determinacéo B, Ca, K,
Mg, Mn, P, S e Zn em amostras de folhas de plantas por espectrometria de emisséo
optica com plasma indutivamente acoplada com ablacao por laser (LA-ICP OES). As
pastilhas para andlise quantitativa foram preparadas utilizando materiais de referéncia
certificados de folhas misturados com parafina e carbono foi usado como padréao
interno. O padréo interno se mostrou efetivo para compensar efeitos de matriz e
variacdes nos processos de ablacéo, apresentando precisdes entre 1 e 8% (RSD).

Stepankova e colaboradores*® realizaram um estudo sobre a producédo de
pastilhas para calibracdo visando o emprego dos métodos de compatibilizacdo de
matriz e padronizagdo interna simultaneamente nas técnicas LA-ICP-MS,
espectrometria de emissao Optica com plasma induzido por laser (LIBS), ablacéo por
laser acoplado a espectrometria de emissdo Optica com plasma induzido por laser
(LA-LIBS) visando a aplicacdo na analise de célculo urinario. Para a técnica LIBS néo
foi possivel observar o beneficio do uso dos métodos de calibracdo devido a baixa
sensibilidade da técnica, para LA-LIBS e LA-ICP-MS o uso da compatibilizacdo de
matriz trouxe uma melhora nos coeficientes de correlacdo das curvas analiticas, ja

guando a padronizacao interna foi utilizada juntamente com a compatibilizacdo de



38

matriz uma melhora significativa foi observada principalmente para a técnica de LA-
ICP-MS.

2.2.2 METODOS DE CALIBRACOES INTEGRADOS

O emprego de métodos de calibracdo integrados também tem como objetivo
melhorar o desempenho analitico por meio da unido dos beneficios dos métodos
tomados como base. Porém, nesta abordagem é criado um novo meétodo de
calibracdo que toma como base os fundamentos mateméticos de dois métodos ja
consagrados, originando um novo conceito matematico e experimental.

Uma opcéo de integracdo de métodos utilizada para contornar problemas com
interferéncias de sobreposicdes de espectros é o emprego do método de adicdo de
padrdo aplicado duas vezes, este método é denominado como método de adicdo de
padrdo no ponto H. O procedimento deste método envolve o preparo de duas funcdes

de calibrac&o para um analito e amostra determinados de acordo com o procedimento
do método de adicdo de padrdo convencional. As funcdes sao formuladas em duas
situacdes diferentes (comprimento de onda, potencial, entre outros). Nestas
condi¢cbes, ambas as fungbes tém a possibilidade de cruzar num ponto (ponto H), este
ponto indica a concentragcdo de analito na amostra e o efeito aditivo referente ao
interferente*8-%5,

Pouretedal e Asefi*® avaliaram o uso do método de adicdo de padrdo no ponto
H na determinacao simultanea de Zn(ll) e Co(ll) por espectrofotometria UV-Vis em
solucdes binarias de Zn e Co e amostras de agua de torneira, rio e chuva. As
determinacdes foram feitas utilizando o método do metiltimol azul nos comprimentos
de onda de 565 nm e 637 nm. Os resultados obtidos apresentaram boa exatidao
(recuperacdes entre 96-105%) e precisao (< 1%).

Hajian e colaboradores*® aplicaram o método de adicdo de padrdo no ponto H
para contornar problemas com espectros sobrepostos de hidroclorotiazida e
propranolol. As determinacdes foram feitas utilizando espectrofotometria UV-Vis nos
comprimentos de onda de 270 e 300 nm para hidroclorotiazida e 250 e 288 nm para
propranolol. O método apresentou boa exatiddo para as determinacbes de
hidroclorotiazida (96%, 96% e 100%) e propranolol (96%, 104% e 108%) em amostras

de sangue, plasma e urina.
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Shams e colaboradores® avaliaram o uso do método de adicédo de padrdo no
ponto H para resolver o problema de sobreposi¢éo dos picos dos pulsos de voltametria
de redissolucdo anddica correspondentes a oxidacdo de Pb e Zn. Os graficos de
adicdo de padrdo no ponto H foram construidos utilizando 0,3663 e 0,4026V de
potencial, 0 método apresentou boa exatiddo para a determinacédo de Pb e Zn em
amostras binéarias e para determinagédo de Pb em amostras de bebidas (recuperacdes
entre 99,9-102,3%).

Campins-Falc6 e colaboradores®! empregaram o método de adicdo de padrédo
no ponto H para determinacao de teofilina e paraxantina em amostras de urina por
cromatografia liquida equipada com detector UV-Vis. Mesmo com uma grande
sobreposicao dos picos de teofilina e paraxantina foi possivel determinar ambas em
contracdes terapéuticas com boa precisao e exatidao.

Outra opcdo de método de calibracdo baseado na juncdo de dois métodos
distintos € o método de calibracdo integrado. Este método é fundamentado nos

principios dos métodos de calibracdo externa e método de adicdo de padrdo e tem
como principais caracteristicas a identificacdo e eliminacdo de possiveis interferentes
nas analises. Neste procedimento sédo preparadas seis solu¢des analiticas (R1 — Re)
e um branco (Ro), na qual, Ro: diluente; R1: 2/3 de padrao + 1/3 de diluente; R2: 2/3 de
padrao + 1/3 de amostra; Rs: 2/3 de diluente + 1/3 de amostra; R4: 2/3 de amostra +
1/3 de diluente; Rs: 2/3 de amostra + 1/3 de padrao; e Re: 2/3 de diluente + 1/3 de
diluente. A partir da analise das seis solu¢cbes + branco, sdo produzidos 7 sinais
analiticos (So — Se), e utilizando os sete sinais analiticos s@o plotadas quatro curvas
de calibragdo de dois pontos (So e S1; S2 e S3; Sa e Ss; Se € So). Por meio destas
quatro curvas sdo calculadas seis concentracfes aparentes para o analito de
interesse (Ci1 — Ce), destas seis concentragcdes Ci e Cz séo calculadas de modo
interpolativo, C3 e Cs4 séo calculados de modo semi-extrapolativo e Cs e Cs sao
calculadas de modo extrapolativo. A concentragcédo do analito pode ser resumida em 4
etapas: (i) caso as seis concentragfes aparentes sejam concordantes entre si, a
concentracéo do analito € dada por uma média aritmética de C1-Cs; (ii) caso C1 - Cs
nao sejam concordantes, € um indicativo que algum efeito de matriz esta prejudicando
a qualidade dos resultados, quando isso ocorre verifica-se se (Cs + Ca4)/2, Cs e Cs S&0
concordantes, caso sim, a concentracdo do analito € dado por uma média aritmética

de Csz— Ce; (iil) se as concentracdes aparentes ndo respondem adequadamente as
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condicdes de (i) e (ii), amostras e padrdes séo diluidas sucessivamente até que umas
duas condi¢bes sejam atendidas; (iv) se mesmo com as diluigcbes sucessivas nao for
possivel atender as condicdes de (i) e (ii) € necessario um pré-tratamento da amostra
de modo a eliminar esté interferéncia antes de repetir todo o procedimento?>°°,

Wieczorek e colaboradores®® automatizaram e aplicaram o método de
calibragcéo integrada na determinacéo de Se em solu¢des contendo Cu (interferente)
e bebidas energéticas utilizando geracdo de hidretos em espectrometria de
fluorescéncia atdmica (HG AFS). Fortes interferéncias na geracao de hidreto de Se
foram observadas devido a presenca de Cu. No entanto, com a utilizacdo do método
de calibracdo integrada aliado a sistemas em fluxo tal interferéncia foi eliminada,
obtendo-se resultados com boa precisdo (RSD < 7%), exatiddo (recuperacdes entre
100 e 106%), baixo consumo de amostras e reagentes (aproximadamente 4 mL de
ambos) e curtos periodos de tempo (aproximadamente 6 minutos por amostra).

O método de calibracdo generalizado € uma modificacgdo do método de

calibracdo integrada e também tem como objetivo identificar e eliminar possiveis
interferentes nas analises. O procedimento analitico do método é idéntico ao do
método de calibracdo integrada. No entanto, este método é baseado na integracao
dos conceitos do método de calibracdo integrada com o método das diluicbes
sucessivas. Assim, padrdo e amostra sao diluidos sucessivamente, e para cada ponto
de diluicéo é realizado o método da calibracao integrada. Com as sucessivas diluicdes
possiveis interferéncias sdo progressivamente eliminadas, levando-se a
concentracfes aparentes cada vez mais proximas da concentracao real do analito na
amostra. A concentracéo final é calculada a diluicdo infinita®57:%8,

Koscielniak e colaboradores®” aplicaram o método da calibracdo generalizada
na determinacéo indireta de ions cloreto em amostras de agua por espectrofotometria
UV-Vis. Os autores desenvolveram um sistema totalmente automatizado, que permitiu
a aplicacdo do método e a determinacao dos ions cloreto com precisao e exatidao.
Os autores concluem que o método é uma op¢do que pode ser adaptado em
diferentes técnicas analiticas e tem potencial para corrigir diferentes tipos de erros e
interferéncias.

Tendo como base os métodos de adicdo de padréao e da padronizacao interna,

Jones e colaboradores® propuseram o método de adicdo de padrdo interno.

Diferentemente dos métodos que une a adi¢cdo de padrdo com padronizacao interna
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convencional, esta proposta emprega a adicdo de volumes crescentes de uma
solucdo estoque que contém analito + padréo interno as amostras. Nesse caso, foi
necessario assumir uma relacéao linear entre o sinal analitico do padréo interno (Spi) e

sua concentracao CpiP (EQ. 6).

Spi = kpi Cp- Eq. 6

Dividindo-se os termos da Eg. 03 (Equacéo referente ao método de adicéo de

padrdo, sec¢ao 1.1.2.1) por Spi e Kpi CPpi, respectivamente, chega-se a Eq. 7:

S k. (Com 4+ CP S k., cP k, Ccom
Ta _ a(a a)_)_a_aa_i_aa Eq. 7

P - p p
Spi Kpi Cpi Spi Kpi Cpi kPiCpi

Observa-se aqui uma equacéo de reta na qual a razdo do sinal do analito pelo
do padrao interno € a variavel y e o inverso da concentracdo do padrdo interno € a

variavel x (Eq. 8):

S P
y=—1"0 x= — Coef.linear = C;, coef. angular = —C¥™  Eq.8
Spi pi pi “pi pi

Do ponto de vista experimental, as adicdes da solucdo estoque contendo
analito + padrdo interno conterdo uma proporcéo fixa dos mesmos (CPa, CPpi) nas
amostras. Deste modo, o coeficiente linear (intercepto) sera um valor que dependera
apenas dos efeitos de matriz sobre o analito. E a concentracédo do analito na amostra

pode ser calculada pela Equacao 9:

coef.angular c?
_ coef.ang o La £q. o

Cam
; P
coef.linear Cyi




42

O método de adicao de padréo interno une os beneficios da adi¢cdo de padréo
com a padronizacdo interna, com a vantagem de nao ter a concentracdo do padrao
interno fixada nos brancos e amostras e da ndo preocupacao com os teores do padrao
interno originalmente presente nas amostras. Este método foi aplicado na
determinacao de Al, Cd, Cr, Co, Cu, Fe, Ni e Pb em amostras de enxaguante bucal,
HNOs e vinho empregando espectrometria de emissdo Optica com plasma
indutivamente acoplado (ICP OES) e na determinacéo do corante FD&C Blue N°1 em
enxaguante bucal por espectrofotometria UV-Vis. As amostras foram analisadas
também pelos métodos de adicdo de padrdo, padronizacdo interna e calibracdo
externa para fins comparativos. Nesta aplicacdo o método de adi¢édo de padréo interno
foi utilizado baseado em um gradiente de concentracdo e apresentou uma preciséo e
exatiddo superior aos métodos de calibracdo convencionais, mostrando que a unido
dos dois métodos de calibracdo se apresenta como uma ferramenta versatil para
corrigir problemas associados a efeitos de matriz, efeitos de transporte e flutuacoes
analiticas.

Virgilio e colaboradores®® avaliaram o método de adicdo de padréo interno por
gradiente de concentracdo em comparacdo aos métodos de adicdo de padréo,
padronizacao interna e calibragdo externa na determinacao de As, Cd, Cr, Cu, Fe, Mn,
Pb, Se e Zn em amostras de bebidas e alimentos por ICP OES. O método apresentou
melhores limites de detec¢cdo e quantificacio em comparacdo aos métodos
tradicionais, além de apresentar melhor precisdo (RSD < 5,0 %) e exatiddo
(recuperacoes entre 89 e 111%).

Goncalves e colaboradores® utilizaram o método de adicdo de padréo interno
por gradiente de concentragdo na determinagédo de Al, Co, Cr, Cu, Mn, Ni e Zn em
bebidas por espectrometria de emisséo Optica com plasma induzido por micro-ondas
(MIP OES). Para fins comparativos as amostras também foram analisadas pelos
métodos de adicdo de padrdo, padronizacdo interna e calibracdo externa. O método
de adi¢éo de padrao interno apresentou melhor exatiddo (90 — 99%) que os métodos
de calibragéo convencionais: adicdo de padréo (101 — 122%), padronizacao interna
(94 — 127%) e calibracao externa (95 — 123%).

Virgilio e colaboradores®! avaliaram o método de adicéo de padréo interno por

gradiente de concentracao na determinacdo de As, Cr e Ni em amostras de HNOs e



43

HCI concentrados por ICP-MS. Para fins comparativos as amostras também foram
avaliadas pelos métodos de adicdo de padrdo, padronizacdo interna e calibracédo
externa. Assim como observado nos trabalhos anteriores®->3 o0 método de adicéo de
padrdo interno apresentou precisdes e exatiddes comparaveis ou melhores que as

obtidas para os métodos convencionais para todos os elementos.
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3. OBJETIVOS

Esta tese de Doutorado teve como objetivo avaliar e implementar o método de
adicao de padrédo interno em técnicas espectroscopicas.

Avaliar o método de adi¢do de padrdo interno convencional na determinagéo
de Ca e Mg em amostras de biodiesel e urina por espectrometria de absorgcéo atbmica
em chama de alta resolu¢cdo com fonte continua (HR-CS F AAS) e na determinacéao
de ureia em urina por espectroscopia Raman.

Desenvolver e implementar o uso de sistemas em fluxo para automacéo do
método de adi¢do de padrdo interno empregando um gradiente de concentracdo em
fluxo. Avaliar o método na determinacdo de Na e K em amostras de biodiesel e urina
por espectrometria de emissdo atbmica em chama (F AES) e na determinacédo de

etanol em gasolina por espectroscopia Raman.
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4. METODO DE ADICAO DE PADRAO INTERNO: DETERMINACAO DE CALCIO E
MAGNESIO POR ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA EM CHAMA DE
ALTA RESOLUCAO COM FONTE CONTINUA

4.1 Introducéao

O biodiesel € um combustivel biodegradavel derivado de o6leo vegetal ou
gordura animal e € uma fonte de energia alternativa promissora e ecologicamente
correta para substituir combustiveis fésseis®. Entre os parametros de controle de
qualidade do biodiesel estipulado pela Agéncia Nacional do Petréleo, Gas Natural e
Biocombustiveis (ANP), a resolucdo ANP n° 14 prevé os teores maximos permitidos
de Ca e Mg®2. A presenca desses ions pode ocasionar problemas mecanicos como
corrosao de pecas e a desativacao dos catalisadores. No contexto da andlise quimica
de biodiesel, a complexidade da matriz e a dificuldade no preparo da amostra3®3
tornam dificil a tarefa de determinar essas espécies de forma simples e com preciséo
e exatidao satisfatoria.

O conhecimento da composicdo quimica da urina € importante pois fornece
informacdes relevantes sobre a satde humana. Os teores de elementos majoritarios
como Ca e Mg servem como indicativo do funcionamento do nosso organismo e
podem auxiliar no diagnéstico de doencas®. Porém a complexidade da matriz e a
variacdo da composicdo quimica entre amostras diferentes implicam em um grande
desafio analitico®.

A analise de amostras complexas como biodiesel e urina nao é uma tarefa trivial
e independente da técnica utilizada, a escolha do método de calibracdo torna-se um
ponto crucial para o sucesso da analise.

O método de adicdo de padréo interno® é uma nova estratégia de calibracdo
que possibilita corrigir problemas associados a variacbes em parametros
instrumentais e efeitos de matriz. Este método combina os principios dos métodos de
adicdo de padrao e padronizacao interna e pode ser utilizado em técnicas compativeis
com amostras liquidas e que permitam medidas simultaneas ou sequenciais rapidas.

Como a HR-CS F AAS é uma técnica de detecgdo multi-elementar sequencial

rapida e € compativel com a introdugdo de amostras liquidas, foi avaliada a
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determinacdo de Ca e Mg em amostras de biodiesel e urina empregando o método de
adicao de padrédo interno em HR-CS F AAS

4.2 Materiais e métodos

4.2.1 INSTRUMENTACAO

Todas as determinacfes foram feitas em um espectrometro de absorcdo
atdbmica em chama de alta resolucdo com fonte continua (HR-CS F AAS) ContrAA
300® Analytik Jena, equipado com queimador com caminho éptico de 100 mm. Chama
ar-acetileno foi utilizada para a atomizacéo (Figura 1). Acetileno com grau de pureza
99,7% foi utilizado como gas combustivel. A vazao otimizada de acetileno para Ca,
Sr, Mg e Mn foi de 80 L h'l. As medidas (n=7) de absorbancia foram integradas a 3
pixels nos seguintes comprimentos de onda: 422,672 nm (Ca - biodiesel), 239,855 nm
(Ca - urina), 285,212 nm (Mg - biodiesel), 202,582 nm (Mg - urina), 279,826 nm (Mn)
e 460,733 nm (Sr). A taxa de aspiracdo foi ajustada a uma vazdo de 5,0 mL minte a

altura de observacao foi fixada em 7 mm.

analytikjena

Figura 1 — Espectrdbmetro de absor¢do atbmica em chama de alta resolucdo com fonte
continua.

Fonte: autor
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As digestbes acidas dos materiais de referéncia certificados (CRM) foram
realizadas em um forno micro-ondas Multiwave 3000 (Anton Paar) equipado com rotor

de 48 posicdes e tubos de reacédo de PFA.

4.2.2 REAGENTES E SOLUCOES ANALITICAS

Todas as solucbes aquosas empregadas nos experimentos foram preparadas
com agua deionizada de alta pureza (resistividade 18,2 MQ cm) obtida a partir de um
sistema de osmose reversa Millipore Rios 5™ combinado com deionizador Millipore
Milli-Q™ academic®.

Solucdes analiticas foram preparadas por diluicdo apropriada de padrdes
espectroscopicos para absorcdo atémica 1000 mg L (SpecSol) de Ag, Bi, Ca, Co,
Cu, Fe, K, Li, Mg, Mn, Na, Sb e Sr. Todas as solu¢des foram acidificadas a 1% (V V-
1) HNOs3 (J.T. Baker).

Solugdes etanol/agua contendo diferentes teores (0 a 95% V V1) de etanol
foram preparadas a partir da diluicdo apropriada de etanol destilado.

Solucéo estoque 5% (m V1) de La foi preparada pela dissolucédo de 58,6 g de
La20s3 (Merck) em cerca de 250 mL de HCI 37% (Spectrum) e diluicdo a 1000 mL com
agua deionizada.

Para as digestdes &cidas foram utilizados HNO3s 70% (J.T. Baker) e H202 30%
V V1 (Merck).

Frascos plasticos e vidrarias foram descontaminados por imersdo em banho
10% (V V1) de Extran por 24 h, lavagem com agua deionizada, imersdo em banho
10% (V V1) HNOs por 24 h, lavagem com agua deionizada. Em seguida esses

materiais foram secos na capela e armazenados em local fechado.

4.2.3 METODOLOGIA

As amostras de biodiesel foram adquiridas junto ao Centro de Monitoramento
e Pesquisa da Qualidade de Combustiveis, Biocombustiveis, Petroleo e Derivados
(CEMPEQC, Instituo de Quimica — UNESP, Araraquara) e armazenadas em fracos de

vidro @mbar sob refrigeracéo (aproximadamente 5 °C).
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O preparo das amostras de biodiesel e do padréo certificado de biodiesel
(Conostan) consistiu em pesar aproximadamente 1,0 g de amostra diretamente em
tubo de polipropileno (Corning). O conteudo foi diluido em 5 mL de etanol destilado,
seguido da adigéo de 100 pL de HNOs concentrado, 200 pL da solugéo estoque de La
e posteriormente diluido a 10 mL com etanol53.66,

As amostras de urina foram doadas por diferentes membros do grupo de
pesquisa, essas foram acidificadas a 2% (V V) com HNOz e armazenadas em frascos
de polipropileno de alta densidade (Nalgene) sob refrigeracéo®. Aliquota de 2 mL de
urina, 300 pL de HNOs concentrado e 3 mL de solucdo estoque de La, foram
sequencialmente adicionadas a um tubo de polipropileno e este foi avolumado a 30
mL com agua deionizada.

Os materiais de referéncia certificados (CRMs) 1515 Apple Leaves, 1573a
Tomato Leaves, 1568a Rice Flour, 1567a Wheat Flour, 1549 Non-Fat Milk Powder,
8435 Whole Milk Powder, 1577b Bovine Liver e 2976 Mussel Tissue (National Institute
of Standards and Technology, NIST) foram preparados por digestdo &cida assistida
por radiacdo micro-ondas de acordo com o seguinte procedimento: aproximadamente
0,2 g de cada CRM foi precisamente pesado e transferido para os frascos do micro-
ondas. Posteriormente, aliquotas de 3,0 mL de HNOgs, 1,0 mL H202 e 2,0 mL de agua
deionizada foram adicionados e a mistura submetida a um programa de aquecimento
constituido de 5 etapas: (1) 15 min de 0 a 600 W; (2) 5 min a 600 W; (3) 15 min de
600 a 800 W; (4) 5mina 800 W e (5) 20 min a0 W (resfriamento). Apds o resfriamento,
os digeridos foram transferidos para baldes volumétricos e avolumados a 25 mL com
agua deionizada.

Os elementos Ag, Bi, Co, Cu, Fe, Li, Mn, Ni, Sb e Sr foram avaliados como
candidatos a padrdes internos para Ca e/ou Mg. Nesse sentido, avaliou-se a influéncia
da variacdo nas condi¢cdes de atomizacdo e de amostragem nas absorbancias de
todos os elementos acima.

Diferentes condicbes de atomizagcdo foram obtidas a partir da variagcdo da
estequiometria da chama. Mantendo-se a taxa de aspiracdo e altura de observacao
constantes, variou-se a vazdo de acetileno entre 40 e 120 L h'%; em cada situacgéo,
mediu-se a absorbancia de uma solugdo multielementar contendo 0,05 mg L* Mg; 0,1
mg LK, Li, Na; 0,2 mg L*Mn; 0,5 mg L Cu, Ni; 0,75 mg Lt Co; 1 mg L' Ag, Bi, Ca,
Fe, Sb, Sr. Diferentes taxas de amostragem foram obtidas por meio do preparo de
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solugbes contendo diferentes propor¢cdes etanol:agua. Seis  solucdes
multielementares (0,05 mg L* Mg; 0,1 mg LK, Li, Na; 0,2 mg L"*Mn; 0,5 mg L Cu,
Ni; 0,75 mg Lt Co; 1 mg L't Ag, Bi, Ca, Fe, Sb, Sr) foram preparadas em meio de 1%
(V V1) HNO:3 e diferentes teores de etanol (0, 20, 40, 60, 80 e 95% V V1),

Os intervalos de resposta linear visando determinacdes de altas e baixas
concentracbes de Ca e Mg foram obtidos por meio da construcdo de curvas de
resposta em suas linhas priméarias (Ca: 422,672 nm; Mg: 285,212 nm) e secundarias
(Ca: 239,855 nm; Mg: 202,582 nm), sendo os intervalos de concentracdes estudados
de 1 a 10000 ug L e de 0,5 a 100 mg L, respectivamente. Os intervalos de resposta
linear para os padrdes internos Mn (279,826 nm) e Sr (460,733 nm) foram obtidos por
meio da construcdo de curvas de resposta de 1 a 10000 pg L.

A influéncia da concentracéo do modificador La na minimizacéo da interferéncia
de fosfato, foi avaliada no intervalo de 0,1 a 2% (m V1) nas determinagées de Ca e
Mg em amostras de biodiesel e urina.

Considerando que as amostras podem vir/ ou ndo a conter a presenca do
padréo interno em sua composicéao foi avaliado o desempenho do método de adicéo
de padrédo interno, frente a uma amostra de biodiesel enriquecida com diferentes
concentracbes dos padrdes internos (Mn e Sr). Para isso foram preparadas vinte
solugdes contendo aproximadamente 1,0 g de biodiesel cada. Estas solu¢des foram
divididas em quatro grupos (G1-G4, Figura 2), sendo que cada conjunto de solucbes
foi preparado de modo a conter 0,5 mg L*Ca+ 0,05 mg L*Mg + 0 mg L*Sr, Mn (G1),
0,1 mg L*de Sr+ 0,05 mgL*de Mn (G2), 0,25 mg L*de Sr+ 0,12 mg L de Mn (G3)
e 0,5 mg Ltde Sr + 0,25 mg L de Mn (G4). A cada grupo foram adicionadas
guantidades crescentes de Ca, Sr, Mg e Mn de modo a preparar solucdes (P1-P5)
contendo: 0 mg L Ca, Sr, Mg, Mn (P1); 0,10 mg L Ca, Sr + 0,01 mg L* Mg + 0,05
mg Lt Mn (P2); 0,250 mg L Ca, Sr + 0,025 mg L* Mg + 0,125 mg L* Mn (P3); 0,40
mg L Ca, Sr+ 0,04 mg L* Mg + 0,20 mg L' Mn (P4); 0,50 mg L Ca, Sr + 0,05 mg
Lt Mg + 0,25 mg Lt Mn (P5). As curvas de adicéo de padréo interno foram construidas

para cada grupo e as recuperacoes de Ca e Mg foram calculadas.
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Figura 2 - Esquema do preparo das amostras para avaliar o desempenho do método de
adicdo de padrao interno contendo diferentes niveis de enriquecimento de Sr e Mn.

Fonte: autor

ApoOs as otimizacdes do método de adicdo de padréo interno, Ca e Mg foram
determinados em cinco amostras de biodiesel e cinco amostras de urina.

A exatidao da estratégia de calibracdo foi avaliada por meio da analise de nove
CRMs e testes de adicao e recuperacdo nas amostras de biodiesel e urina. Para os
testes de adicao e recuperacao aliquotas apropriadas de solu¢cdes padréo de Ca e Mg
foram adicionadas as amostras de modo a conter 0,2 mg L* Ca em biodiesel; 5,0 mg
L't Ca em urina; 0,1 mg L** Mg em biodiesel; 2,5 mg L Mg em urina.

Para fins comparativos, todas as amostras e CRMs foram também analisadas
empregando os métodos de adicdo de padrdo, calibracdo externa e padronizacéo

interna.

4.2.3.1 Determinacéao de Ca e Mg em biodiesel

O procedimento do método de adigdo de padrdo interno para determinar Ca e
Mg envolveu o preparo de seis solugdes a partir de uma amostra: a cada um dos tubos
de polipropileno foram adicionados 1,0 g de biodiesel, 5 mL de etanol, 100 pL de
HNOs, 200 pL da solucéo de La, e quantidades apropriadas dos padrdes de Ca, Mg,

Mn e Sr para que, apés diluicdo a 10 mL com etanol, fossem produzidas solu¢des
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contendo 0,1 - 0,5 mg L Ca, Sr + 0,01 - 0,05 mg L* Mg + 0,05 - 0,25 mg L* Mn. As
curvas de adigc&o de padrédo interno foram construidas graficamente a partir das razdes
das absorbancias A“¥/AS" e AMI/AMN versus o inverso das concentracdes dos padrées
internos.

No método de adi¢cdo de padrédo, o procedimento envolveu o preparo de seis
solugbes a partir de cada amostra: a cada um dos tubos de polipropileno foram
adicionados 1,0 g de biodiesel, 5 mL de etanol, 100 uL de HNOs3, 200 pL da solucéo
de La, e quantidades apropriadas dos padrdes de Ca e Mg para que, apos diluicdo a
10 mL com etanol, fossem produzidas solugées contendo 0,1 - 0,5 mg L* Cae 0,01 -
0,05 mg L't Mg.

As calibracdes externas foram feitas a partir de solu¢des analiticas em um
intervalo de 0,1 a1 mg L' Ca e 0,01 a 0,1 mg L* Mg. Todas as solucdes foram
preparadas em meio de 1% (V V1) HNOs3 e 0,1% (m V1) La.

A calibragdo por padronizagcdo interna, envolveu o preparo de brancos,
solucdes analiticas (0,1 a 1 mg L*Ca; 0,01 a 0,1 mg L* Mg) e amostras de modo a
conter 1% (V V1) HNOz + 0,1% (m V1) La + 0,25 mg L't Mn + 0,5 mg L™* Sr. As curvas
de calibracdo foram construidas utilizando a razdo das absorbancias A¥/AST e AMg/AMN
versus [Ca] e [Mg], respectivamente.

4.2.3.2 Determinacdo de Ca e Mg em urina

O procedimento do método de adicdo de padrado interno para determinar Ca e
Mg envolveu o preparo de seis solugdes a partir de uma amostra: a cada um dos tubos
de polipropileno foram adicionados 2,0 mL de urina, 300 pL de HNOs, 3,0 mL da
solugéo de La, e quantidades apropriadas dos padrbes de Ca, Mg, Mn e Sr para que,
apos diluicdo a 30 mL com agua deionizada, fossem produzidas solu¢gdes contendo 5
-20mgL*Ca+0,1-04mgL*Sr+1-10mgL*Mg+0,5-5mgL™*Mn.As curvas
de adicdo de padréo interno foram construidas graficamente a partir das razdes das
absorbancias A“¥/AS" e AMI/AMM versus o inverso das concentragées dos padrdes
internos.

No método de adicdo de padrdo, o procedimento envolveu o preparo de seis
solugbes a partir de cada amostra: a cada um dos tubos de polipropileno foram

adicionados 2,0 mL de urina, 300 pL de HNOs, 3,0 mL da solucao de La, e quantidades
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apropriadas dos padrbes de Ca e Mg para que, apOs diluicdo a 30 mL agua
deionizada, fossem produzidas solucdes contendo 5 -20 mgL* Cae 1-10mgL?
Mg.

As calibracOes externas foram feitas a partir de solucbes analiticas em um
intervalode 5a20mgL*Cae 1a20mgL?!Mg. Todas as soluces foram preparadas
em meio de 1% (V V1) HNOsz e 0,5% (m V) La.

A calibracdo por padronizacdo interna, envolveu o preparo de brancos,
solucdes analiticas (5a20 mg L1 Ca; 1 a 20 mg L't Mg) e amostras de modo a conter
1% (V V1) HNO3 + 0,5% (m VY) La + 0,25 mg L* Mn + 0,5 mg L Sr. As curvas de
calibracédo foram construidas utilizando a razdo das absorbancias AC3/AS" e AMI/AMN

versus [Ca] e [Mg], respectivamente.

4.3 Resultados e discussao

4.3.1 SELECAO DOS PADROES INTERNOS

Os elementos Ag, Bi, Co, Cu, Fe, Li, Mn, Ni, Sb e Sr foram avaliados como
candidatos a padrdes internos para Ca e/ou Mg. O critério de selecdo utilizado foi
avaliar o comportamento desses elementos frente as variacdes nas condi¢cbes de
atomizacdo e de amostragem. Dentre os elementos estudados como candidatos a
padrdes internos, sdo apresentados apenas os resultados associados aos de melhor
desempenho (Sr e Mn).

O elemento que apresentou um comportamento mais préximo ao do Ca foi o
Sr67.68 A influéncia da variacdo da vazdo de acetileno nas absorbancias de Cae Sre
na razao das absorbancias esta apresentada na Figura 3. Observa-se na figura que
as absorbancias dos dois elementos sao afetadas de modo semelhante (aumento
gradativo) com a mudanca da estequiometria da chama (chama mais redutora), sendo
esta afirmacdo evidenciado pelo uso das razbes das absorbéncias, onde o sinal
permanece praticamente constante. Esse efeito pode ser explicado em termos de
mecanismos de atomizacdo, uma vez que ambos sdo atomizados preferencialmente
via 6xido e as suas energias de dissociacdo sdo bem préoximas: 363,3 + 50 kJ mol?
(CaO) e 426,3 + 6,3 kJ mol? (SrO)®9,
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Figura 3 - Influéncia da vazdo de acetileno nas absorbancias Ca (-m-) e Sr (-e-) e na razéo
das absorbancias de Ca/Sr (-m-).

Fonte: autor

O uso do etanol como diluente do biodiesel — estratégia adotada como preparo
das amostras — embora seja uma alternativa mais barata e segura que o xileno836,
pode causar efeitos de transporte e constituir em uma fonte de erro. Nesse sentido
avaliou-se a influéncia da variacdo do teor de etanol nas absorbancias de Ca e Sr
(Figura 4). Andlise da figura revela que ambos os elementos sofrem um acréscimo em
suas absorbéancias atribuido ao aumento da temperatura da chama e pela diminuicao
da tensao superficial da solucdo. O aumento da temperatura da chama em presenca
de etanol aumenta a taxa de atomizacdo de Ca e Sr; e a diminuicdo da tenséo
superficial da solucao facilita a nebulizacdo da mesma, aumentado a populacdo de
atomos de Ca e Sr na chama’®. Com o aumento dos teores de etanol, ocorre também
um aumento na viscosidade da solucdo, reduzindo a taxa de aspiracdo do
nebulizador’. Porém, os efeitos do aumento da temperatura da chama e da
diminuicdo da tensdo superficial suplantam esse efeito, cujo resultado liquido é o
aumento nas absorbéncias dos elementos com o aumento dos teores de etanol. Este
aumento nas absorbancias ocorre de modo semelhante para ambos elementos, sendo
este comportamento melhor expresso por meio da razdo das absorbancias que

permanecem praticamente constante.
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Figura 4 - Influéncia do teor de etanol nas absorbancias Ca (-m-) e Sr (-e-) e na razéo das
absorbancias de Ca/Sr (-m-).

Fonte: autor

O elemento que apresentou comportamento mais semelhante ao do Mg foi o
Mn, como pode ser observado na Figura 5. Analise da figura mostra que com a
variacdo na vazao de acetileno ambos elementos tem um acréscimo acentuado na
absorbancia até uma vazdo de 80 L h'l, seguido de um pequeno aumento nas
absorbancias até 120 L h't. O uso da padronizagdo minimiza as variagées na vazao
de acetileno entre 40 e 80 L h, como pode ser observado nas razdes das
absorbéancias. Assim como para Ca e Sr, esse comportamento também pode ser
explicado em termos de mecanismos de atomizagdo, uma vez que ambos Ssao
atomizados preferencialmente via O0xido e as suas energias de dissociacdo sao
préximas 358,2 + 7,2 kJ mol! (MgO) e 362 + 25 kJ mol* (MnO)®°.
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Figura 5 - Influéncia da vazao de acetileno nas absorbéncias Mg (-m-) e Mn (-e-) e na razéo
das absorbancias de Mg/Mn (-m-).

Fonte: autor

A influéncia da variacdo do teor de etanol nas absorbancias de Mg e Mn estdo
ilustradas na Figura 6. Anadlise dessa figura revela que incialmente ambos os
elementos sofrem um decréscimo em suas absorbancias até 40% V V! de etanol,
devido ao aumento na viscosidade da solucado, reduzindo a taxa de aspiracdo do
nebulizador®’. Em seguida ha um aumento gradativo nas absorbancias em solucdes
maiores que 40% V V-1 de etanol, causados pelo aumento da temperatura da chama
e da diminuicdo da tensdo superficial®®. No entanto, quando utilizado as razdes das
absorbéancias de Mg e Mn, observa-se que o sinal permanece praticamente constante,
indicando que a padronizagédo interna pode corrigir efeitos causados por variagées na

concentragéo de etanol da solugéo.
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Figura 6 - Influéncia do teor de etanol nas absorbancias Mg (-m-) e Mn (-e-) e na razédo das
absorbéncias de Mg/Mn (-m-).

Fonte: autor

Tanto nas varia¢des da composicdo da chama quanto no teor de etanol, Ca/Sr
e Mg/Mn foram influenciados de modo semelhante, o que demonstra que Sr e Mn

pode ser bons padrdes internos nas determinagdes de Ca e Mg, respectivamente.
4.3.2 INTERVALO DE RESPOSTA LINEAR

Tendo em vista os teores médios de Ca e Mg usualmente encontrados em
amostras de biodiesel®'%? e de urina®, foi necessario estabelecer os intervalos de
resposta linear para esses analitos em suas linhas primarias e secundarias visando
as determinacfes em baixas (biodiesel) e altas (urina) concentragcdes. Como 0
fundamento tedrico do método de adicdo de padréo interno prevé variagcdes nas
concentracbes do padrdo interno e do(s) analito(s), torna-se necessario conhecer
também os intervalos de resposta linear para o(s) padrdo(des) interno(s). Os
intervalos de resposta linear para Ca, Mg, Mn e Sr e os limites de deteccéo (LD) e
quantificacdo (LQ) associados as linhas selecionadas séo apresentados na Tabela 1.

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram calculados utilizando 3 e 10 vezes o
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desvio padrao de 10 brancos independentes dividido pelos coeficientes angulares das
curvas, respectivamente.

Tabela 1 - Intervalos de resposta linear e principais parametros analiticos para Ca, Mg, Mn e
Sr.

Elemento Linha/ (nm) Intervalo linear/ LD/ (ug L) LQ/ (ug L)

(Mg L™
Ca 422,672 21 — 2500 6 21
Ca 239,855 2000 - 100000 600 2000
Mg 285,212 2,8 — 500 0,8 2,8
Mg 202,582 200 - 20000 60 200
Mn 279,826 6,3 — 5000 1,9 6,3
Sr 460,733 26 — 5000 8 26

Fonte: autor

4.3.3 OTIMIZACAO DA CONCENTRACAO DE LANTANIO

O Ca presente nas amostras de biodiesel e urina em presenca de fosfato tende
a formar Cas(POa)2. A energia fornecida pela chama ar-acetileno néo é suficiente para
que haja a quebra das ligacdes deste composto refratario. Para minimizar ou eliminar
esse tipo de interferéncia, La € comumente utilizado porque forma ligagbes mais
estaveis com o ion fosfato, liberando o Ca para ser atomizado’?. Devido a presenca
de fosfato nas amostras de biodiesel e urina, a concentracéo de La foi otimizada. Para
isso, duas amostras de biodiesel (Figura 7A) e de urina (Figura 7B) foram preparadas
em diferentes quantidades de La (0,1 — 2% m V-1). Andlise da Figura 6A revela que
apenas 0,1% (m V1) de La foi suficiente para eliminar tal interferéncia em virtude das
baixas concentracoes de fosfato usualmente presentes em biodiesel. Em relagéo as
amostras de urina, a presenca de 0,5% (m V1) La (Figura 7B) foi suficiente para
minimizar a interferéncia de fosfato. A presenca de La ndo exerceu nenhuma

influéncia nas medidas de absorbancia do Mg.



58

0,012
0,009
< 0,006 -
o
<
0,003
A
05000 L] L] L] L] L]
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
La/ (% m V™)
0,0060
0,0045 4
[4o]
0,0030
e
0,0015
B
0,0000 T T T T
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0

La/ (% m V7)

Figura 7 - Otimizac&o da concentracdo de La em A) amostras de biodiesel: (-m-) biodiesel 4
(-e-) biodiesel 5 e B) amostras de urina: (-m-) urina 2 (-e-) urina 4.

Fonte: autor

434 INFLUENCIA DA CONCENTRAGCAO DO PADRAO INTERNO NO
DESEMPENHO DO METODO DE ADIGAO DE PADRAO INTERNO

Os elementos utilizados como padrdes internos podem estar ou nao presentes
naturalmente nas amostras originais. Sabe-se que variagbes significativas nas
concentracbes do padrédo interno afetam de modo substancial o desempenho da

padronizacdo interna (convencional). Assim, foi feito um estudo para avaliar a
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influéncia da variagdo da concentracdo do Sr e Mn no desempenho do método de
adicdo de padréo interno. Vinte solugbes foram preparadas e divididas em quatro
grupos (G1 - G4). As solucdes foram preparadas de modo a conter: 0,5 mg L1 Ca +
0,05mgL*Mg+0mgL?*Sr,Mn(G1);0,5mgL*Ca+0,06mgL*Mg+0,1mgLde
Sr + 0,05 mg L* de Mn (G2); 0,5 mg L' Ca + 0,05 mg Lt Mg + 0,25 mg L*de Sr +
0,12 mg Lt de Mn (G3); 0,5 mg L*Ca + 0,05 mgL*Mg + 0,5 mg L*de Sr+ 0,25 mg
Lt de Mn (G4). A cada grupo foram adicionadas quantidades crescentes de Ca, Sr,
Mg e Mn visando a calibracdo com cinco solucgées (P1 - P5) contendo O mg L Ca, Sr,
Mg, Mn (P1); 0,10 mg Lt Ca, Sr + 0,01 mg L't Mg + 0,05 mg L* Mn (P2); 0,250 mg L"
1 Ca, Sr+ 0,025 mg L't Mg + 0,125 mg L* Mn (P3); 0,40 mg L Ca, Sr+ 0,04 mg L*
Mg + 0,20 mg Lt Mn (P4); 0,50 mg Lt Ca, Sr+ 0,05 mg L't Mg + 0,25 mg L't Mn (P5).

As absorbancias de Sr (Fig 8A) e Mn (Fig. 9A) correspondentes a solucédo P1
foram utilizadas como branco analitico, e foram utilizadas para corrigir as
absorbéancias das demais solugoes P2 — P5 (Fig. 8B e 9B) para cada um dos grupos.
As absorbancias correspondentes ao Sr e Mn naturalmente presentes nas amostras
(branco) devem ser subtraidas. Caso contrario, a real concentracdo do padrao interno
ndo é conhecida e os parametros 1/[Sr] ou 1/[Mn] ndo refletirdo as quantidades
adicionadas dos padrdes internos. Quando se fez essa corre¢do, as curvas
representadas nas Figuras 8B, 8C, 9B e 9C deveriam, em principio, serem totalmente
sobrepostas. Andlise destas figuras revelam uma pequena variacdo em Seus
coeficientes angulares. Essas variacdes ndo afetaram a exatidao porgue esta ao nivel
dos erros obtidos nas medidas de absorcao atbmica desses elementos em amostras
de biodiesel. A partir das absorbancias liquidas (descontadas do branco), foram
construidos os seguintes graficos: A¥/AS" vs 1/[Sr] (Fig. 8C) e AMI/AMn ys 1/[Mn] (Fig.
9C). Pode-se observar que as curvas obtidas proporcionaram boas recuperagdes: 87
- 98% para Ca; 90 - 112% para Mg (Tabela 2), considerando que para estas
concentracdes sdo aceitaveis recuperacées entre 80 e 110%73. Esse estudo indica
gue o padrao interno, mesmo que presente naturalmente na amostra, ndo exerce
influéncia significativa na exatiddo do método. Contudo, deve ser realcado que a
concentracdo total (concentracdo do padrdo interno presente na amostra +
concentracdo do padrdo interno adicionado), deve estar dentro do intervalo de

resposta linear do elemento.
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Figura 8 - Influéncia de diferentes concentracées de Sr na determinacao de Ca pelo método
de adicao de padrdo interno. A) absorbancias referentes as adicées de Sra G1 (-m-), G2 (-e-
), G3(- A-) e G4(- ¥V-), B) absorbancias descontadas referente as adicbes de Sr a G1-G4, C)
curvas da adicdo de padrdo interno para Ca utlizando os valores das absorbéncias
descontadas de Sr.

Fonte: autor
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descontadas de Mn.

Fonte: autor
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Tabela 2 — Recuperacdes (%) obtidas para Ca e Mg ha auséncia e na presenca de diferentes
concentracdes dos padrdes internos.

Amostra de biodiesel Ca Mg
OmgLtSr+0mgL?!Mn 95 90
0,1mgL*Sr+0,05mgL*!Mn 87 112
0,25mg L1Sr+0,12mgL*Mn 98 100
0,5mgLtSr+0,25mgL*!Mn 93 97

Fonte: autor

4.3.5 DETERMINACAO DE CALCIO E MAGNESIO

4.3.5.1 Materiais de referéncia certificados

ApoOs a otimizacdo do método de adicdo de padréo interno sua exatidao foi
avaliada por meio da analise de oito materiais de referéncia certificados e um padréao
de biodiesel certificado. Para fins comparativos, os analitos foram também
determinados nestes CRMs empregando os métodos de calibracdo externa, adicéo
de padrao e padronizacéo interna.

Os resultados das determinac6es de Ca e Mg nos materiais de referéncia

certificados séo apresentados nas Tabelas 3 e 4.
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Tabela 3 - Resultados (% m m?) da determinacdo (n=3) de Ca em CRMs empregando os métodos de
calibracdo externa, padronizacao interna, adi¢cdo de padréo e adicdo de padrdo interno.

Amostras Valor Calibracdo Padronizacdo  Adicéao de Adicao de
Certificado externa interna padréo padréo
interno
Biodiesel 25" 6,29+0,20* 2,71+0,18* 291+0,10* 2,53+0,13*
Bovine Liver 116 +4~ 155+43* 135+21* 119+11* 125+6*
Mussel Tissue 0,76 £ 0,03 0,99 + 0,09 0,82 + 0,06 0,66 + 0,06 0,85+ 0,07
Non Fat Milk
1,30 £ 0,05 1,70 £ 0,25 1,52 £ 0,16 1,40 £ 0,20 1,25+ 0,15
Powder
Whole Milk
0,922 + 0,049 1,130+0,099 1,087 +0,078 1,052+0,115 1,040,100
Powder
Rice Flour 0,0118 £ 0,0112 £ 0,0120 0,0107 + 0,0110 £
0,0006 0,0012 0,001 0,0006 0,0006
Wheat Flour 0,0191 0,0210 £ 0,0199 + 0,0165 + 0,0189
0,0004 0,0031 0,0026 0,0005 0,0010
Tomato
5,05+ 0,09 6,13+ 0,44 5,26 £ 0,28 5,18 £ 0,09 519+0,13
Leaves
Apple Leaves 1,526 £0,015 2,11 +£0,25 1,70£ 0,19 1,535 +0,092 1,585 £ 0,050

* Valores expressos em mg Kg?

Fonte: autor
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Tabela 4 - Resultados (% m m™?) da determinagdo (n=3) de Mg em CRMs empregando os métodos de
calibracdo externa, padronizacao interna, adi¢cdo de padréo e adicdo de padrao interno.

Amostras Valor Calibracdo Padronizacdo  Adicéao de Adicao de
Certificado externa interna padréo padréo
interno
Biodiesel 2,5* 2,86 £0,10* 246+0,21* 281+0,15* 260+0,15*
Bovine Liver 601 +28* 582 + 35* 631 +21* 674 +37* 648 + 25*

Mussel Tissue 0,53 £ 0,05 0,48 £ 0,03 0,46 + 0,02 0,50 £ 0,03 0,58 £ 0,03
Non Fat Milk
Powder
Whole Milk
Powder
Rice Flour 0,056 £ 0,002 0,047 £0,006 0,042 +0,005 0,056 0,005 0,054 +0,005
Wheat Flour 0,040 + 0,002 0,035+0,004 0,035+0,003 0,050+0,005 0,046 0,004

Tomato

0,120 £ 0,003 0,110+0,014 0,133+0,011 0,138 +0,015 0,130 £ 0,005

814 +76* 81574~ 881+65* 1009 + 71 * 906 +42*

1,2 1,17 + 0,08 0,88 + 0,04 1,18 + 0,03 1,21 £ 0,08
Leaves

Apple Leaves 0,271 £0,008 0,286 + 0,027 0,269 +0,021 0,282 +£0,045 0,291 + 0,024

* Valores expressos em mg Kg?

Fonte: autor

A analise destes resultados mostra que para a calibracéo externa os resultados
obtidos para Ca nos CRMS Whole Milk Powder e Mussel Tissue, e para Ca e Mg em
biodiesel ndo foram concordantes com os valores certificados a nivel de 95% de
confianca de acordo com o teste t de Student. Para o biodiesel a concentracdo de Ca
determinada foi aproximadamente 2,5 vezes maior que o Vvalor certificado,
provavelmente devido ao aumento da sensibilidade causado pelo aumento da
temperatura da chama, uma vez que o etanol é utilizado como diluente da amostra.
Ja a concentracdo de Mg é apenas 1,14 vezes maior que o valor certificado,
provavelmente porque o aumento da sensibilidade do Mg é suplantado pela
diminuicdo da taxa de aspiracdo causada pelo aumento da viscosidade da amostra.

Para a padronizacdo interna, todos os valores determinados para Ca foram
concordantes ao nivel de 95% de confianca (teste t Student). Para Mg apenas trés
CRMs apresentaram concentracdes menores que os valores certificados. Esses

valores subestimados ocorreram provavelmente por causa da presenca de Mn
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(padréo interno) na composicdo das amostras: Mussel Tissue (25 pg L2 Mn, 87% de
recuperacao), Rice Flour (53 pg L' Mn, 75% de recuperacgéo) e Tomato Leaves (98
ug L't Mn, 73% de recuperacéo).

Os valores das concentracdes de Ca e Mg determinadas empregando o método
de adicdo de padrdao foram proximos aos valores certificados. No entanto, alguns
resultados (Ca em biodiesel e Wheat Flour, e Mg em Whole Milk Powder) ndo foram
concordantes ao nivel de 95% de confianca (teste t Student). Estes resultados nao
concordantes podem ter ocorridos provavelmente devido 0 excessivo manuseio no
preparo das solucdes, o que torna o método de adicdo de padrdo mais suscetivel a
erros aleatérios.

Para o método de adicédo de padréo interno, todos os valores obtidos para Ca
e Mg foram concordantes ao nivel de 95% de confianca de acordo com o teste t de
Student. Os desvios padrdes relativos (RSDs) foram de 6% para Ca e Mg, sendo
estes, melhores que os calculados para calibracdo externa (12% Ca e 9% Mg),
padronizacao interna (9% Ca e 7% Mg) e adicdo de padrédo (7% Ca e 8% Mg). Os
efeitos negativos na precisdo e exatiddo causados por erros aleatérios, flutuacdes
analiticas, parametros fisicos quimicos (composi¢cdo da chama, taxa de aspiracao) e
devido a presenca de Mn na composicdo das amostras sdo minimizados pela
combinacdo da padronizacédo interna com a adi¢do de padrdo no método de adicdo

de padrao interno.

4.3.5.2 Biodiesel

O método de adicdo de padrao interno foi aplicado na determinacdo de Ca e
Mg em cinco amostras de biodiesel. Para fins comparativos, os analitos também foram
determinados nestas amostras empregando a calibracao externa, a adicao de padrao
e a padronizacéo interna.

Os resultados da determinacdo de Ca e Mg sao apresentados nas Tabelas 5 e
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Tabela 5 - Resultados (mg kg?) da determinagdo de Ca em biodiesel empregando os métodos
de calibracdo externa, padroniza¢ao interna, adicdo de padréo e adicdo de padrao interno.

Amostras Calibracdo Padronizacdo Adicao de Adicao de
Externa Interna padréo padréo interno
Biodiesel 1 1,59 + 0,44 0,70+ 0,01 0,77 £ 0,06 0,69 + 0,03
Biodiesel 2 2,34 + 0,56 1,00+ 0,11 1,15+ 0,04 1,13+0,04
Biodiesel 3 2,33+ 0,70 1,01+£0,16 1,19 £ 0,15 1,05+0,10
Biodiesel 4 2,80 £+ 0,28 1,17+ 0,13 1,28 +0,13 1,20 + 0,04
Biodiesel 5 3,22 £ 0,23 1,39+0,14 1,57+0,11 1,46 + 0,06

Fonte: autor

Tabela 6 - Resultados (mg kg ) da determinacéo de Mg em biodiesel empregando os métodos
de calibracdo externa, padronizagdo interna, adicdo de padréo e adi¢cdo de padrdo interno.

Amostras Calibracdo Padronizacdo  Adicédo de Adicao de
Externa Interna padréo padréo interno
Biodiesel 1 < 0,05 < 0,05 <0,05 <0,05
Biodiesel 2 < 0,05 < 0,05 < 0,05 <0,05
Biodiesel 3 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
Biodiesel 4 0,128 + 0,004 0,108 + 0,003 0,120 + 0,007 0,110 £ 0,002
Biodiesel 5 0,125+ 0,016 0,112 +0,003 0,121 + 0,006 0,116 + 0,004

Fonte: autor

A andlise das tabelas revela que os valores das concentraces de Ca e Mg
seguem a mesma tendéncia observada para o padrdo certificado de biodiesel. Os
valores obtidos pelo método de adicédo de padrao interno foram concordantes ao nivel
de 95% de confianca (teste t pareado) com os valores obtidos pelos métodos de
adicdo de padrao e padronizagao interna. No entanto, os resultados obtidos para a
calibracdo externa foram estatisticamente diferentes dos resultados obtidos pelos
outros métodos de calibracéo.

As concentracdes de Ca e Mg determinadas nas amostras de biodiesel
estavam dentro dos limites permitidos pela ANP (somatoria das concentracdes de Ca
e Mg < 5mg kg1)%2.

Os desempenhos dos métodos foram também avaliados por meio de testes de

adicao e recuperacdo dos analitos. Aliquotas apropriadas de solucbes padréo de Ca
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e Mg foram adicionadas nas amostras de biodiesel de modo a conter 0,2 mg L' Ca e
0,1 mg L Mg.

As recuperacoes obtidas para Ca e Mg podem ser observadas nas Tabelas 7
e 8.

Tabela 7 - Resultados (%) dos testes de adicdo e recuperacdo para Ca em biodiesel
empregando os métodos de calibracdo externa, padronizacdo interna, adicdo de padréo e
adicdo de padrdo interno.

Amostras Calibracdo Padronizacdo Adicao de Adicao de
Externa Interna padréo padrédo interno
Biodiesel 1 234 + 27 102+ 11 107+ 9 94 +2
Biodiesel 2 220 + 28 107 £ 15 97 +5 99+3
Biodiesel 3 291 +21 112 +£11 121 +8 93+2
Biodiesel 4 219+11 101 £5 127 £ 6 1094
Biodiesel 5 283+ 76 100 £ 10 127 + 10 109 +5

Fonte: autor

Tabela 8 - Resultados (%) dos testes de adicdo e recuperacdo para Mg em biodiesel
empregando os métodos de calibracdo externa, padronizacdo interna, adicdo de padréo e
adicdo de padrdo interno.

Amostras Calibracdo Padronizacdo Adicao de Adicao de
Externa Interna padréo padrédo interno
Biodiesel 1 1115 1004 111 +£2 1005
Biodiesel 2 119+8 98+2 115+ 2 105+ 2
Biodiesel 3 116+ 7 105+3 108 £ 15 105+1
Biodiesel 4 113 +5 100+ 2 113+2 103+ 2
Biodiesel 5 1207 104 £3 106 £ 17 106 £ 6

Fonte: autor

As recuperacOes obtidas para Ca e Mg seguem a mesma tendéncia
observadas para as amostras de biodiesel e padrdo de biodiesel certificado. As
melhores exatid6es foram obtidas com os métodos de adi¢do de padréo interno (93 —
109% Ca e 100 — 106% Mg) e padronizacgéo interna (100 — 112% Ca e 98 — 105%
Mg), seguido do método de adicdo de padréo (97 -127% Ca e 106 — 115% Mg) e
calibracdo externa (219 - 291% Ca e 111 - 120% Mg).
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4.3.5.3 Urina

Por fim o0 método de adicdo de padrao interno foi empregado na determinacéo

de Ca e Mg em cinco amostras de urina.
Os resultados obtidos séo apresentados nas Tabelas 9 e 10, respectivamente.
Tabela 9 - Resultados (mg L) da determinacdo (n=3) de Ca em urina empregando 0s

métodos de calibracdo externa, padronizacao interna, adicdo de padréo e adicao de padrédo
interno.

Amostras  Calibracdo Padronizagcdo Adicao de Adicao de
Externa Interna padréo padrédo interno
Urina 1 142 £ 10 140+ 7 1525 1504
Urina 2 91+3 90+2 91+4 86 +4
Urina 3 63+ 3 64 +3 67 +2 70+4
Urina 4 94 +3 95+5 96 + 3 92+3
Urina 5 158 £ 10 1654 156 £ 3 1574

Fonte: autor

Tabela 10 - Resultados (mg L) da determinagdo (n=3) de Mg em urina empregando 0s
métodos de calibragdo externa, padronizacéo interna, adicdo de padréo e adi¢do de padrao
interno.

Amostras Calibracdo Padronizagcdo Adicao de Adicao de
Externa Interna padréo padrédo interno
Urina 1 131+ 4 133+3 126 + 3 127 +3
Urina 2 761 78+1 813 75+2
Urina 3 80+3 82+4 792 75+ 3
Urina 4 113+ 4 111 +3 116 £ 2 117 £ 4
Urina 5 75+ 3 76+ 2 76+ 3 72+3

Fonte: autor

As concentracdes obtidas para Ca e Mg variaram de 72a 133 mg L' e de 63 a
165 mg L1, respectivamente. Os valores obtidos pelos métodos de calibragcéo externa,
padronizacdo interna, adicdo de padrdo e adicdo de padrdo interno foram
concordantes entre si ao nivel de 95% de confianca (teste t pareado). Boas precisdes
(RSD) foram obtidas para todos métodos: calibracdo externa (1 a 7%), padronizagéo

interna (1 a 5%), adicdo de padréo (2 a 5%) e adicédo de padréo interno (2 a 6%).
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O desempenho dos métodos foi também avaliado por meio de testes de adicédo
e recuperacdo dos analitos empregando calibracdo externa, padronizagao interna,
adicao de padrao e adicao de padrao interno. Aliquotas de solucdes padrbes de Ca e
Mg foram adicionadas as amostras de modo a conter 5,0 mg L't Ca + 2,5 mg L Mg.

As recuperacodes obtidas para Ca e Mg podem ser observadas nas Tabelas 11
e 12, respectivamente.

Tabela 11 - Resultados (%) dos testes de adicdo e recuperacdo para Ca em urina
empregando os métodos de calibracdo externa, padronizacao interna, adicdo de padrédo e
adicdo de padrao interno.

Amostras Calibracdo Padronizacdo Adicao de Adicao de
Externa Interna padréo padrédo interno
Urina 1 83+8 84+5 102 +7 93+4
Urina 2 97 +7 96 +2 99 + 10 101+2
Urina 3 93+5 98+5 110+8 108 + 4
Urina 4 98+8 105+ 4 99+9 96 +5
Urina 5 101 +10 905 92+5 108 +2

Fonte: autor

Tabela 12 - Resultados (%) dos testes de adicdo e recuperacdo para Mg em urina
empregando os métodos de calibracdo externa, padronizacdo interna, adicdo de padréo e
adicdo de padrao interno.

Amostras  Calibracdo Padronizacdo Adicao de Adicao de
Externa Interna padréo padrédo interno
Urina 1 1056 98+4 110+ 8 116 £5
Urina 2 108 +4 101 £3 110+ 10 104 £4
Urina 3 105+8 108 +5 109+9 94 +5
Urina 4 93+5 96 +5 107 £ 7 109+ 2
Urina 5 107 £5 108+ 3 98 +7 99 +4

Fonte: autor

De uma forma geral as recuperacdes de Ca e Mg foram satisfatérias (entre 80
— 110%)7® para todos os métodos de calibracéo: calibracdo externa (83 - 101% Ca e
93 - 108% Mg), padronizacao interna (84 - 105% Ca e 96 - 108% Mg), adicdo de
padrao (92 - 110% Ca e 98 - 110% Mg) e adicéo de padréo interna (93 - 108% Ca e
94 - 116% Mg).
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Como Ca e Mg estéo presentes em altas concentracdes em amostras de urina,
foram utilizadas linhas secundarias de menor sensibilidade para as determinacdes.
No entanto, a linha menos sensivel do Mg medida a 202,582 nm proporcionou
calibracéo de 0,2 a 20 mg L. E a linha do Ca em 239,855 nm permitiu calibracéo de
2 a 100 mg L. Estes intervalos de concentracées exigiram diluicbes das amostras da
ordem de 10 a 15 vezes. Com estas diluices os efeitos de matriz e/ou transporte ndo
foram significativamente observados. Esse foi 0 motivo pelo qual o método de adicéo
de padrao interno ndo manifestou seus beneficios comparativos aos demais métodos

de calibragéo.

4.4 Conclusdes parciais

O método de adi¢cdo de padrdo interno mostrou ser uma alternativa viavel de
calibracdo para a determinacdo de Ca e Mg em biodiesel, quando comparado ao
método oficial que prevé a diluicdo do biodiesel em xileno e compatibilizacdo da matriz
utilizando glicerol. O método mostrou ser eficiente na determinacdo de Ca e Mg em
amostras de urina, farinha, leite, plantas e tecidos biolégicos.

Um dos beneficios desta proposta esta relacionado com a combinacgéo de dois
métodos de correcdo (padronizacdo interna + adicdo de padrédo). Sendo, possivel
minimizar os efeitos causados por erros aleatorios, flutuacées nos sinais analiticos e
variacbes nos parametros fisicos quimicos (temperatura da chama e taxa de
aspiracao).

Outro beneficio do método de adicdo de padrdo interno, quando comparado
com a padronizacdo interna convencional, esta relacionado com o fato da néo
necessidade da auséncia do padrdo interno na amostra original — um dos pré-
requisitos de selecdo de candidatos a padrao interno para a padronizagao interna.

Vale destacar que o volume total de amostra utilizado e a quantidade de
solugdes analiticas a serem preparadas se tornam uma grande desvantagem no
emprego do método de adicdo de padrdo interno convencional. No entanto, a
automacdo do meéetodo pode contornar esses problemas, aumentando significativa

mente a frequéncia analitica.
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5. DETERMINACAO DE UREIA EM URINA EMPREGANDO O METODO DE
ADICAO DE PADRAO INTERNO EM ESPECTROSCOPIA RAMAN

5.1 Introducéao

A andlise de fluidos bioldgicos fornece informagdes clinicas relevantes sobre o
estado de satide humana. Um exemplo disto, é a dosagem de ureia em urina’, cujos
niveis anormais podem ser um indicativo para o diagnostico de doencas hepaticas e
renais’ e,

Os métodos comumente empregados na quantificacdo de ureia em fluidos
bioldgicos sdo baseados na hidrolise enzimatica da ureia e na determinacao indireta
por espectrofotometria utilizando métodos baseados nas reacdes de Berthelot e
Nessler’>77,

Entre as técnicas espectroscopicas moleculares destaca-se a espectroscopia
Raman, uma vez que esta apresenta varias caracteristicas positivas como analise
rapida (apenas alguns segundos por medida), ndo destrutiva, alta especificidade,
compatibilidade com solugbes aquosas (ndo sofre interferéncia das bandas
associadas a H20)"88_ O uso de lasers de diodo (780 - 830 nm) ajudou a suprimir um
dos principais problemas da técnica que € a interferéncia causada por fluorescéncia
da amostra. No entanto, mesmo com 0s avanc¢os instrumentais, erros relacionados a
variacbes intrumentais e as condicdes de analise ainda sdo muito comuns,
principalmente quando aplicado a matrizes complexas®. Deste modo, o método de
adicao de padrédo interno pode ser uma alternativa de calibracdo para contornar tais
problemas associados a variacfes intrumentais e efeitos matriciais.

Tendo em vista 0 exposto, avaliou-se 0 emprego da espectroscopia Raman

aliada ao método de adicao de padrédo interno na determinacao de ureia em urina.
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5.2 Materiais e métodos

5.2.1.INSTRUMENTACAO

5.2.1.1 Método desenvolvido

Os espectros Raman foram obtidos empregando um espectrobmetro Raman
modelo iRaman BWS415-785H (B&W Tek) com fonte de excitacdo de 785 nm
(poténcia < 350 mW) e resolucéo espectral de 3,5 cm™ (Figura 10). A excitacdo das
solugcdes e amostras de urina, bem como a aquisicéo dos espectros de espalhamento
Raman foi realizada por meio de uma fibra 6ptica (Raman probe) modelo BAC 100
(B&W Tek) acoplada a um suporte para cubetas modelo BCR100A (B&W Tek).
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Figura 10 — Espectrébmetro Raman empregado nas medidas de espalhamento Raman.

Fonte: autor

Todos os espectros Raman foram obtidos (n=5) em um intervalo de 150 - 2700
cm-! utilizando seguintes parametros instrumentais: 50 % de poténcia maxima do laser
e 20 segundos de tempo de integracdo. O fundo de todos os espectros foi corrigido
utilizando a ferramenta Background Removal disponivel no software BWSpec (B&W
Tek).
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A determinacdo do pH das solucdes foi feita empregando um pHmetro pH/ion
meter 450 Corning.

5.2.1.2 Método de referéncia

Para a determinacao de ureia foi utilizado um espectrofotometro UV-Vis UV-
M51 (Bel Photonics). Todas as medidas foram realizadas em triplicata e no
comprimento de onda de 700 nm.

Para encubar as amostras e padrdes foi utilizado um banho maria SL 150/10
(SOLAB) com temperatura fixada em 37 °C.

5.2.2 REAGENTES E SOLUCOES ANALITICAS

5.2.2.1 Método desenvolvido

Todas as solucfes aquosas empregadas nos experimentos foram preparadas
com agua deionizada de alta pureza (resistividade 18,2 MQ cm) obtida a partir de um
sistema de osmose reversa Millipore Rios 5™ combinado com deionizador Millipore
Milli-Q™ academic.

Solucdes analiticas de ureia foram preparadas por diluicdo apropriada de uma
solucdo estoque 100 g L1, preparada por meio da dissolucéo de 50 g de ureia (Sigma
Aldrich) em baldo volumétrico de 500 mL.

Nos métodos de adicdo de padréo interno e padronizacao interna foi utilizada
uma solucdo estoque 100 g L* de nitrato, sendo essa preparada por meio da

dissolugéo de 67,2 g de NaNOs (Merck) em baldo volumétrico de 500 mL.

5.2.2.2 Método de referéncia

Para as analises empregando o método de referéncia foi utilizado um kit para
determinacao de ureia da marca Labtest. Esse kit € composto por quatro solucdes:

Solucéo 1: Tampdao fosfato 10 mmol L + Urease: = 268 kU/L.

Solucéo 2: Tampéao fosfato 100 mmol L + C7HsNaOs (salicilato de sédio) 312
mmol L + Naz[Fe(CN)sNO] (nitroprussiato de sédio) 16,8 mmol L.
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Solucédo 3: NaOH 2,8 mol L'* + NaClO 121 mmol L.
Solucéo 4: Padréo de ureia 700 mg L.

As solucbes foram preparadas de acordo com as indicacdes do fabricante:

O conteudo das solugdes 2 (100 mL) e 3 (25 mL) foram diluidos a 500 mL com
agua deionizada

A Solucao 1 foi misturada com a Solucéo 2 diluida em uma proporcao de 1:20.

Padrdes analiticos (0 - 700 mg L) foram preparados a partir da Solucédo 4
(padrdo 700 mg Lt de ureia).

5.2.3 PREPARO DAS AMOSTRAS

As amostras de urina utilizadas no trabalho foram cedidas por individuos do
grupo de pesquisa. Estas foram coletadas por um periodo de 24 h em frascos
devidamente descontaminados e armazenadas sob refrigeracéo (aproximadamente 5

°C) até o momento da andlise.

5.2.3.1 Método desenvolvido

As amostras de urina foram diluidas 1:1 com agua deionizada.

5.2.3.2 Método de referéncia

As amostras de urina foram diluidas 50 vezes com agua deionizada.

O preparo de cada réplica do branco, solucdes padrdes (100 - 700 mg L) e
amostras diluidas foi realizado da seguinte forma: foram adicionados a um tubo de
ensaio 20 pL das amostras diluidas, solu¢des padrfes ou do branco + 2 mL da mistura
1:20 da Solucédo 1 e Solugéo 2 (urease tamponada + salicilato + nitroprussiato) + 2
mL da solugcdo 3 diluida (NaOH + NaClO). Em seguida os tubos de ensaio foram
encubados em banho maria por 5 minutos a 37°C.
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5.2.4 METODOLOGIA

5.2.4.1 Método desenvolvido

5.2.4.1.1 Avaliacéo do padrao interno

O ion nitrato foi avaliado como padrdo interno na determinacdo de ureia. A
efetividade do ion nitrato para corrigir interferéncias relacionadas a diferentes
condi¢cOes de excitacdo e tempos de integragao foi avaliada frente a variacbes nas
condi¢des instrumentais como: poténcia do laser e tempo de integragéo.

Diferentes condicbes de excitacdo foram obtidas a partir da variagcdo da
poténcia do laser. Primeiro mantendo-se o tempo de integracéo fixado em 10 s e
variando a poténcia do laser entre 10 e 90% da maxima. Em seguida, diferentes
tempos de integracédo foram avaliados, mantendo-se a poténcia do laser fixada em
50% da méaxima e variando o tempo de integracao entre 1 e 40 s. Em cada uma das
situacdes descritas foi medida as intensidades relativas do espalhamento Raman de

uma solucéo contendo 40 g L ureia + 10 g L nitrato.

5.2.4.1.2 Otimiza¢do do método

Para otimizar o tempo de integracdo na determinacdo de ureia em urina, uma
amostra de urina foi selecionada e a poténcia do laser foi fixada em 50% da maxima,
variou-se o tempo de integracéo entre 10 e 30 s.

A fim de avaliar a influéncia do pH no espectro Raman de ureia e nitrato, o
mesmo foi determinado em solucdes contendo 40 g L* ureia + 10 g L nitrato, com
pH ajustados a 3, 7, 10 e 13. Para o ajuste do pH foram utilizadas solu¢cbes de HCl e
NaOH 0,1 mol L.

Com os parametros instrumentais otimizados, foi avaliada a faixa linear de ureia

e nitrato nas concentragées entre 0,1 g L*-50 g L.
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5.2.4.1.3 Determinacao de ureia em urina

Apoés a otimizacdo dos parametros instrumentais, ureia foi determinada em 5
amostras de urina utilizando os métodos de adicdo de padrdo interno, calibracdo
externa, padronizacao interna e adicdo de padréo.

A exatiddo dos meétodos foi avaliada por meio de testes de adicdo e
recuperacdo nas amostras de urina, nas quais aliquotas apropriadas de solucéo
padrao de ureia foram adicionadas a cada uma das amostras de urina de modo a se
obter concentracdes de 15 g L.

No método de adicdo de padrdo interno, foram preparadas seis solu¢des a
partir de cada amostra: a cada um dos tubos de polipropileno foram adicionados 5 mL
da amostra de urina, quantidades apropriadas do padrdo de ureia e nitrato e, em
seguida, avolumadas para 10 mL com &gua deionizada, produzindo solucfes
contendo 0 - 40 g L ureia e 0 - 10 g L nitrato. As curvas foram construidas a partir
das razdes das intensidades relativas do espalhamento Raman de ureia/nitrato versus
o0 inverso da concentracao de nitrato.

O procedimento empregado no método de adicdo de padrdo envolveu o
preparo de seis solucbes a partir de cada amostra: a cada um dos tubos de
polipropileno foram adicionados 5 mL da amostra de urina, quantidades apropriadas
do padrdo de ureia, onde apés a diluicdo a 10 mL com &gua deionizada, fossem
produzidas solugées contendo 0 - 40 g L ureia. As curvas foram construidas a partir
das intensidades relativas do espalhamento Raman versus concentragdo de ureia
adicionada.

A calibracéo utilizando padrdes externos foi feita a partir de solucdes analiticas
em um intervalo de 0 - 40 g Lt ureia. A curva foi construida utilizando as intensidades
relativas do espalhamento Raman versus concentragdo de ureia.

A calibragéo por padronizacéo interna envolveu o preparo de brancos, solucdes
analiticas (0 - 40 g Lt ureia) e amostras de modo a conter 10 g L nitrato. A curva de
calibracdo foi construida utilizando a razdo das intensidades relativas do

espalhamento Raman de ureia/nitrato versus concentragao de ureia.
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5.2.4.2 Método de referéncia

Para fins comparativos, as 5 amostras de urina foram também analisadas por
um método enzimatico-colorimétrico de referéncia para analise de ureia. Neste
método, a ureia é decomposta em ions amoénio (01), que reagem com salicilato em
meio de hipoclorito formando o azul de indofenol medido a 700 nm, sendo a reagéo

catalisada pelo nitroprussiato (02).

Urease
(NH,),CO + H,0 T NH4+ +CO, (01)

Na,[Fe(CN).NO]
NH4+ + C.H.NaO, + NaClO > C,,H/NO, (02)

Para a determinacéo da ureia foi utilizado o método de calibragcdo externa (O -
700 mg Lt ureia).

5.3 Resultados e discusséo

A ureia € um composto nitrogenado de férmula (NH2)2CO. No corpo humano
ela é produzida pelo figado como parte do processo do metabolismo das proteinas,
sendo eliminada através da urina e do suor®. A ureia apresenta um espectro Raman
caracteristico (Figura 11) com um pico intenso em ~1002 cm™ (1) referente ao
estiramento C-N e um pico de menor intensidade em ~1155 cm (2) referente aos

modos de vibragdo de NH2%2.
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Figura 11 - Espectro Raman de uma solugéo de ureia contendo 100 g L* utilizando 50 % da
poténcia méaxima do laser e 30 s de integracao: (1) estiramento C-N e (2) modos de vibragéo
NHo..

Fonte: autor

5.3.1 AVALIACAO DO PADRAO INTERNO

O fon nitrato, de féormula NOgz", apresenta um pico intenso em ~1045 cm*

(Figura 12) referente ao estiramento N-O%3,
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Figura 12 - Espectro Raman de uma solugédo contendo 50 g L ureia + 5 g L™ nitrato utilizando
50 % da poténcia méaxima do laser e 20 s de tempo de integragéo.

Fonte: autor

Como o pico do ion nitrato ndo se sobrepB8e aos picos da ureia, e todos se
encontram na mesma regido do espectro, optou-se por avaliar o ion nitrato na
correcao de interferéncias relacionadas a diferentes condigbes de excitagédo e tempo
de integracdo. A eficiéncia de nitrato foi avaliada por meio da analise do
comportamento das intensidades relativas do espalhamento Raman de ureia e nitrato
frente a variacfes nas condicdes instrumentais.

Diferentes condicbes de excitagdo foram obtidas a partir da variagdo da
poténcia do laser. Mantendo-se o tempo de integracéo fixado em 10 s, variou-se a
poténcia de laser entre 10 e 90% da maxima. A analise da Figura 13 mostra que as
intensidades relativas do espalhamento Raman de ureia e nitrato aumentam
proporcionalmente com o aumento da poténcia do laser. No entanto, quando se utiliza

a razao entre os sinais de ureia/nitrato, este permanece praticamente constante.
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Figura 13 - Influéncia da poténcia do laser nas intensidades relativas do espalhamento
Raman de ureia (-m-) e nitrato (-e-) e nas razbes das intensidades relativas de ureia/nitrato

(-m-).

Fonte: autor

Diferentes tempos de integracdo (1 - 40 s) foram avaliados fixando-se a
poténcia do laser em 50% da maxima. Pode-se observar na Figura 14 que assim como
no aumento da poténcia do laser o aumento no tempo de integracdo acarreta em um
acréscimo nas intensidades relativas do espalhamento Raman tanto para ureia quanto
para nitrato. No entanto, pode-se observar que o nitrato e a ureia apresentam o0
mesmo comportamento frente ao aumento do tempo de integragcdo de modo que a
razdo das intensidades permanece praticamente constante.

As intensidades relativas do espalhamento Raman de ureia e nitrato variam de
maneira semelhante, tanto nas variacdes da poténcia do laser quanto para o tempo
de integracdo, demonstrando que o nitrato pode ser um bom padréo interno na

determinacao de ureia.
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Figura 14 - Influéncia do tempo de integragcdo nas intensidades relativas do espalhamento
Raman de ureia (-m-) e nitrato (-e-) e nas razbes das intensidades relativas de ureia/nitrato

(-m-).

Fonte: autor

5.3.2 OTIMIZACAO DO METODO

Um dos principais obstaculos em andlises envolvendo espectroscopia Raman
esté relacionado com o fundo gerado em razéo da fluorescéncia das amostras. O sinal
de fluorescéncia pode ser de 10* a 107 vezes maior que o sinal referente ao
espalhamento Raman®*, o que limita a escolha da poténcia do laser e tempo de
integracao utilizados.

Para avaliar o tempo de integragdo na determinagao de ureia em urina, uma
amostra de urina foi selecionada e fixou-se a poténcia do laser em 50% da maxima e
variou-se o tempo de integracao entre 10 e 30 s.

Como pode ser observado na Figura 15, com o aumento do tempo de
integracdo ocorre um aumento do pico da ureia. No entanto o aumento do fundo é
mais pronunciado quando o tempo de integracdo € aumentado de 20 para 25
segundos: o aumento do pico da ureia € de 15%, ja o fundo é quase 2 vezes maior.

Assim, busca-se uma condicdo em que se tenha uma maior sensibilidade, sem que
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ocorra a saturacao do detector. Optou-se entdo por utilizar 50% de poténcia maxima

do laser e 20 s de tempo de integracdo nos estudos subsequentes.

60000
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500 1000 1500 2000 2500

Deslocamento Raman/ (cm'l)

Figura 15 - Influéncia do tempo de integragdo no sinal de fundo de uma amostra de urina.
Espectros utilizando 10 (-), 20 (-), 25 (-), 30 (-) segundos de tempo de integragéo.

Fonte: autor

Como o pH do meio pode influenciar na polarizabilidade da molécula, foi
avaliado o espalhamento Raman de ureia e nitrato a diferentes pH. Para esse estudo
foram medidos o espalhamento Raman de solug¢des contendo 40 g L™t ureia + 10 g L
L nitrato em pH 3, 7, 10 e 13. Como pode ser observado na Figura 16, a mudancga no
pH n&o acarreta em nenhum deslocamento ou mudanca significativa nas bandas de
ureia e nitrato, demonstrando que nao ha necessidade do controle do pH dos padrbes

e amostras analisadas.
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Figura 16 - Influéncia do pH nos espectros Raman de ureia e nitrato: pH 3 (--), 7 (--), 10 (--) e
13 (--).

Fonte: autor

ApoOs a otimizacdo dos parametros instrumentais, avaliou-se a faixa linear de
nitrato e ureia utilizando uma poténcia de 50% do laser e tempo de integracdo de 20
s. Para nitrato, a faixa linear de resposta foi de 0,5 a 50 g L!; e para ureia, de 1 a 50

gL

5.3.3 DETERMINACAO DE UREIA EM URINA

Apls a otimizagdo do meétodo, foram analisadas 5 amostras de urina
empregando os meétodos de adicdo de padrédo interno, calibracdo com padrbes
externos, padronizagcdo interna e adicdo de padrdo. Para fins comparativos as
amostras foram também analisadas pelo método de referéncia.

Os resultados das determinagdes de ureia em urina estdo apresentados na

Tabela 13.
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Tabela 13 - Resultados (g L) da determinacgédo (n=3) de ureia em amostras de urina empregando os
métodos de referéncia, calibracdo externa, padronizacdo interna, adicdo de padrdao e adicdo de
padrdo interno.

Amostra  Método de Calibragcdo Padronizacdo Adicéo de Adicao de
referéncia externa interna padréo padrédo interno
1 79+0,5 7,3+0,3 7,6 +0,2 6,9+0,6 8,1+0,2
2 18,3+1,1 16,9+ 0,3 16,8+ 0,3 16,9+ 0,3 16,8 £ 0,2
3 14,4+0,8 13,1+0,4 14,2+ 0,2 13,1+0,5 13,9+0,3
4 12,5+0,5 12,8+0,5 13,0+ 0,5 11,5+0,7 12,9+0,5
5 13,0+£0,4 13,3+1,0 12,7 +0,5 12,5+0,9 12,7 £0,6

Fonte: autor

Analise destes resultados mostra que os valores obtidos para todos os métodos
de calibracdo sdo concordantes entre si (teste t pareado) ao nivel de 95% de
confianga. As concentragdes de ureia nas 5 amostras de urina variaram de 6,9 a 14,4
g L, e apenas as concentracfes determinadas para a amostra 1 estiveram abaixo
dos limites geralmente encontrados em amostras de urina (9,3 - 23,3 g L'1)"4. O desvio
padrdo relativo foi de 4% para o método de referéncia, calibracdo externa,
padronizacao interna e adi¢cdo de padrado interna e 6 % para o método de adicao de
padrao.

O desempenho dos métodos foi também avaliado por meio de testes de adicdo
e recuperacao de analito. Uma aliquota apropriada de solucdo padréo de ureia foi
adicionada as amostras de modo a aumentar suas concentracdes em 15 g L de ureia.

As recuperacdes obtidas estdo apresentadas na Tabelas 14.

Tabela 14 - Resultados (%) dos testes de adicdo e recuperacdo de ureia em urina
empregando os métodos de calibracdo externa, padronizacdo interna, adicdo de padréo e
adicdo de padrao interno.

Amostra  Calibracdo Padronizacdo Adicéao de Adicao de
externa interna padrao padrao interno
1 97 +3 103+5 98 +12 99+3
2 108 £ 7 102 +5 103 +8 108 £ 6
3 87+4 97 +4 100+ 6 105+5
4 88+2 98 +3 84+9 104 +7
5 95+3 98+3 97 +9 105+3

Fonte: autor
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As recuperagoes variaram entre: 87 -108% para calibracdo externa, 97 - 103%
para padronizacgao interna, 84 - 103% para adicdo de padrao e 99 - 105% para adicao
de padréo interno. Para estes niveis de concentracdo do analito, apenas os métodos
de adicdo de padrdo interno e padronizacédo interna apresentaram recuperacoes
satisfatérias de acordo com a AOAC (entre 90 e 107%)’3. Os desvios padrdes relativos
em média foram de 4% para calibracdo com padrdes externos, padronizacdo interna

e adicao de padréo interno e 9% para adicdo de padrao.

5.4 Conclusdes parciais

A adicdo de padréo interno mostrou ser um método de calibragéo viavel para
determinacdo de ureia em urina, com boa preciséo (4%) e exatidao (recuperacdes
entre 99 e 105%). No entanto, as amostras de urina ndo apresentaram pronunciados
efeitos de matriz, o que dificultou avaliar a eficiéncia do método para correcfes dessa
natureza.

Vale ressaltar que o emprego do método de adicdo de padrdo interno em
espectroscopia Raman, mesmo ndo mostrando seu potencial na correcéo de efeitos
de matriz e flutuacdes analiticas, mostrou ser um método vantajoso quando
comparado ao meétodo de referéncia (determinacdo indireta de ureia por
espectrofotometria), uma vez que ureia e determinado diretamente, necessitando de
um preparo minimo da amostra (apenas diluicio em &gua), menor consumo de
reagentes (ndo sdo necessarias reacdes em condi¢des controladas) e menor volume

de residuos gerados.
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6. METODO DE ADICAO DE PADRAO INTERNO POR GRADIENTE DE
CONCENTRACAO EM FLUXO: DETERMINAGCAO DE SODIO E POTASSIO POR
ESPECTROMETRIA DE EMISSAO ATOMICA EM CHAMA

6.1 Introducéao

O biodiesel é considerado uma das mais importantes fontes de energia
alternativas ao diesel, uma vez que este é produzido por meio de fontes renovaveis,
além de ser biodegradavel e ndo t6xico®>8. Entre os parametros de qualidade para a
comercializacdo do biodiesel puro (B100) estipulados pela Agéncia Nacional do
Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP) destaca-se o controle das
concentracfes de Na e K (somatoria das concentragcbes de Na + K deve ser < 5 mg
kg1)82, estes sdo provenientes de seus respectivos hidréxidos utilizados na produgéo
do biodiesel, cuja presenca em altas concentracdes pode acarretar em problemas
mecanicos®®.

O controle dos teores de elementos majoritarios como Na e K em fluidos
biologicos serve como indicativo do funcionamento do nosso organismo, um exemplo
€ 0 monitoramento da razdo das concentracdes de Na/K em urina, uma vez que estes
elementos sdo um parametro importante no controle de hipertenséo arterial®’.

No entanto, no contexto da andlise quimica de combustiveis® e fluidos
bioldégicos* determinar Na e K de forma simples e com preciséo e exatid&o satisfatorias
ndo é uma tarefa facil devido a complexidade das matrizes, o que implica em um
grande desafio analitico.

Uma alternativa para minimizar e/ou corrigir problemas associados a variacdes
em parametros instrumentais e efeitos de matriz, aumentando a confiabilidade
analitica é o uso do método de adicdo de padrao interno empregando gradiente de
concentragdo proposto por Jones e colaboradores®. No entanto, o procedimento deste
método é todo manual, podendo introduzir erros aleatérios aos resultados obtidos.
Desta forma, a automacao do método é uma abordagem interessante para minimizar
erros e aumentar a robustez. Considerando que a analise em fluxo é uma excelente
técnica para gerenciar solucées®, o presente trabalho relata o desenvolvimento de
um sistema em fluxo para a automacao do método de adicdo de padrao por gradiente

de concentragéo e a determinacao de Na e K em amostras de biodiesel e urina por F
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AES. O método de adigdo de padrao interno por gradiente de concentracdo pode ser
empregado em qualquer técnica que seja compativel com amostras liquidas e permita
a analise simultanea. A fim de atender os requisitos do método foi avaliado também a

montagem de um sistema de emissao atémica em chama com detec¢do simultanea.

6.2 Materiais e métodos

6.2.1 INSTRUMENTACAO

Para a propulsdo das amostras e solu¢Bes, uma bomba peristéltica IPC-8
(Ismatec), tubos de bombeamento Tygon de diferentes diametros, tubos de polietileno
de 0,8 mm de didmetro para a construcdo das alcas de amostragem e linhas de
transmissao e um injetor-comutador proporcional foram utilizados.

Para nebulizacdo e excitacdo foi utilizado um espectrometro de absorcao
atdbmica em chama (F AAS) Analyst 100 (Perkin EImer), equipado com queimador com
caminho o6ptico de 50 mm. Chama ar-acetileno foi utilizada para a excitacdo dos
analitos. Acetileno com grau de pureza 99,7% (White Martins) foi utilizado como gas
combustivel. A vazéo otimizada para Na, K e Li foi uma razéo 4:2 de ar/acetileno.

As medidas de emissao foram realizadas empregando uma fibra optica (probe)
ligada a um espectrémetro Red Tide (Ocean Optics) com resolucédo de 2 nm e faixa
de trabalho de 350 - 1000 nm. O tempo de integracdo de 50 ms e average igual a 2
(cada espectro obtido era o resultado da média de 2 espectros coletados) foi utilizado
para as medidas. As linhas monitoradas foram 586,98 nm (Na), 667,43 nm (Li) e
763,98 nm (K).

As determinacbes (n=7) empregando os métodos de adicdo de padrdo,
padronizacao interna e calibracdo externa foram realizadas sem o uso da bomba
peristaltica, com taxa de aspiracdo fixada em 5,0 mL mint. Para as determinacdes
utilizando o método de adicdo de padrdo interno por gradiente de concentracdo em
fluxo foi utilizado o sistema de propulsdo descrito acima e o método de colecéo de
dados rapida (High Speed Acquisition) do software SpetraSuite (Ocean Optics)
totalizando 6000 espectros medidos sequencialmente.

O sistema empregado no método de adi¢cdo de padréo interno por gradiente de

concentragcdo em fluxo esta ilustrado na Figura 17.
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Figura 17 - Sistema empregado nas medidas de emissdo atbmica: a) bomba peristéltica e
injetor-comutador proporcional; b) espectrdmetro e fibra 6ptica; c) FAAS.

Fonte: autor

As digestdes acidas dos materiais de referéncia certificados (CRM) foram
realizadas em um forno micro-ondas Multiwave 3000 (Anton Paar) equipado com rotor

de 48 posicdes e tubos de reacédo de PFA.

6.2.2 REAGENTES E SOLUCOES ANALITICAS

Todas as solucbes aquosas empregadas nos experimentos foram preparadas
com agua deionizada de alta pureza (resistividade 18,2 MQ cm) obtida a partir de um
sistema de osmose reversa Millipore Rios 5™ combinado com deionizador Millipore
Milli-Q™ academic.

Solucdes analiticas foram preparadas por diluicdo apropriada de padrbes
espectroscopicos para absorcdo atdbmica 1000 mg L (SpecSol) de Cs, Ca, K, Li, Mg,
Na, Rb.

Etanol destilado foi empregado no preparo das amostras de biodiesel.

Solucéo estoque 10% m V- de CsCl foi preparado através da dissolucéo de 10
g de CsCl 99,9% (Sigma Aldrich) em 100 mL de agua deionizada.



89

Para as digestbes &cidas foram utilizados HNOs 70% (J.T. Baker) e H202 30%
V V1 (Merck).

Frascos plasticos e vidrarias foram descontaminados por imersao em banho
10% (V V1) de Extran por 24h, lavagem com Agua deionizada, imersdo em banho
10% (V V1) HNOs por 24 h, lavagem com agua deionizada. Em seguida esses

materiais foram secos na capela e armazenados em local fechado.

6.2.3 METODOLOGIA

6.2.3.1 Preparo das amostras

Cinco amostras de biodiesel e o padrdo de biodiesel certificado (Conostan)
foram preparados pesando-se, aproximadamente, 2,0 g de amostra diretamente em
tubos de polipropileno (Corning). O contetdo foi diluido a 10 mL com etanol®3:66,

Para as amostras de urina, aliquotas de 40 pL foram adicionadas a baldes
volumétricos e estes foram avolumados a 100 mL com agua deionizada.

Os materiais de referéncia certificados 1549 Non-Fat Milk Powder, 8435 Whole
Milk Powder, 1577b Bovine Liver e 2976 Mussel Tissue (National Institute of Standards
and Technology, NIST) foram preparados por digestdo acida assistida por radiacéo
micro-ondas de acordo com o seguinte procedimento: aproximadamente 0,2 g de cada
CRM foi precisamente pesado e transferido para os frascos do micro-ondas.
Posteriormente, aliquotas de 3,0 mL de HNOs, 1,0 mL H202 e 2,0 mL de agua
deionizada foram adicionados e a mistura submetida a um programa de aquecimento
constituido de 5 etapas: (1) 15 min de 0 a 600 W; (2) 5 min a 600 W; (3) 15 min de
600 a 800 W; (4) 5mina 800 W e (5) 20 min a0 W (resfriamento). Apés o resfriamento,
os digeridos foram transferidos para bal6es volumétricos e avolumados a 25 mL com

agua deionizada.
6.2.3.2 Avaliacdo do sistema de emisséo atébmica e do padréo interno
Apoés a montagem do sistema de propulsdo, excitacéo e deteccao (Figura 17)

foi realizado um estudo preliminar para selecionar possiveis candidatos a padréo

interno e identificar possiveis interferentes nas determinacdes de Na e K. Foram



90

avaliados os espectros de emisséo de elementos das familias 1A (Li, Na, K, Rb e Cs)
e 2A (Ca, Mg e Sr), sendo analisadas as seguintes solu¢ées monoelementares: 1 mg
LtNa,2mgLt*K,1mgL*'Li,10mgL*Ca, 10mgL*Rb, 10 mg Lt Sr, 50 mg L* Mg
e 50 mg L Cs.

Entre os possiveis interferentes na determinacdo de Na, o mais comumente
encontrado na composi¢cdo das amostras € o Ca. Assim, avaliou-se o efeito da
concentracdo de Ca sobre a intensidade de emissdo do Na. Para esse estudo foi
monitorado o sinal analitico de Na em nove solu¢fes, onde, fixou-se a concentracao
deste em 1,0 mg L e variou-se a concentracédo de Ca entre 0 e 20 mg L.

O elemento Li foi avaliado como padréo interno para Na e K16:8990_ A efetividade
de Li para corrigir interferéncias relacionadas a diferentes condi¢cdes de excitacdo e
diferentes taxas de amostragem foi avaliada por meio do comportamento das
intensidades de emisséo frente a variagdes nas condi¢des instrumentais: vazéo do ar
(comburente) e taxa de aspiragao.

Diferentes condicbes de excitacdo foram obtidas a partir da variacdo da
estequiometria da chama. Primeiro mantendo-se a taxa de aspiracdo e altura de
observacéao fixas, variou-se a vazao de ar comprimido na razao ar/acetileno entre 0,5
e 2,25. Em seguida, diferentes taxas de amostragem foram avaliadas a partir da
variacdo da taxa de aspiracdo. Mantendo-se a altura de observacéo e estequiometria
da chama constantes, variou-se a taxa de aspiracdo de 1 a 6 mL mint. Em cada uma
das situacbes descritas, mediu-se a intensidade de emissdo de uma solucéo

multielementar contendo 0,5 mg Lt Na+0,5mgL*Li+20mgLK.

6.2.3.3 Otimizacdo do método de adicdo de padrdo interno por gradiente de

concentracéo em fluxo

O método de adicdo de padréo interno por gradiente de concentracao em fluxo
utiliza apenas um branco e duas solucdes (A e B). A solucdo A é composta por uma
mistura 1:1 de amostra + padrdo e a solu¢do B € composta por uma mistura 1:1 de
amostra + branco. As solugdes sédo analisadas em sequéncia de modo a se obter um
grafico como o apresentado na Figura 18, onde observa-se as intensidades de
emissao dos analitos e do padrao interno, sendo as regiées numeradas referentes as

emissodes de: 1) branco, 2) solucao A, 3) transicao entre as solucdes A e B, 4) solugao
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B, 5) branco. A regido 3 onde ocorre a transi¢ao entre as solugdes A e B corresponde
ao gradiente de concentracdo, sendo essa a regiao utilizada para a calibracdo do

método.
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Figura 18 - Representacdo das 5 regifes de um sinal tipico obtido pelo método de adi¢éo de
padrdo interna por gradiente de concentracdo em fluxo para Na (-), K (-) e Li (-): 1) branco; 2)
solucdo A; 3) transicao entre as solugdes A e B; 4) solugéo B; 5) branco.

Fonte: autor

No sistema de injecdo em fluxo as solucbes A e B e o branco foram aspiradas
com o auxilio de uma bomba peristaltica e amostradas em sequéncia de modo a se
obter um registro como o apresentado na Fig. 18. Para a amostragem foi utilizado um
injetor-comutador proporcional, que consiste em trés pecas de acrilico, sendo duas
fixas e uma moével. A peca central pode ser deslocada em relacdo as laterais e é por
meio deste movimento que o injetor coleta e insere as solucdes de interesse®l. O
sistema FIA (flow injection analysis) representado na Figura 19 é composto de duas
alcas de amostragem (L1 e L2), onde, inicialmente o sinal coletado é referente ao
branco utilizado, enquanto a alga de amostragem L1 € preenchida com a solucdo A
(mistura 1:1 de amostra + padrao). Depois de preenchida a alca de amostragem L1 &
feita a comutacao do sistema, assim, amostrando a alca L1 e preenchendo a alca de

amostragem Lz com a solugdo B (mistura 1:1 de amostra + branco). Ao final da
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amostragem da alca Li o sistema é comutado novamente, amostrando a alga Lo,

seguido do branco que € usado como fluido transportador.
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Figura 19 - Diagrama de fluxos para a determinacé@o de Na e K por adi¢&do de padrédo interno
utilizando gradiente de contracdo em fluxo. IC: injetor-comutador, L: alca de amostragem, PD:
amortecedor de pulso, B;:: bobina 110 cm, W: descarte. Branco e Solucéo A: 1,0 mL min?,
Solugédo B: 1,3 mL min™.

Fonte: autor

Para o sistema FIA empregado foi otimizado o tamanho das alcas de
amostragem, de modo, a se observar patamares das intensidades de emisséo bem
definidos para as solugdes A e B. Foram avaliadas algas de amostragem de 100, 200,
300 e 500 cm. Para esse estudo foi utilizada uma solucéo (amostra) contendo 0,5 mg
Lt Na+ 1,0 mgL?K e um padrdo contendo 1,0 mgL*Na+1,0mgL?Li+20mgL"
L K. A partir da amostra e do padrdo foram preparadas as solugées A e B e agua
deionizada foi utilizada como branco.

Para amenizar a oscilacdo dos sinais de emissdo para Na, K e Li causados
pelos pulsos da bomba peristéltica, foi avaliado o uso de um amortecedor de pulso no
sistema FIA empregado. Para esse teste foram coletados os sinais de intensidade de
emissao de Na, K e Li com e sem o0 uso do amortecedor de pulso. Foram utilizadas
agua deionizada como branco, uma solugéo contendo 0,5 mg L' Na + 1,0 mg L1 K
como amostra e um padrédo contendo 1,0 mgL*Na+ 1,0 mg L*Li+ 2,0 mgL*K.

Apés a otimizacdo do sistema FIA, foi avaliada a regido do gradiente de
concentracdo que é utilizada na calibragcdo do método de adicdo de padrao interno
por gradiente de concentracdo em fluxo. Para isso foram avaliados métodos para

determinar a concentracdo de Li (padréo interno), o uso de média de pontos, a faixa
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na regiao do gradiente de concentracao utilizada na calibracdo, a necessidade do uso
de um supressor de ionizacdo para a determinacdo de Na e K e a influéncia da
concentracdo de Li utilizada no padrao.

Para determinar a concentracdo de Li foram utilizados dois métodos: 1)
calibracéo externa (0 - 2,0 mg L Li) antes do uso do método de adicdo de padrédo
interno por gradiente de concentracdo em fluxo permitindo que a concentracdo de Li
para cada ponto da regido do gradiente de concentracdo seja calculada por
interpolacdo dos pontos; 2) utilizando o valor do ponto de maior intensidade de
emissao do Li (Pmax), onde a concentracdo € conhecida (concentracdo utilizada no
padrao), calcula-se a concentracdo para os outros pontos (Px) a partir da Equacéo 10.
Foram comparados os dois métodos para determinar a concentracéo de Li no método
de adicdo de padrao interno por gradiente de concentracdo em fluxo. Para esse estudo
foram utilizados um padrdo contendo 1,0 mgL* Na+10mgL'Li+20mgL?*Ke
agua deionizada como branco e amostra. Os testes foram realizados em meio aquoso

e em dias diferentes.

Intensidade de emissao P,

Li}= X [Li] padra Eq. 10
[Li] Intensidade de emissio P, [Lilpadrao q

A aplicacdo do método da adicdo de padrdo interno por gradiente de
concentracdo em fluxo utilizando o sistema proposto gera em torno de 1000 pontos
que podem ser utilizados na calibracdo. No entanto, devido a oscilagéo do sinal e 0
grande nimero de pontos, avaliou-se o uso de médias calculadas utilizando diferentes
guantidades de pontos para a calibracéo, sendo avaliadas médias com 10, 20, 30, 40
e 50 pontos. Outro fator estudado foi a faixa na regido do gradiente de concentracao
a ser empregada na calibracdo para, assim, definir um padrdo para a construcéo da
curva de calibracdo. Para determinar a melhor faixa na regido do gradiente de
concentracdo a ser empregada, considerou-se o valor maximo de intensidade de
emissdo como sendo 100% e o valor mais baixo como sendo 0%, assim, a regido do
gradiente de concentracéo foi dividida em diferentes faixas (Figura 20): a) utilizando
todos os pontos de 100% até 0%; b) utilizando apenas os pontos centrais de 90% até
10%; c) excluindo-se os pontos iniciais e utilizando os pontos de 90 % até 0%; d)

excluindo-se os pontos finais e utilizando os pontos de 100% até 10%. Para determinar
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0 numero de pontos utilizados no célculo da média e a faixa na regido do gradiente de
concentracao a ser utilizada foram analisadas 5 solu¢des (amostras) contendo 0,5 mg
Lt Na + 1,0 mg L K pelo método de adicdo de padréo interno por gradiente de
concentracdo em fluxo. Agua deionizada foi utilizada como branco e um padréo
contendo 1,0 mg Lt Na + 1,0 mg L Li + 2,0 mg L K foi utilizado no preparo da

solugéo A.
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Figura 20 - Esquema da divisdo dos pontos em um sinal tipico de Li (-) obtido utilizando o
método de adicao de padrao interna por gradiente de concentracdo em fluxo.

Fonte: autor

Como Na e K séo elementos facilmente ionizaveis foi avaliada a influéncia do
uso de um supressor de ionizacdo em suas determinag¢des pelo método proposto.
Neste estudo a amostra (0,5 mg Lt Na + 1,0 mg L 1K), o padrdo (1,0 mgL*Na+ 1,0
mg L Li + 2,0 mg L K) e o branco foram preparados em meio de 0; 0,05%; 0,1%;
0,5% m V-lde CsCl.

Por ultimo foi avaliada a influéncia da concentracdo do padréo interno utilizada
no preparo do padrao para a calibragdo. Nesse estudo foi utilizada uma solugao
contendo 0,5 mg Lt Na + 1,0 mg L'* K como amostra, agua deionizada como branco
e o padrao foi preparado contendo 1,0 mg L' Na + 2,0 mg L* K e as concentragcées

do padréo interno de 0,5; 1,0 e 2,0 mg L.
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6.2.3.4 Determinacéo de Na e K

Depois de otimizado o método de adi¢cdo de padrao interno por gradiente de
concentracdo em fluxo, Na e K foram determinados em 5 amostras de biodiesel e
urina. Para fins comparativos as amostras de urina e biodiesel foram também
analisadas pelos métodos de calibracdo externa, padronizacdo interna e adicdo de
padrao.

A exatiddo do método foi avaliada por meio da analise de um padréo de
biodiesel certificado, quatro materiais de referéncia certificados (Non-Fat Milk Powder,
Whole Milk Powder, Bovine Liver e Mussel Tissue) e testes de adicdo e recuperacao
para as amostras de biodiesel e urina. Para os testes de adicdo e recuperagao
aliquotas apropriadas de solucdes padrao de Na e K foram adicionadas as amostras
de biodiesel e urina de modo a se obter concentracdes de 0,5 mg L* para K e de 0,2
mg L para Na.

6.2.3.4.1 Andlise das amostras de biodiesel

O procedimento do método de adicdo de padrdo interno com gradiente de
concentracédo em fluxo envolveu o preparo de duas solugdes: a) solucdo 50% amostra
+ 50% padrdo multielementar 1,0 mg L* Na, 1,0 mg L' Li e 1,0 mg L'* K em meio de
etanol; b) solucdo 50% amostra + 50% etanol (branco). As solucdes foram analisadas
utilizando o sistema proposto nas condi¢des otimizadas previamente. As curvas de
adicdo de padréo interno foram construidas graficamente a partir das razdes das
intensidades de emisséao Na/Li e K/Li versus 1/[Li].

No método de adi¢cdo de padréo, o procedimento envolveu o preparo de seis
solucbes a partir de cada amostra: a cada um dos tubos de polipropileno foram
adicionados 1,0 g de biodiesel, 5 mL de etanol e quantidades apropriadas dos padrbes
de Na e K para que, apo6s diluicdo a 10 mL com etanol, fossem produzidas solu¢des
contendo 0 - 0,5 mgL?NaeO-0,5mgL*K. As curvas foram plotadas a partir das
intensidades de emissao de Na e K versus [Na] e [K] adicionadas, respectivamente.

A calibracdo externa foi feita a partir de solu¢des analiticas em um intervalo de
0,1-1,0mg LTNae0,2-20mgL?!K. As curvas foram construidas utilizando a

intensidade de emissdo de Na e K versus [Na] e [K], respectivamente.
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A calibracao por padronizagao interna envolveu o preparo de brancos, solu¢des
analiticas (0,1 - 1,0 mg Lt Na; 0,2 - 2,0 mg L1 K) e amostras de modo a conter 0,5 mg
L1 Li. As curvas de calibracdo foram construidas utilizando a razédo das intensidades

de emissao Na/Li e K/Li versus [Na] e [K], respectivamente.

6.2.3.4.2 Analise das amostras de urina

O procedimento do método de adicdo de padréo interno com gradiente de
concentracédo em fluxo envolveu o preparo de duas solugdes: a) solugdo 50% amostra
+ 50% padrdo multielementar 1,0 mg L* Na, 1,0 mg L* Lie 1,0 mg L K; b) solucéo
50% amostra + 50% agua deionizada (branco). As solucdes foram analisadas
utilizando o sistema proposto. As curvas de adicdo de padrdo interno foram
construidas graficamente a partir das razdes das intensidades de emissao Na/Li e K/Li
versus 1/[Li].

No método de adicdo de padrdo, o procedimento envolveu o preparo de seis
solugcbes a partir de cada amostra: a cada um dos tubos de polipropileno foram
adicionados 5 mL da amostra de urina diluida (descrita no item 2.3), quantidades
apropriadas dos padrdes de Na e K para que, ap6s diluicdo a 10 mL com agua
deionizada, fossem produzidas solugdes contendo 0 - 0,5 mgL*Nae 0-0,5mg L*
K. As curvas foram plotadas a partir das intensidades de emissdo de Na e K versus
[Na] e [K] adicionadas, respectivamente.

A calibragéo utilizando padrdes externos foi feita a partir de solu¢des analiticas
em um intervalo de 0,1 — 1,0 mg Lt Na e 0,2 - 2,0 mg L* K. As curvas foram
construidas utilizando a intensidade de emissdo de Na e K versus [Na] e [K],
respectivamente.

A calibragéo por padronizacéo interna envolveu o preparo de brancos, solucdes
analiticas (0,1 - 1,0 mg L*Na; 0,2 - 2,0 mg LK) e amostras de modo a conter 0,5 mg
L Li. As curvas de calibracdo foram construidas utilizando a razédo das intensidades

de emisséo Na/Li e K/Li versus [Na] e [K], respectivamente.
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6.3 Resultados e discusséo

6.3.1 AVALIACAO DO SISTEMA DE EMISSAO ATOMICA

Apébs a montagem do sistema de propulséo, excitacdo e deteccao foi realizado
um estudo preliminar para selecionar possiveis candidatos a padrdo interno e
identificar possiveis interferentes nas determinacdes de Na e K. Foram avaliados os
espectros de emisséo dos elementos Li, Na, K, Rb, Cs, Ca, Mg e Sr. Como pode ser
observado na Figura 21 devido a baixa resolucdo do espetrdmetro utilizado, ao invés
de linhas de emisséo estreitas para cada analito, sdo observadas bandas de emissao.

A analise dessa figura revela que o Na sofre interferéncia espectral dos
elementos Ca, Mg e Sr. Nas condicfes de estudo empregadas e em amostras reais,
0s elementos que apresentam maior potencial para interferir nas determinagdes de
Na sé&o Ca e Mg, pois sdo comumente encontrados nas amostras. No entanto, o Mg
nas condicfes de excitacdo utilizadas € pouco sensivel, uma vez que, para uma razao
1:50 de Na/Mg a interferéncia sobre o sinal do Na €& desprezivel. Assim, esse
interferente serd um problema apenas para amostras onde Mg for um componente
majoritario na sua composicdo. O Sr nao € comumente encontrado na composi¢ao
das amostras, e mesmo quando presente, sua concentracdo € muito inferior a
concentracdo de Na. Devido as altas taxas de diluicAo necesséarias para a
determinacao de Na, o sinal obtido para o Sr acaba sendo desprezivel.

Para determinacdo de K, apenas o Rb se apresentou como possivel
interferente, no entanto, € um elemento que dificilmente esta presente na composi¢ao
das amostras, e mesmo quando encontrado, geralmente sua concentracdo € bem

inferior a concentracao de K.
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Figura 21 - Espectros de emisséo referente as solugées: 1 mg L™ Na, 2 mg L1 Li, 2 mg L K,
50 mg L*Mg, 10 mg L2 Ca, 10 mg L't Sr, 10 mg L*Rb e 50 mg L* Cs.

Fonte: autor

Com base na analise da Figura 21 o efeito da intensidade da emissdo de Ca
sobre a intensidade de emissdo de Na foi avaliado. Para esse estudo foi monitorado
o sinal analitico de Na em nove solucdes, onde, fixou-se a concentracao deste em 1,0
mg L e variou a concentracdo de Ca entre 0 e 20 mg L't. Como pode-se observar na
Figura 22, em concentracdes até 2,5 vezes maior de Ca em relagdo ao Na o erro
obtido € menor que 2%. Ja quando a concentracdo de Ca € maior ou igual a 5 vezes
a concentracdo de Na, esse erro é da ordem de 10%. Assim, para casos onde as
matrizes tenham uma relacédo de Ca/Na maior ou igual a 5, deve ser adotada alguma
estratégia para suprimir a excitacdo do Ca: o emprego de Ti ou PO4* pode ser uma
alternativa por formarem compostos termicamente estaveis (Cas(POa4)2 e CaTiO3) em

chama ar/acetileno’?.
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Figura 22 - Variacdo da intensidade de emissdo de 1 mg L Na com o aumento da
concentracéo de Ca.

Fonte: autor

6.3.2 AVALIACAO DO PADRAO INTERNO

Dentre os elementos avaliados (Fig. 21) o Li ndo apresentou sobreposi¢ao
espectral aos analitos de interesse, além de estar presente em alguns trabalhos na
literatura como padrdo interno em determinacbes de Na e K por emissao
atémical®89.%0, Assim, optou-se por avaliar sua efetividade para corrigir interferéncias
relacionadas a diferentes condi¢cdes de excitacdo e diferentes taxas de amostragem,
por meio da analise do comportamento das intensidades de emissdo de Na, K e Li
frente a variagbes nas condi¢des instrumentais.

Diferentes condicbes de excitagdo foram obtidas a partir da variagao da
estequiometria da chama. Mantendo-se a taxa de aspiracdo e altura de observacao
fixas, variou-se a vazao do ar comprimido em proporc¢des ar/acetileno entre 0,5 - 2,25.
A analise da Figura 23 mostra que as intensidades de emissdo de Na e Li sofrem um
pequeno acréscimo a partir da razéo 1,75 ar/acetileno (5% Na e 8% Li), a intensidade
de emisséo de K sofre um pequeno acréscimo a partir da razéo 2,0 ar/acetileno (8%).
No entanto, considerando a pequena variacdo observada nas intensidades de
emissdo dos analitos e padrdo interno, quando utilizado a razéo entre os sinais de

Na/Li e K/Li, estes permanecem praticamente constantes.
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Para proporc¢des ar/acetileno menores ou igual a 1, ndo foi possivel realizar as
medidas das intensidades de emissado para Na, Li e K, pois, em chamas redutoras ha
um aumento na emissdo de radiacédo proveniente da chama®?, gerando um sinal de

fundo que satura o detector, como pode ser observado na Figura 24.
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Figura 23 - Influéncia da razéo ar/acetileno nas intensidades de emisséo de Na (-m-), K (-e-),
e Li (-A-) e nas razdes das intensidades de emissado de Na/Li (-m-) e K/Li (-e-).

Fonte: autor
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Figura 24 - Fundo observado (a) em chamas redutoras e (b) registrado

Fonte: autor
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Diferentes taxas de amostragem foram avaliadas variando a taxa de aspiracéo
de 1 a 6 mL min'l. Pode-se observar na Figura 25 que, com o aumento da taxa de
aspiracao, ocorre um aumento na intensidade de emisséo, devido a maior quantidade
de amostra que chega ao atomizador, aumentando assim a populacdo de Na, K e Li
excitadas na chama. Esse aumento nas intensidades de emissao decorrente ao
aumento da populagcdo de Na, K e Li ocorre de modo semelhante para os trés
elementos. Esse comportamento semelhante pode ser melhor expressado através
das razbes das intensidades de emissdo de Na/Li e K/Li que permanecem
praticamente constantes.

As intensidades de emissao de Na, K e Li variaram de maneira semelhante
tanto em funcao das variacdes de composicdo da chama quanto em funcéo das taxas

de aspiracdo, demonstrando que o Li pode ser um bom padrao interno para Na e K.

T T T 2,0
— 1600 - -
S N
3 . - 1.5 9
l) ek =1
S 1200 - / @
o 2
5 L 1,0 S
S 3
@ 800- >
o D
S - e 0,5 @
) . v 3
S ? @
) L7 wn
S 400- o 2

T T T T v T 0,0

0 2 4 6

Taxa de aspiragao/ (mL min'l)

Figura 25 - Influéncia da variacdo da taxa de aspiracdo nas intensidades de emissédo de Na
(-m-), K (-e-), e Li (- A-) e nas razbes das intensidades de emisséo de Na/Li (-m-) e K/Li (-e-).

Fonte: autor
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6.3.3 OTIMIZACAO DO SISTEMA DE INJECAO EM FLUXO

Apos a selecao do Li como padréo interno, o sistema de injecdo em fluxo para
0 método de adicdo de padrdo interno por gradiente de concentracdo em fluxo foi
otimizado. O sistema utilizado (Figura 19) € composto por duas algas de amostragem
L1 (solucdo A: padréo + amostra) e L2 (solugdo B: branco + amostra). Com a injecao
da alca L1, observa-se a formacdo de um patamar das intensidades de emissdo de
Na, K e Li (referentes a concentragdo presente no padréo + concentracao presente na
amostra); ao comutar o injetor, a algca L2 € amostrada. Ao injetar esta al¢a observa-se
que as intensidades de emissdo sofrem um decréscimo gradual, sendo isso,
condicionado ao volume morto relativamente grande da camara de nebulizacdo do
espectrometro de absorcdo atbmica. Esse volume morto favorece a ocorréncia de
uma “pseudo diluigdo” da solugéo injetada® %, até que se forme um novo patamar das
intensidades de emissao referente a concentracao de Na, K e Li presente na solugao
B (concentracdo presente na amostra + branco).

Essa regidao onde ocorre a “pseudo diluigdo” é utilizada para construgao da
curva de calibracdo do método. No entanto, para que possa ser definida com clareza
a regido a ser utilizada, se torna necessaria a formacgao de patamares bem definidos.
Baseado nisto, o tamanho das alcas de amostragem foi avaliado, variando seus
comprimentos entre 100 e 500 cm. Como pode ser observado na Figura 26, para alcas
de amostragem de 100 e 200 cm (Fig. 26a e 26b), ndo ocorre a formacao de
patamares referentes aos sinais de Na, K e Li, devido a disperséo do contetdo das
alcas de amostragem no fluido transportador (branco). Uma situacdo de minima
dispersdo é obtida com o aumento das alcas de amostragem®°l, como pode ser
observado nas Figuras 26c¢ e 26d, na qual sao utilizadas algcas de amostragem de 300
e 500 cm, respectivamente. A al¢ca de amostragem de 500 cm apresentou patamares
bem definidos, sendo possivel identificar com clareza os pontos de maxima
intensidade de emisséo para as algcas L1 e L2. Optou-se por utilizar este comprimento

de alca no decorrer do trabalho.
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cm e (d) 500 cm para (-) Na, (-) K e (-) Li utilizando o método de adicdo de padrdo interno por gradiente

de concentracdo em fluxo.

Fonte: autor

Com a definicdo do tamanho das algas de amostragem definido, o uso de um

amortecedor de pulso para diminuir a oscilagdo do sinal analitico causado pelos

pulsos da bomba peristaltica foi avaliado. Como pode ser observado na Figura 27b,

guando utilizado o amortecedor de pulso o sinal € menos ruidoso, quando comparado

com o experimento, sem o0 uso do amortecedor de pulso (Fig. 27a). Essa diminuicéo

no ruido pode ser melhor evidenciada quando comparados os desvios padrbes

relativos (RSDs) médios que sdo da ordem de 2% para Na, K e Li com a utilizacdo do

amortecedor de pulso, enquanto que a auséncia do mesmo fornece RSDs da ordem

de 7% para Na e Li e 10% para K. Assim, optou-se pelo uso do amortecedor de pulso

no sistema de fluxos empregado.
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Figura 27 - Intensidades de emissao (-) Na, (-) K e (-) Li (a) sem amortecedor de pulso (b)
com amortecedor de pulso.

Fonte: autor

6.3.4 OTIMIZACAO DO METODO DE ADICAO DE PADRAO INTERNO POR
GRADIENTE DE CONCENTRACAO EM FLUXO

Um dos pontos cruciais para o método proposto é a determinacdo da
concentracéo de Li, uma vez que no método de adicdo de padréo interno por gradiente
de concentracdo em fluxo as curvas sao plotadas utilizando a razao da intensidade de
emissdo do analito pela intensidade de emissado do padrao interno em fungéo do

inverso da concentracdo do padréo interno. Assim dois métodos foram testados: 1)
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utilizando uma calibracédo externa (0 - 2,0 mg L Li) antes do uso do método de adigcéo
de padréo interno por gradiente de concentracdo em fluxo permitindo que a
concentracdo de Li para cada ponto da regido do gradiente de concentracdo seja
calculada por interpolacdo dos pontos; 2) utilizando o valor do ponto de maior
intensidade de emissao do Li (Pmax), onde a concentracdo € conhecida (concentracdo
utilizada no padrao) e, assumindo que o Li tenha uma relacdo linear, calcula-se a
concentragéo para os outros pontos (Px) a partir da Equagéo 10 descrita anteriormente
(item 5.2.4.2).

Foram comparados os dois métodos para determinar a concentracdo de Li,
sendo esses realizados em meio aquoso e em dois dias distintos. A analise da Figura
28 revela que as concentracdes de Li no gradiente de concentracdo calculadas a partir
dos métodos 1 e 2, geram curvas analiticas de Li praticamente sobrepostas. Ao fazer
a regressao linear em ambos os casos, sdo obtidos 0s seguintes coeficientes
angulares: 2118 + 5 (método 1) e 2145 + 20 (método 2). Aplicando o teste t pareado
para os coeficientes angulares obtidos pelos dois métodos, conclui-se que as curvas
de Li sdo concordantes ao nivel de 95% de confianca. Assim, optou-se por utilizar o
método 2 no decorrer do trabalho, pois 0 uso de uma calibracdo externa antes de cada
analise, diminuiria a frequéncia analitica, além de haver a necessidade do preparo de
pelo menos cinco solugcBes padrbes de Li, somadas as solugdes ja utilizadas no

método de adicdo de padréo interno por gradiente de concentracdo em fluxo.
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Figura 28 - Concentrag6es de Li no gradiente de concentragdo calculadas através do método
1 (-m-) e método 2 (-e-) nos dias 1 (a) e 2 (b).

Fonte: autor

Para emprego do método da adicdo de padrdo interno por gradiente de
concentracdo em fluxo pelo sistema proposto, utiliza-se um modo de aquisi¢ao rapida
de dados, que gera um total de 6000 espectros por andlise. Dentre esse total,
aproximadamente 1000 espectros correspondem a regido do gradiente de
concentracdo. No entanto, devido a oscilacédo do sinal e o grande numero de pontos,
avaliou-se o uso de meédias, que foram calculadas utilizando 10, 20, 30, 40 e 50
pontos. A analise das Figuras 29 e 30 revela que tanto para Na quanto para K o

namero de pontos utilizados para calcular a média ndo tem grande influéncia na
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preciséo do resultado final, sendo, melhor expressado através dos RSDs médios para
as médias calculadas utilizando 10 (10% Na e 8% K), 20 (7% Na e 10% K), 30 (8%
Na e 8% K), 40 (8% Na e 8% K) e 50 pontos (8% Na e 7% K). Assim, optou-se por
utilizar uma média de 30 pontos para os estudos posteriores.

Um fator importante no desenvolvimento do método de adicdo de padrao
interno por gradiente de concentracdo em fluxo € a definicdo da faixa na regido do
gradiente de concentracdo (regido de transicao entre as solucdes A e B) que deve ser
empregada na calibracdo do método. Visando avaliar a faixa na regido do gradiente
de concentragdo a ser utilizada, foram analisadas 5 amostras contendo 0,5 mg L* Na
e 1,0 mg L* K utilizando o método proposto. Considerando o valor maximo de
intensidade de emissdo no gradiente de concentracdo como sendo 100% e o valor
mais baixo como sendo 0%, o mesmo foi dividido em diferentes faixas da seguinte
maneira: a) todos os pontos de 100% até 0%; b) pontos centrais de 90% até 10%; c)
excluindo-se os pontos iniciais de 90 % até 0%; d) excluindo-se os pontos finais 100%
até 10%. Como pode ser observado nas Figuras 29 e 30, tanto para Na quanto para
K, a precisdo (RSD) do método é afetada de maneira mais acentuada quando todos
0s pontos sédo utilizados na calibragcéo Fig.29a e 30a (em média 12% para Na e K) e
quando foram excluidos os pontos iniciais Fig. 29c e 30c (em média 16% para Na e
14% para K). Com a utilizagéo dos pontos centrais Fig. 29b e 30b e excluséo dos
pontos finais Fig. 29d e 30d os RSDs foram da ordem de 2% para Na e 5% para K.
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Figura 29 - Determinacdo de Na em 5 amostras (contendo 0,5 mg L™ de Na) empregando o método de
adicao de padrao interna por gradiente de concentracdo em fluxo utilizando médias de: m 10 pontos, = 20
pontos, m 30 pontos, m 40 pontos e m 50 pontos. E utilizando: a) todos os pontos, b) pontos centrais, )
excluindo pontos iniciais e d) excluindo pontos finais.

Fonte: autor
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Figura 30 - Determinacdo de K em 5 amostras (contendo 1,0 mg L de K) empregando o método de
adicdo de padréo interna por gradiente de concentragdo em fluxo utilizando médias de: m 10 pontos, = 20
pontos, m 30 pontos, m 40 pontos e m 50 pontos. E utilizando: a) todos os pontos, b) pontos centrais, )
excluindo pontos iniciais e d) excluindo pontos finais.

Fonte: autor

A melhora na preciséo dos resultados quando s&o utilizados apenas 0s pontos
centrais e quando séo excluidos os pontos finais, se deve ao fato da construcéo das
curvas de calibracédo serem plotadas utilizando a razéo das intensidades de emissao
de Na/Li e K/Li versus 1/[Li]. Nos pontos situados ao final da regido do gradiente de
concentracéo os valores se aproximam muito de zero (Figura 20) e quando se calcula
o inverso de um numero muito pequeno gera-se um valor alto. Assim, qualquer
pequena oscilacdo nas intensidades de emisséo, pode influenciar nos coeficientes

angular e linear da curva de calibracdo, o que afeta diretamente o resultado final da
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andlise, uma vez que, o célculo da concentracdo do analito na amostra (Ca™) pelo
método de adicdo de padrdo interno por gradiente de concentracdo em fluxo é feito
por meio da razdo do coeficiente angular / coeficiente linear multiplicado pela razédo
da concentragdo do analito no padrdo (CPa) / concentracdo do padrdo interno no

padréo (CPpi) como pode ser observado na Equagéo 11.

am

_ Coef.angular _ C}

Coef. linear C_gi Eqg. 11

Esse efeito pode ser observado na Figura 31 onde sdo apresentadas as curvas
de adicdo de padrdo interno por gradiente de concentracdo em fluxo para a
determinacao de Na e K (n=3) utilizando todos os pontos (Fig. 31a) e utilizando apenas
0s pontos centrais (Fig. 31c) nas curvas de calibragcédo. As curvas para cada uma das
replicatas em ambos 0s casos apresentam inclinacées muito préximas como pode ser
observado na Tabela 15. No entanto, quando ampliamos as curvas apresentadas na
Figura 31a e 31c, pode ser observado que quando todos os pontos sao utilizados na
calibracéo (Fig. 31b) os pontos de menor valor ndo apresentam grande influéncia na
tendéncia das retas, refletindo nos coeficientes lineares das curvas. Quando sao
utilizados apenas o0s pontos centrais na calibracdo (Fig. 31d), o mesmo
comportamento ndo é observado. Assim, mesmo que as inclinacdes das retas sejam
muito proximas, a diferenca nos coeficientes lineares quando todos os pontos sédo
utilizados levam a uma imprecisdo maior do método (8,4% Na e 10,3% K) quando
comparado com as curvas plotadas apenas com o0s pontos centrais (1,7% Na e 0,9%

K) conforme apresentado na Tabela 15.



111

2,5
o 600- °
AT AT
[7)] (%]
8 3 2,0-
IS £
@ T
© o
T 400 1 o
& 4]
S 5 1,5 4
O 4]
S S
[%)] (7))
c C
T 2004 it
k= € 1,04
o o
A0 AT
N N
© O
[a'4 [a'4
0 4 -
T T T T T T T 015 T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5
10 - 1/[Li] 2,5- 1/[Li]
c
o o
AT 8 AT
(7)) - (%))
0 0 204
£ £
] ]
© cu
oS 64 o
2 2
o < 1,5 -
O O
S S
2 4 g
T v 9]
- -
= £ 1,04
o o
W 2.4 ]
N N
(L] (L]
o I
T T T T T 1 0’5 T T T 1
3 6 9 12 15 18 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5
1/[L] 1/[L]
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Fonte: autor
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Tabela 15 - Pardmetros das curvas de adicdo de padrdo interno por gradiente de
concentracdo em fluxo para amostra 3 utilizando todos os pontos (TP) e pontos centrais (PC)
na calibracéo. Resultado (mg L) das determinagées de Na e K para cada replicata e desvios
padrdes relativo para TP e PC.

Na K
Coef. Coef. [Na] RSD, | Coef. Coef. [K] RSD,
linear angular linear angular
PC1 | 0,9967 0,5065 0,51 0,5132  0,2132 0,83
PC2| 1,0139 0,5054 0,50 1,7 0,5083 0,2143 0,84 0,9
PC3 | 1,0249 0,5032 0,49 0,5164 0,2139 0,83
TP1 | 0,8716 0,5164 0,59 0,3661  0,2285 1,25
TP2 | 0,8153 0,5142 0,63 8,4 0,4093 0,2262 1,11 10,3
TP3 | 0,9591 0,5117 0,53 0,4448  0,2267 1,02

Fonte: autor

Como Na e K séo elementos facilmente ionizaveis CsCl foi avaliado como
supressor de ionizacdo em suas determinacdes pelo método proposto, sendo
avaliadas concentracdes de CsCl entre 0 e 0,5% m V1. Como pode ser observado na
Figura 32 os valores obtidos com e sem o uso do supressor de ionizagéo foram muito
préximos. Se utilizarmos o valor obtido sem o0 uso de CsCl como referéncia, e
aplicando o teste t ndo pareado, conclui-se que os valores obtidos para Na e K com e
sem o0 uso de supressor de ioniza¢do sao concordantes ao nivel de 95% confianca.

Como as concentracdes de Cs utilizadas séo relativamente altas, e a emissao
proveniente da excitacdo do Cs, acaba aumentando o sinal de fundo (Figura 33),

optou-se por ndo utilizar o supressor de ionizacao.
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Figura 32 - Determinacdo de Na (-m-) e K (-e-) pelo método de adi¢édo de padréo interno por
gradiente de concentracdo em fluxo utilizando diferentes concentragbes do supressor de
ionizagao.

Fonte: autor
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Por ultimo foi avaliado a influéncia da concentracdo do padrdo interno na
determinacao de Na e K. Neste estudo foi empregada uma amostra contendo 0,5 mg
L*Na+1,0mgL*Keopadrdo contendo 1,0 mg L't Na+ 2,0 mg L"! K e concentracdes
do padrdo interno de 0,5; 1,0 e 2,0 mg L Li. A andlise da Figura 34 revela que
independente da concentracdo do padrdo interno utilizada, os resultados sao
concordantes, desde que a concentracao utilizada esteja dentro da faixa linear de

resposta do analito.
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Figura 34 - Determinacdo de Na (-m-) e K (-e-) pelo método de adicédo de padréo interno por
gradiente de concentragdo em fluxo utilizando diferentes concentra¢des do padréo interno.

Fonte: autor

6.3.5 DETERMINACAO DE SODIO E POTASSIO
6.3.5.1 Materiais de referéncia certificados
Apoés a otimizacdo do método de adicdo de padréo interno por gradiente de

concentragédo em fluxo sua exatidao foi avaliada através da determinagéo de Na e K

em quatro materiais de referéncia certificados e um padrao de biodiesel certificado.
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Os métodos de adicdo de padrdo, padronizacdo interna e calibragdo externa foram
utilizados para fins comparativos.
Os resultados das determinacdes de Na nos cinco materiais de referéncia

certificados sé@o apresentados na Tabela 16.

Tabela 16 - Resultados (% m m™) da determinacdo (n=3) de Na em materiais de referéncia certificados
empregando os métodos de calibracdo externa, padronizagdo interna, adicdo de padréo e adicdo de padrao
interno por gradiente de concentracdo em fluxo.

Amostras Valor Calibracdo Padronizacdo  Adicéao de Adicao de
Certificado externa interna padréo padréo
interno
Biodiesel 2,5% 57+0,3* 1,9+0,1* 2,7+0,3* 2,5+0,2*
Bovine Liver 0,242 +0,006 0,253 +0,010 0,244+0,011 0,249 +0,019 0,241 + 0,009
Mussel Tissue 35+0,1 3,6+0,3 3,5%£0,2 34+£0,1 35+£0,1
Non Fat Milk 0,497 £ 0,010 0,576 +0,040 0,528 +0,020 0,532 +0,060 0,498 + 0,010
Powder
Whole Milk 0,356 + 0,040 0,430 +0,020 0,402+ 0,020 0,363+0,014 0,365 0,020
Powder

* Valores expressos em mg Kg?

Fonte: autor

A andlise destes resultados mostra que para a calibracao externa o valor obtido
para o padrao de biodiesel certificado estava 2,3 vezes maior que o valor certificado.
Esse valor superestimado ocorre devido ao aumento da temperatura da chama
ocasionado pela insercdo de etanol, e pela diminuicdo da tensao superficial da
solugéo, facilitando a nebulizacdo da solugdo e aumentando a populacdo de Na
presente na chama’®. Para os quatro CRMs apenas o Whole Milk Powder néo foi
concordante ao nivel 95% de confianca (teste t de Student). No entanto, o valor obtido
foi relativamente proximo do certificado.

Os resultados obtidos na determinacdo Na no padréo de biodiesel foi menor
que o valor certificado quando utilizada a padronizagdo interna. Esse valor
subestimado ocorre porque o Na e o Li ndo sdo afetados de maneira semelhante pelo
aumento da temperatura da chama (Figura 35). Esse comportamento diferente pode
ser relacionado as energias de transicfes para as linhas de emissao utilizadas: a

energia de transicdo da linha de Na (2,1044 eV) € maior que a energia de transicao
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da linha de Li (1,8478 eV)®*. Ja para os outros quatro CRMs os valores obtidos foram
concordantes ao nivel de 95% de confianca com os valores certificados.

Os resultados obtidos para os cinco CRMs pelos métodos de adicdo de padrdo
e adicdo de padrdo interno por gradiente de concentracdo em fluxo foram
concordantes ao nivel de 95% de confianca com os valores certificados (teste t de
Student). O método de adicdo de padréo interno por gradiente de concentracdo em
fluxo apresentou os menores RSDs médios (4,4%) quando comparado aos outros
meétodos utilizados: 5,8% calibracdo externa, 4,8% padronizacao interna e 7,3% para

adicao de padrao.
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Figura 35 - Intensidades de emissdo de 1 mg L' Na, 1 mgL?Lie 1 mgL?!Kem meiode
etanol (--) e em meio aquoso (--).

Fonte: autor

Os resultados obtidos para a determinacdo de K nos cinco materiais de

referéncia certificados sao apresentados na Tabela 17.
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Tabela 17 - Resultados (% m m?) da determinacéo (n=3) de K em materiais de referéncia certificados empregando
0s métodos de calibracdo externa, padronizacdo interna, adicdo de padrdo e adicdo de padrdo interno por
gradiente de concentracao em fluxo.

Amostras Valor Calibracdo Padronizacdo  Adicéao de Adicao de
Certificado externa interna padréo padréo
interno
Biodiesel 2,5 8,5+0,3 3,2+0,1 2,1+0,3 1,9+0,2
Bovine Liver 0,9994 + 0,9544 + 0,9408 + 0,9786+ 0,8450 +
0,0002 0,0210 0,0250 0,0880 0,0100

Mussel Tissue 0,97 £ 0,05 0,96 + 0,02 0,93+ 0,02 0,90 + 0,03 0,88 £ 0,05
Non Fat Milk 1,363 £0,047 1,368 +0,056 1,363 +0,047 1,581 +0,413 0,989 + 0,090
Powder
Whole Milk 1,69+ 0,03 1,70 £ 0,05 1,69+ 0,03 1,16 £ 0,05 1,39 £ 0,07
Powder

* Valores expressos em mg Kg?
Fonte: autor

Andlise destes resultados revela que, assim como observado para Na, a
concentracdo de K determinada para o padréo de biodiesel foi maior que o valor
certificado (3,4 vezes) quando utilizado a calibracdo externa. J& para os quatro CRMs
os valores obtidos foram concordantes ao nivel de 95% de confianca.

A concentracdo de K determinada pele método da padronizacdo interna no
padrao de biodiesel foi acima do valor certificado. Assim como observado na
determinacao de Na, o K e o Liforam afetados pelo aumento da temperatura da chama
de maneira diferente (Figura 35). Neste caso, o K foi afetado de forma mais acentuada
devido a menor energia de transi¢cao da linha de K (1,6171eV) quando comparado a
da linha de Li (1,8478 eV)%. Para os outros quatro CRMs, os valores obtidos foram
concordantes ao nivel de 95% de confianca com os valores certificados.

Para o método de adicao de padrao apenas o material Whole Milk Powder nao
foi concordante ao nivel de 95 % de confianca. No entanto, observa-se que o método
apresenta altos RSDs (12% em média). Esse comportamento se deve ao fato do
meétodo de adicdo de padrao envolver o preparo de um grande numero de solugoes,
tornando-o mais susceptivel a erros aleatérios.

Para o método de adigdo de padrdo interno por gradiente de concentracdo em

fluxo apenas o CRM Mussel Tissue foi concordante ao nivel de 95% de confianca. Ja
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0s outros materiais de referéncia certificados apresentaram recuperagoes entre 73 e

85% de recuperacao.

6.3.5.2 Biodiesel

O método de adicdo de padrao interno por gradiente de concentracdo em fluxo
foi aplicado na determinacdo de Na e K em cinco amostras de biodiesel. Para fins
comparativos, os analitos também foram determinados nestas amostras empregando
a calibracao externa, a adicdo de padréao e a padronizacao interna.

Todas as amostras de biodiesel analisadas apresentaram concentragoes de K
menores que o limite de quantificacéo (0,06 mg L) que corresponde a 0,6 mg kg.

Os resultados da determinacdo de Na em biodiesel podem ser observados na
Tabela 18.

Tabela 18 - Resultados (mg kg?) da determinacéo (n=3) de Na em biodiesel empregando os
métodos de calibragédo externa, padronizacao interna, adicao de padrédo e adicdo de padrao
interno por gradiente de concentragdo em fluxo.

Amostras Calibracdo Padronizacdo Adicéao de Adicao de
Externa Interna padréo padrédo interno
Biodiesel 1 1,40 + 0,04 0,40 £ 0,02 0,92 +0,10 0,75+ 0,07
Biodiesel 2 1,97 + 0,15 0,61 + 0,06 1,54 £ 0,26 1,23+0,10
Biodiesel 3 1,50 + 0,07 0,44 + 0,02 0,90 +£ 0,03 0,74 + 0,01
Biodiesel 4 1,10 + 0,06 0,30 £ 0,02 0,65 + 0,06 0,56 + 0,04
Biodiesel 5 2,04 + 0,04 0,63 + 0,03 1,25 +0,13 1,21 +£0,11

Fonte: autor

Para a determinacdo de Na, os resultados obtidos para os quatro métodos
apresentaram um comportamento semelhante ao observado para o padrdao de
biodiesel certificado discutido anteriormente. Os valores obtidos utlizando a
calibracéo externa (1,10 - 2,04 mg kg!) foram aproximadamente 2 vezes maiores que
os valores obtidos pelo método de adicdo de padrdo interno por gradiente de
concentracéo em fluxo.

Os resultados obtidos para o método da padronizacao interna variaram entre

0,30 - 0,61 mg kg™*. Esses valores sdo em média 50% menores que 0s obtidos pelo
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método de adicdo de padréo interna por gradiente de concentracdo em fluxo (0,56 -
1,23 mg kg).

Os valores obtidos pelo método de adicdo de padréo foram concordantes ao
nivel de 95% de confianca (teste t pareado) com os valores obtidos pelo método de
adicao de padréo interno por gradiente de concentragéo em fluxo.

Assim como pode ser observado na analise dos CRMs, os RSDs médios
obtidos pelo método de adicdo de padréo interno por gradiente de concentracdo em
fluxo (6,9%) foram menores que os obtidos pelos métodos de calibragcdo externa
(8,0%), padronizacéo interna (7,6%) e adicdo de padréo (11,2%).

O desempenho dos métodos foi também avaliado por meio de testes de adicéo
e recuperacdo dos analitos. Aliquotas apropriadas de solucdes padrdo de Na e K
foram adicionadas nas amostras de biodiesel de modo a preparar solu¢des contendo
0,5mgL!tKe0,2mgL*Na.

As recuperacdes obtidas para Na estao apresentadas na Tabela 19.

Tabela 19 - Resultados (%) dos testes de adicdo e recuperacdo para Na em biodiesel
empregando os métodos de calibracdo externa, padronizacdo interna, adicdo de padrdo e
adicdo de padréo interno por gradiente de concentracdo em fluxo.

Amostras Calibracdo Padronizacdo Adicao de Adicao de
Externa Interna padréo padrédo interno
Biodiesel 1 202 £17 72+6 119 +10 98+5
Biodiesel 2 181 +8 671 111 +9 97 +6
Biodiesel 3 191 +£15 67 2 126 £ 11 94 +2
Biodiesel 4 198 £ 17 72+8 113+ 7 94 +3
Biodiesel 5 194 + 14 70+ 2 117 £10 96+ 3

Fonte: autor

Andlise da Tabela 19 revela uma tendéncia no comportamento do Na nas
determinacdes envolvendo os métodos de calibragdo externa, padronizacéo interna,
adicao de padrao e adicédo de padrao interna por gradiente de concentracao em fluxo.
Tanto para as amostras de biodiesel, material certificado e testes de adicdo e
recuperacdo. O método de calibracéo externa apresentou recuperacdes que variaram

entre 181 e 202%, sendo o valor recuperado na ordem de duas vezes maior que 0
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esperado. Essa alta recuperacéo é causada pelo aumento da temperatura da chama
e diminuicdo da tenséo superficial.

Para a padronizacao interna as recuperacdes variaram entre 67 e 72%, uma
vez que a intensidade de emissao de Li sofre um incremento maior que a de Na,
acarretando em recuperacoes subestimadas (da ordem de 70%).

O método de adicdo de padréo apresentou recuperacdes entre 111 e 126%,
sendo estas um pouco acima das recuperacOes aceitaveis para estes niveis de
concentragdes (80 e 110%)”3. No decorrer do trabalho, o método apresentou o maior
RSD médio entre os métodos empregados, da ordem de 8%.

O método de adicdo de padrao interno por gradiente de concentracdo em fluxo
apresentou boas recuperacfes para Na (94 - 98%), mostrando uma boa exatidao do
método. Além de mostrar uma boa precisdo nas medidas (3,9% em média) quando
comparado aos desvios médios obtidos para os métodos de calibracdo externa
(7,3%), padronizacéo interna (6,5%) e adicao de padréo (8,0%).

Os resultados obtidos para os testes de adi¢cdo e recuperacdo para K estao

apresentados na Tabela 20.

Tabela 20 - Resultados (%) dos testes de adicdo e recuperacdo para K em biodiesel
empregando os métodos de calibragdo externa, padronizacdo interna, adicdo de padréo e
adicdo de padrdo interno por gradiente de concentragdo em fluxo.

Amostras Calibracdo Padronizacdo Adicao de Adicao de
Externa Interna padréo padrédo interno
Biodiesel 1 381+£10 136 £ 9 81+8 81+9
Biodiesel 2 356 + 15 1301 86+9 76 +10
Biodiesel 3 381+8 134+ 4 92 +15 78+5
Biodiesel 4 3757 134 +6 81+6 737
Biodiesel 5 385+6 132+2 87+9 74+6

Fonte: autor

Assim, como observado para o padrdo de biodiesel certificado a calibracéo
externa apresentou recuperacgdes entre 356 e 385%, sendo isso atribuido ao aumento
da temperatura da chama e a diminui¢cao da tensao superficial.

A padronizacdo interna apresentou recuperacdes que variaram entre 130 -

136%. Sendo essas altas recuperacdes obtidas devido as intensidades de emissao
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de K serem afetadas de modo mais acentuado que as intensidades de emisséo de Li
pelo aumento da temperatura da chama.

O método de adicdo de padrdo apresentou recuperacdes aceitaveis se
adotarmos uma faixa de 80 a 110% de recuperagdo’3. Porém, assim como discutido
anteriormente o método ndo apresenta uma boa precisao (11% em média).

Assim como observado na andlise dos materiais de referéncia certificados o
meétodo de adicdo de padrdo interno por gradiente de concentracdo em fluxo néo
apresentou um bom desempenho na determinacao de K, cujas recuperacdes variaram
entre 73 e 81%.

6.3.5.3 Urina

Os resultados das determinacdes de Na e K em cinco amostras de urina sao
apresentadas nas Tabelas 21 e 22, respectivamente.

Tabela 21 - Resultados (mg L?) da determinacdo (n=3) de Na em urina empregando os
métodos de calibragédo externa, padronizacao interna, adicao de padrédo e adicdo de padrao
interno por gradiente de concentracdo em fluxo.

Amostras Calibracdo Padronizacdo Adicao de Adicao de
Externa Interna padréo padrédo interno
Urina 1 728 £ 55 730 £ 51 711 +48 756 + 46
Urina 2 1705 + 26 1749 + 15 1734 + 30 1789 + 40
Urina 3 1620 + 26 1640 + 41 1591 + 50 1533 £ 20
Urina 4 1733 £ 30 1773 £ 33 1805 £ 26 1744 £ 50
Urina 5 1800 + 47 1838 + 40 1818 + 21 1840 + 41

Fonte: autor

As concentracdes de Na variaram entre 711 e 1840 mg L. Os valores obtidos
pelos métodos de calibracdo externa, padronizacdo interna, adicdo de padrdo e
adicao de padrao interno por gradiente de concentragédo em fluxo foram concordantes
entre si ao nivel de 95% de confianga de acordo com o teste t pareado. Para todos 0s

meétodos foram obtidas boas precisfes, em média 3%.
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Tabela 22 - Resultados (mg L) da determinacdo (n=3) de K em urina empregando os
métodos de calibracdo externa, padronizacao interna, adicdo de padréo e adicao de padrédo
interno por gradiente de concentracdo em fluxo.

Amostras  Calibracdo Padronizagcdo Adicao de Adicao de
Externa Interna padréo padrédo interno
Urina 1 1088 + 50 1187 + 45 980 + 20 853 + 42
Urina 2 998 + 32 1016 + 10 868 + 22 752 + 21
Urina 3 1025 + 40 1105 + 35 968 + 63 740 £ 10
Urina 4 1295 + 103 1386 + 90 1180 + 61 1022 + 34
Urina 5 613 + 30 648 + 26 474 + 50 398 +13

Fonte: autor

As concentracdes de K apresentadas na Tabela 22 variaram entre 398 e 1386
mg L. Os valores obtidos pelos métodos de calibracdo externa e padronizacédo
interna foram concordantes ao nivel de 95% de confianca (teste t pareado). Os valores
obtidos para os métodos de adicdo de padrao e adi¢cdo de padréo interno por gradiente
de concentracdo em fluxo foram em média 20 e 30% mais baixos que os valores
obtidos pelo método de calibracao externa.

O desempenho dos métodos foi avaliado por meio de testes de adicdo e
recuperacado dos analitos. Aliquotas de solucdes padrdes de Na e K foram adicionadas
as amostras de urina de modo a preparar soluges contendo 0,2 mg L* Na + 0,5 mg
L1 K. Os resultados obtidos para Na e K estdo apresentados nas Tabelas 23 e 24,

respectivamente.

Tabela 23 - Resultados (%) dos testes de adicdo e recuperacdo para Na em urina
empregando os métodos de calibragdo externa, padronizacdo interna, adicdo de padréo e
adicdo de padrédo interno por gradiente de concentracdo em fluxo.

Amostras Calibracdo Padronizacdo Adicao de Adicao de
Externa Interna padrao padrao interno
Urina 1 101+2 102 +3 105+ 14 107 £7
Urina 2 107 £10 101 £5 122 £ 21 110+ 8
Urina 3 109+11 104 £3 124 £ 12 95+5
Urina 4 111 +18 117 £ 13 117 £ 18 102 +8
Urina 5 107 £ 17 108 £ 15 125+9 100+ 7

Fonte: autor
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Para a determinacdo de Na todos os métodos apresentaram recuperacoes
satisfatorias: calibragdo externa (101 - 111%), padronizacdo interna (101 - 117%),
adicdo de padréo (105 - 125%) e adicdo de padrao interno por gradiente de
concentracdo em fluxo (95 - 107%). As melhores precisdes (RSD) em média foram
obtidas para os métodos de adicdo de padréo interno por gradiente por concentracao
em fluxo (6,8%) e padronizagéo interna (7,2%) quando comparados aos métodos
calibracéao externa (10,7%) e adicdo de padrao (12,1%).

Como o Na esta presente em altas concentracdes em amostras de urina, foram
necessarias diluicdes da ordem de 2500 vezes. Com estas diluicdes possiveis efeitos

de matriz e/ou transporte ndo foram observados.

Tabela 24. Resultados (%) dos testes de adicdo e recuperacdo para K em urina empregando
0s métodos de calibracdo externa, padronizacao interna, adicao de padréo e adi¢cao de padrédo
interno por gradiente de concentracdo em fluxo.

Amostras  Calibracdo Padronizacdo Adicao de Adicao de
Externa Interna padréo padrédo interno
Urina 1 101+£2 94 +2 835 85+6
Urina 2 111 +£9 98+4 94 + 20 842
Urina 3 108 £10 96 +2 79+3 774
Urina 4 107 +£9 102 +£6 92 + 30 865
Urina 5 106 £ 10 97+9 84 +11 82+6

Fonte: autor

Para o K os métodos de calibracdo externa e padronizacao interna assim como
observado na analise dos materiais de referéncia certificados apresentaram melhores
recuperacoes 101 — 111% e 94 — 102%, respectivamente. Ja quando empregados 0s
métodos de adicdo de padrédo e adicdo de padréo interno por gradiente de
concentracdo em fluxo, assim como observado na analise das amostras de urina, as
recuperacgdes foram da ordem de 20% mais baixas que as obtidas pelos métodos da
calibracédo externa e padronizacéao interna.

A determinacdo de K ao longo do trabalho apresentou um erro aleatorio
fornecendo valores de recuperacdes da ordem de 80%, estes problemas podem estar
associados com a escolha do padrao interno, uma vez que Li mostrou ndo ser um

padrao interno eficiente. Uma alternativa ao uso do Li como padrdo interno seria a
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utilizacdo de Rb®8, no entanto, no sistema de emissdo atdmica utilizado, ambos
elementos apresentaram sobreposicdo espectral, impossibilitando uma avaliagao

mais aprofundada.

6.4 Conclusdes parciais

A adicdo de padrao interno por gradiente de concentracdo em fluxo mostrou
ser um método de calibracdo viavel e eficaz na correcdo de efeitos de matriz e
flutuacdes analiticas, por combinar os beneficios de dois métodos classicos: adicédo
de padréo e padronizacéo interna. No entanto, diferente destes, a calibracdo proposta
necessita apenas do preparo de duas solucdes para a analise da amostra, diminuindo
significativamente 0 nimero de solu¢des a serem preparadas e a quantidade de
residuos gerados.

O método apresentou uma boa exatiddo nas determinacbes de Na em
amostras de biodiesel (94 — 98%) e urina (95 — 107%). As concentracdes de Na
obtidas para os cinco materiais de referéncia certificados foram concordantes ao nivel
de 95% de confianca com os valores certificados. O método ainda mostrou uma boa
precisdo (RSD) 3,9% para biodiesel, 6,8% para urina e 6,9% para os CRMs quando
comparado aos métodos convencionais: calibracdo externa (7,3%; 8,0% e 10,7%),
padronizacao interna (6,5%; 7,2% e 7,6%) e adi¢do de padrao (8,0%; 12,1% e 11,2%).

A determinacédo de K pelo método de adicao de padréo interno por gradiente
de concentracdo em fluxo, ndo se apresentou satisfatéria: um erro aleatério foi
observado no decorrer dos experimentos. Independentemente da matriz utilizada
(agua, biodiesel, urina, leite, figado bovino e tecido de mexilhdo), as recuperacdes

obtidas sempre variaram entre 70 e 90%.
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7. DETERMINACAO DE ETANOL EM GASOLINA EMPREGANDO
ESPECTROSCOPIA RAMAN ALIADA AOS METODOS DE ADICAO DE PADRAO
INTERNO POR GRADIENTE DE CONCENTRACAO EM FLUXO E EXTRACAO
LIQUIDO-LIQUIDO EM FLUXO

7.1 Introducéao

O etanol € uma fonte renovavel de energia, frequentemente utilizada como
biocombustivel®®. O etanol hidratado é comumente utilizado em veiculos automotivos
movidos a etanol e com motores flex, enquanto o etanol anidro € um aditivo importante
para veiculos movidos a gasolina®%. A Agéncia Nacional de Petréleo, Gas Natural e
Biocombustiveis (ANP) regula o teor maximo de etanol permitido na gasolina
comercial em 27% (V V)%,

Para a determinacdo de etanol em gasolina a ANP recomenda os métodos
ASTM D5501 (American Society for Testing and Materials)® e ABNT NBR 13992
(Associacdo Brasileira de Normas Técnicas)®. O método D5501 baseia-se na
determinacao por cromatografia gasosa, enquanto que o ABNT NBR 13992 baseia-
se na extracao liquido-liquido. O ultimo é simples, porém requer grandes quantidades
de amostra e ndo € seletivo. O primeiro permite a determinacdo seletiva do etanol,
mas envolve maior investimento inicial (aquisicdo de instrumentos) e maiores custos
operacionais.

A espectroscopia Raman é uma alternativa interessante para aplicacdes na
analise de combustiveis, por ser potencialmente portétil, ndo destrutiva, ndo requerer
preparo das amostras e apresentar alta especificidade!®®°l, Por outro lado, a
espectroscopia Raman é afetada por intensos sinais de fundo causados por
fluorescéncia. Na analise de combustivel, por exemplo, muitas moléculas organicas
na matriz fluorescem, o que resulta em baixa preciséo e baixa sensibilidade!.

Tendo em vista superar as limitagcbes associadas a espectroscopia Raman
foram avaliados a combinacdo da extracdo liquido-liquido, analise em fluxo e o
método de adicdo de padréo interno por gradiente de concentracdo em fluxo,
considerando que (i) a extracdo aquosa de etanol a partir da gasolina pode ser eficaz
para minimizar ou mesmo eliminar a fluorescéncia de fundo em medidas do

espalhamento Raman,; (i) os sistemas em fluxo sdo excelentes para gerenciar
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solucdes e sdo altamente compativeis com a extracéo liquido-liquido!®® e o método
de adicdo de padréo interno; e (iii) o método de adicdo de padrdo interno pode

melhorar significativamente a precisao a exatidao dos resultados.

7.2 Materiais e métodos

7.2.1 INSTRUMENTOS E ACESSORIOS

Os espectros Raman foram obtidos empregando um espectrometro Raman
modelo iRaman BWS415-785H (B&W Tek) com fonte de excitacdo de 785 nm
(poténcia < 350 mW) e resolucéo espectral de 3,5 cm™. A excitagdo das solucdes e
amostras de gasolina, bem como a aquisicéo dos espectros de espalhamento Raman
foi realizada por meio de uma fibra 6ptica (Raman probe) modelo BAC 100 (B&W Tek)
acoplada a uma cela de fluxo de teflon BAC 160 (B&W Tek) adaptada.

Todos os espectros Raman foram coletados em um intervalo de 150 - 2700 cm-
1 utilizando 80 % de poténcia maxima do laser e 10 segundos de tempo de integracao.
As areas de pico utilizadas como sinal analitico foram calculadas integrando os
deslocamentos Raman no intervalo de 840 a 910 cm™! (estiramento C-C) e 756 a 826
cm? (estiramento C-C-C) para etanol e acetona, respectivamente.

Para o sistema de extracéo liquido-liquido em fluxo foram utilizadas uma bomba
peristaltica IPC-8 (Ismatec) para a propulsdo das solu¢cdes e amostras, tubos de
bombeamento Tygon e Tygon MHLL de diferentes diametros, tubos de polietileno de
0,8 mm de diametro utilizados na construcao de linhas de transmisséo e uma unidade
de separacao liquido-liquido com uma membrana de PTFE.

O sistema empregado no método de adicdo de padréo interno por gradiente de

concentragéo em fluxo esta ilustrado na Figura 36.
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Figura 36 - Sistema empregado nas medidas do espalhamento Raman: a) bomba peristaltica;
b) unidade de separacéao liquido-liquido; c) cela de fluxo e Raman probe; e d) espectrobmetro
Raman.

Fonte: autor

7.2.2 REAGENTES, SOLUCOES ANALITICAS E AMOSTRAS

Agua deionizada de alta pureza (resistividade 18,2 MQ cm) obtida a partir de
um sistema de osmose reversa Millipore Rios 5™ combinado com deionizador
Millipore Milli-Q™ academic foi empregado no preparo do padréo utilizado no método
proposto e como solvente na extracdo liquido-liquido.

Gasolina sem etanol foi obtida por meio de multiplas extracées com H20.

Solucdes analiticas utilizadas nos métodos comparativos e o padrao (30 % V
V-1 etanol + 30% V V- acetona) utilizado no método proposto foram preparados por
meio das diluicGes apropriadas de acetona 99,9% V V-1 de pureza (JT Baker) e etanol
99,8% V V-1 de pureza (Panreac).

As amostras de gasolina foram adquiridas em diferentes postos de
combustiveis na cidade de Araraquara - SP. Todas as amostras foram estocadas em
frascos de vidro ambar e mantidas sob refrigeracéo (aproximadamente 5°C).
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7.2.3 METODOLOGIA

7.2.3.1 Desenvolvimento do sistema em fluxo

O método de adicdo de padrao interno por gradiente de concentracdo em fluxo
utiliza apenas um branco e duas solucdes (A e B). A solucdo A é composta por uma
mistura 1:1 de amostra + padrdo e a solucdo B € composta por uma mistura 1:1 de
amostra + branco. Para o sistema em fluxo desenvolvido (Figura 37) as solucdes A e
B foram preparadas em linha, em um primeiro momento € aspirado amostra (S) e o
padrao (Std) em uma proporcdo de 1:1, e em um segundo momento a solugédo B
também é preparada em linha aspirando S e branco (B) em uma proporc¢éo de 1:1. O
funcionamento do sistema compreende 3 etapas: (i) agua (solvente extrator), branco
(dgua) e gasolina sem etanol sédo aspirados continuamente até se obter uma linha
base (cerca de 15 s); (ii) o branco é substituido pelo padréo (30% V V! etanol + 30%
V V! acetona) e a gasolina sem etanol é substituida pela amostra de gasolina, a
mistura heterogénea resultante passa através da unidade de separacdo e a fase
aquosa enriquecida com o etanol e acetona é direcionada para a cela de fluxo, e a
fase organica e descartada; (iii) o padrdo € substituido pelo branco, gerando um
gradiente de concentracdo na cela de fluxo, que € utilizado para a construcao da curva
de adicdo de padréo interno por gradiente de concentracdo em fluxo. Para cada

amostra analisada foram gastos 20 minutos.

mL min”’
Fase aquosa
H,O» 0.5
0.5
Std, B »
| Probe Espectrémetro
o 0.5 Unidade de Raman
S | separaggo

Fase orgénica

w w

Figura 37 - Diagrama de fluxos para determinacéo de etanol pelo método de adicdo de padréo
interno por gradiente de concentracdo em fluxo aliado a extragdo liquido-liquido em fluxo.
H,O: solvente extrator (0,5 mL min?); B: 4gua (0,5 mL min?); S: amostra (0,5 mL min?); a, b:
pontos de confluéncia; B1, B2: bobinas de mistura; FC: cela de fluxo; W: descarte.

Fonte: autor
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7.2.3.2 Otimizag&o do sistema em fluxo

Inicialmente foi avaliada a influéncia da vazéo do sistema em fluxo na precisao
das medidas utilizando espectroscopia Raman. Para este estudo foi medido o
espalhamento Raman de uma solucdo de etanol contendo 20% V V-1 variando a
rotacdo da bomba peristaltica de modo a se obter diferentes vazdes (0,5; 1,0; 1,5; 2,0;
2,5 e 3,0 mL mint)

A fim de se obter uma maior eficiéncia na extracédo do etanol pelo sistema em
fluxo utilizado foram avaliados o comprimento das bobinas de mistura e a razéo
gasolina/agente extrator. Para otimizar o comprimento das bobinas de mistura (B1 e
B2) foram avaliadas bobinas de 50 a 500 cm de comprimento. Para a otimizacdo da
razao gasolina/agente extrator, a vazao da gasolina e do padréo foram fixadas em 0,5
mL min?! e a vazdo do agente extrator foi variada entre 0,3 e 1,5 mL min?. Estes
estudos foram conduzidos utilizando agua deionizada como agente extrator, padréo
contendo 30% V V-1 de etanol + 30% V V-1de acetona e uma amostra de gasolina
contendo 25,7% V V-1 de etanol.

A eficiéncia de extracdo do sistema foi avaliada comparando a concentracao
de etanol em uma amostra de gasolina antes e depois de ser processada no sistema
de fluxo. Neste estudo foi utilizado uma amostra de gasolina contendo 25,7% de
etanol. A amostra original e a fase organica (residuo) foram analisadas pelo método
ABNT NBR 13992,

ApGs otimizacéo do sistema foram avaliados os intervalos de resposta linear (0

- 50% V V1) para etanol e acetona em meio de gasolina.

7.2.3.3 Determinacéo de etanol em amostras de gasolina

Apoés a otimizacdo do método de adicdo de padréo interno por gradiente de
concentracdo em fluxo aliado a extracdo liquido-liquido em fluxo, etanol foi
determinada em 5 amostras de gasolina.

Para fins comparativos as amostras foram também analisadas utilizando um
sistema de extracdo liquido-liquido em fluxo combinado com os métodos de
compatibilizacdo de matriz, adicdo de padrdo e padronizagao interna (Fig. 38). O

funcionamento do sistema € similar ao do sistema descrito anteriormente (Fig. 37). Os
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espectros Raman neste sistema foram coletados com n=5, para cada analise das
amostras, solucdes e brancos foram gastos 8, 8 e 15 minutos para compatibilizacao

de matriz, adicdo de padrdo e padronizacao interna, respectivamente.

mL min”’
Fase aquosa
H,O» 0.5
B, 05 | Probe Espectrémetro
Std, » | Unidade de Raman
;| separagao
Fase organica
W W

Figura 38 - Diagrama de fluxos para determinagdo de etanol pelos métodos de
compatibilizagcdo de matriz, adi¢do de padrdo e padronizacao interna aliado a extragéo liquido-
liquido em fluxo. H,O: solvente extrator (0,5 mL min'); Std: padréo, B: branco, S: amostra (0,5
mL min); a: ponto de confluéncia; B1: bobina de mistura; FC: cela de fluxo; W: descarte

Fonte: autor

A exatiddo dos métodos foi avaliada por meio da comparacéo dos resultados
com os valores obtidos pelo método oficial ABNT NBR 13992% e por meio de testes
de adicéo e recuperacéo. Para os testes de adicdo e recuperagcdo as amostras de
gasolina foram enriquecidas com 25% V V! de etanol e 15% V V! de etanol + 10% V
V-1 de metanol.

O procedimento do método ABNT NBR 13992% consiste na mistura de 50 mL
de gasolina + 50 mL de uma solucédo 10% m V' de NaCl em uma proveta graduada
de 100 mL com tampa, esta mistura é agita por 10 vezes e ap6s 10 minutos mede-se
o volume da fase aquosa. A concentracdo do etanol é dado pela equacgéo: [etanol] =
[(volume da fase aquosa — 50) x 2] +1.

O procedimento do método de adicdo de padréo interno por gradiente de
concentracdo em fluxo envolveu o preparo das solugbes A (amostra + padrao
contendo 30% V V-1 de etanol + 30% V V-1de acetona) e B (amostra + branco) em
linha. As solucdes foram analisadas sequencialmente utilizando o sistema proposto

nas condicbes previamente otimizadas. A curva de adicdo de padrdo interno foi
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construida graficamente a partir da razdo das areas de pico etanol/acetona versus
1/[acetona].

Para o método de compatibilizacdo de matriz o procedimento envolveu o
preparo de solugbes analiticas e um intervalo de 5 - 30% V V-1 de etanol em meio de
gasolina sem etanol. As curvas foram plotadas utilizando a area de pico versus a
concentracéo de etanol.

A padronizacao interna envolveu o preparo de branco, solucdes analiticas (5 -
30% V V-1 de etanol) e amostras de modo a conter 17% V V- de acetona. As solucdes
analiticas e o branco foram preparadas em meio de gasolina sem etanol. As curvas
foram plotadas utilizando a razdo das areas de pico etanol/acetona pela concentracao
do etanol.

O método de adi¢do de padrao envolveu o preparo de cinco solucfes a partir
de cada amostra: em baldes de 10 mL foram adicionados 5 mL de amostra,
quantidades apropriadas de etanol para que, apés avolumados a 10 mL com gasolina
sem etanol, fossem produzidas solugdes contendo 0, 5, 10, 12, 15% V V-1 de etanol.

As curvas foram plotadas a partir da area de pico versus a concentracdo de etanol.

7.3 Resultados e discusséo

A analise de gasolina por espectroscopia Raman ndo é uma tarefa trivial, uma
vez que, este tipo de matriz apresenta alta fluorescéncia causada pelos corantes e
aditivos presentes em sua composicdo'®2. Além da fluorescéncia, outra dificuldade
encontrada esta relacionada com o fato de diferentes tipos de gasolina apresentarem
bandas quase que totalmente sobrepostas (Fig. 39), dificultando a quantificagéo de

qualquer composto utilizando métodos univariados de analise.
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Figura 39 - Espectros Raman para 3 amostras de gasolina de diferentes distribuidoras.

Fonte: autor

Dada a dificuldade das medidas do espalhamento Raman em amostras de
gasolina, foi avaliado o uso da extracdo liquido-liquido em fluxo para separacdo do
etanol da gasolina em uma fase aquosa seguida da sua determinacdo empregando o

método de adicdo de padrao interno por gradiente de concentracdo em fluxo.
7.3.1 OTIMIZACAO DO SISTEMA EM FLUXO

Para o desenvolvimento do sistema de extracdo liquido-liquido em fluxo
acoplado ao espectrometro Raman utilizado neste trabalho, foi necessario realizar
uma adaptagédo na cela de fluxo BAC 160 para permitir sua conexdo com tubos de
diametro menor (cerca de 0,8 mm) comumente utilizadas em sistemas em fluxo. Os
parafusos em ambos os lados da cela de fluxo, que sao utilizados para entrada e saida
das solucdes (Fig. 40a), foram substituidos por parafusos de Teflon caseiros (Figura
40b) projetados para serem adequados para tubos de polietiieno de 0,8 mm.
Considerando a sua forma e tamanho (Fig. 40c), utilizou-se o volume interno de célula

de fluxo (cerca de 2,0 mL) como camara de diluigdo (Fig. 41), o que foi essencial para
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gerar os gradientes de concentragdo requerido para o desenvolvimento do método de
adicao de padréo interno por gradiente de concentracdo em fluxo.

BAC160-TF | ' BAC160-TF |
Fiow Ceii ; Fiow Celi |
‘ aw_ -

23 mm
—
8 mm

Figura 40 - Parafusos de Teflon projetados para cela de fluxo BAC 160. a) cela de fluxo com
parafusos originais, b) cela de fluxo com parafusos projetados, c) vista frontal e lateral dos
parafusos originais e projetados e d) dimensdes do parafuso projetado.

Fonte: autor

L

Figura 41 — Producéo do gradiente de concentragdo no volume interno da cela de fluxo.

Fonte: autor
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Os primeiros experimentos avaliaram a influéncia da vazao (0,5 — 3,0 mL min°
1) na preciséo das medidas de espalhamento Raman de uma solucdo contendo 20%
V V-1 de etanol, para este estudo néo foi utilizado a unidade de separacédo do sistema
em fluxo. Como pode ser observado na Figura 42 o aumento na vazéao da solucdo de
etanol acarretou em um pequeno aumento sinal do etanol (< 4,7%) e o desvio padréo
variou entre 0,6 e 1,6%. Considerando que (i) altas taxas de fluxo aumentam a presséo
hidrodindmica do sistema e a possibilidade de vazamentos, (ii) a sensibilidade néo foi
um parametro critico, e (iii) obteve-se uma boa precisédo relativa para todas as taxas

de fluxo avaliadas, optou-se por utilizar uma vazéo de 1,5 mL min! para os estudos

subsequentes.
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Figura 42 - Influéncia da vazao na precisao do espalhamento Raman.

Fonte: autor

O sistema para extracao liquido-liquido em fluxo proposto (Fig. 37) foi otimizado
de modo a se obter a maior eficiéncia na separacao do etanol. Inicialmente foi avaliado
o comprimento das bobinas de mistura (B1 e B2), neste estudo foi utilizado agua
deionizada como agente extrator, uma solugéo contendo 30% V V-1 de etanol + 30%
V V-1 de acetona como padrdo e uma amostra de gasolina contendo 25,7% V V-1 de
etanol. Como pode ser observado na Figura 43 o aumento do comprimento das

bobinas de mistura (50 a 500 cm) ndo causou nenhum efeito significativo nas areas
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de pico do etanol. Deste modo, as bobinas de mistura de 50 cm foram selecionadas

para os estudos posteriores.
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Figura 43 - Avaliagdo do comprimento das bobinas de mistura B1 e B2 na eficiéncia de
extracgao.

Fonte: autor

Com o tamanho das bobinas de mistura definidos, foi otimizado a razéo
gasolina/agente extrator que fornece a melhor eficiéncia de extracéo. Para este estudo
foi utilizado Agua como agente extrator, padrdo contendo 30% V V-1 de etanol + 30%
V V1 de acetona e uma amostra de gasolina contendo 25,7% V V- de etanol.
Inicialmente a vazdo do padrdo e da amostra foram fixados em 0,5 mL min e a vazdo
da agua foi variada entre 0,3 e 1,5 mL min-t. Como pode ser observado na Figura 44
0 aumento da vazado da agua até 0,5 mL min acarreta no aumento do sinal analitico
do etanol, indicando a maxima eficiéncia de extracdo. Em vazdes maiores que 0,5
mL min! o sinal analitico do etanol comeca a sofrer um decréscimo, devido a diluicéo
de etanol na fase aquosa. Assim, as vazdes do sistema de extracdo liquido-liquido em

fluxo (Std e Branco; S; H20) proposto foram fixadas em 0,5 mL min™.
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Figura 44 - Influéncia da razdo gasolina/agente extrator na eficiéncia de extracao.

Fonte: autor

A eficiéncia de extragcdo do sistema proposto foi avaliada comparando a
concentracdo de etanol em uma amostra de gasolina antes e depois de ser
processada no sistema de fluxo. Em ambos 0s casos, a amostra original e a fase
organica (residuos) foram analisadas pelo método ABNT NBR 13992. Para uma
amostra de gasolina contendo 25,7% (V V1) de etanol, a eficiéncia de extracédo do

sistema foi = 97%.
7.3.2 ESCOLHA DO PADRAO INTERNO E OTIMIZAQAO DA FAIXA LINEAR

Acetona, acetonitrilal®4, alcool isopropilico e metanol foram avaliados como
potenciais padrfes internos para a determinacéo de etanol pelo método de adi¢do de
padrao interno por gradiente de concentracdo em fluxo. A acetona foi escolhida como
padrdao interno, considerando a similaridade nos parametros fisico-quimicos de
ambos, como: densidade (etanol: 0,7893 g cm, acetona: 0,7845 g cm3) e coeficiente
de particdo (etanol: -0,31; acetona: -0,24)%°. Além disso, os espectros Raman de

acetona e etanol ndo apresentam sobreposigéo (Fig. 45).
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Fig. 45 - Espectro Raman de uma solug&o 50% etanol + 50% acetona com 80% da poténcia
do laser e 10 s de integracdo. Pico 1: 756-826 cm™ acetona (estiramento C-C-C); e Pico 2:
840 — 910 cm™ etanol (estiramento C-C).

Fonte: autor

Com o sistema de extracdo liquido-liquido em fluxo otimizado e o padréo
interno selecionado, avaliou-se o intervalo de resposta linear para etanol e acetona.
Neste estudo foram avaliadas concentracdes entre 0 e 50% V V-1, uma relacéo linear
entre sinais analiticos e concentracdes foi observada de 1 a 40% e 1 a 50% V V-1 para

etanol e acetona, respectivamente.
7.3.3 DETERMINAQAO DE ETANOL EM AMOSTRAS DE GASOLINA

Apbs a otimizagdo do método de adicdo de padrdo interno por gradiente de
concentracéo em fluxo aliado a extracéo liquido-liquido em fluxo, o método foi aplicado
na determinacéo de etanol em cinco amostras de gasolina. Para fins comparativos as
amostras foram também analisadas pelo método oficial (ABNT NBR 13992) e pelos
métodos de compatibilizacdo de matriz, adicdo de padréo e padronizagao interna.

Os resultados das determinacdes de etanol nas cinco amostras de gasolina sdo

apresentados na Tabela 25.
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Tabela 25 - Resultados (%V V1) da determinacdo (n=3) de etanol em amostras de gasolina empregando o
método ABNT NBR 13992 e os métodos de compatibilizacdo de matriz, padronizacao interna, adi¢cdo de padréao
e adicao de padréo interno por gradiente de concentracdo em fluxo.

Amostra ABNT- Compatibilizagdo Padronizagcdo Adicao de Adicéo de
NBR de matriz interna padrao padréo interno

1 26,3+1,2 27,9+0,3 27,5+0,2 325+2,0 27,2+0,2

2 25,7+1,2 28,2+0,1 26,9+0,2 32,6 +0,5 26,0+0,2

3 25,7+23 28,3+0,2 27,0+0,4 34,3+0,7 255+0,5

4 25,7+1,2 26,2+0,5 26,7+0,1 33,3+£0,2 26,5+1,0

5 257+1,2 28,7+0,2 26,6 £ 0,2 33,6+1,2 257+1,1

Fonte: autor

A analise da Tabela 25 revela que todos os valores obtidos pelo método de
adicdo de padrdo (32,5 - 34,3 V V1) foram sistematicamente maiores que os valores
obtidos pelo método de referéncia ABNT-NBR 13992 (aproximadamente 1,2 vezes
maiores). Como no método de adicdo de padrdo com extracao liquido-liquido em fluxo
a vazao da agua utilizada como agente extrator é fixa, o volume de etanol extraido
varia de acordo com as adi¢des de etanol resultando em diferentes fatores de diluicéo,
afetando assim a inclinacdo e o intercepto da curva, levando a valores
superestimados.

Para o método de compatibilizacdo de matriz (26,2 - 28,3% V V') os valores
obtidos foram proximos aos obtidos pelo método ABNT NBR 13992, mas as amostras
2, 4 e 5 ndo foram concordantes ao nivel de 95% de confianca de acordo com o teste
t pareado.

Os resultados obtidos pelos métodos de adi¢do de padrao interno por gradiente
de concentracdo em fluxo e padronizacao interna foram concordantes ao nivel de 95%
de confianca com os valores obtidos pelo método ABNT NBR 13992 de acordo com o
teste t Student (pareado).

Os valores dos desvios padrbes relativos (RSDs) para a determinagéo de
gasolina nas amostras de gasolina variaram entre 0,7 e 4,3% (adicdo de padréo
interno por gradiente de concentracdo em fluxo); 4,6 e 8,9% (ABNT NBR 13992); 0,4
e 1,7% (compatibilizagdo de matriz); 0,5 e 1,5% (padronizagéo interna); e 0,6 - 6,2%

(adicéo de padrao).
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7.3.4 TESTES DE ADICAO E RECUPERACAO

O desempenho dos métodos foi também avaliado por meio de testes de adicdo
e recuperacao do analito. Para os testes de adicdo e recuperacdo as amostras de
gasolina foram enriquecidas com 25% V V-1 de etanol.

As recuperacdes obtidas para etanol sdo apresentadas na Tabela 26.

Tabela 26 - Resultados (%) dos testes de adi¢do e recuperacgdo para etanol em gasolina empregando o método
ABNT NBR 13992 e os métodos de compatibilizagéo de matriz, padronizagéo interna, adigédo de padréo e adi¢cao
de padrdo interno por gradiente de concentracdo em fluxo.

Amostra ABNT- Compatibilizacdo Padronizacdo Adicao de Adicao de padrao

NBR de matriz interna padréo interno
1 975 1071 106 +1 124 + 3 100+ 3
2 95+9 1081 107 £ 1 118+ 7 101 +£3
3 975 112 £ 3 107 £ 1 123 +3 99+3
4 95+5 111 +£1 107 +£1 121 +7 99+5
5 95+9 110+ 2 106 £1 126 £+ 1 100+ 3

Fonte: autor

A andlise da Tabela 26 revela que os métodos de adi¢cao de padrao interno por
gradiente de concentracdo em fluxo (99 - 101%), ABNT NBR 13992 (95 - 97%),
compatibilizacdo de matriz (107 - 112%) e padronizagdo interna (106 - 107%)
apresentaram boas recuperacfes. O método de adicdo de padréo (118 - 126%), assim
como observado para as amostras de gasolina apresentou recuperacdes
aproximadamente 1,2 vezes maiores.

No entanto, se utilizar como parametro as porcentagens de recuperacoes
aceitaveis (98-102%) para concentracdes entre 10 e 100% V V! estipuladas pela
AOAC (Association of Official Analytical Chemists)’3, apenas o método de adicéo de
padrao interno por gradiente de concentracdo em fluxo apresentou recuperagbes
aceitaveis.

A influéncia do metanol (utilizado em adulteragcdes) no desempenho dos
métodos foi avaliado por meio de testes de adicao e recuperacao, utilizando amostras
enriguecidas com 15% V V-1de etanol + 10% V V-1 de metanol.

As recuperac0Oes obtidas para etanol sdo apresentadas na Tabela 27.
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Tabela 27 - Resultados (%) dos testes de adicdo e recuperacédo para etanol em gasolina empregando o método
ABNT NBR 13992 e os métodos de compatibilizacdo de matriz, padronizacéo interna, adi¢cdo de padréo e adicao
de padrao interno por gradiente de concentracao em fluxo.

Amostra ABNT- Compatibilizacdo Padronizacdo Adicdo de Adicéo de padréao

NBR de matriz interna padréo interno
1 158+ 8 112+ 4 106 £3 117 +4 99+ 2
2 158+8 107 £4 104 £3 121 £ 11 104 £ 3
3 162 +8 113+8 105+2 115+ 4 103 +2
4 158 + 8 114 +3 108+1 122 + 4 104 +3
5 171+£8 1101 108 +1 117 +£6 104 £2

Fonte: autor

Assim, como observado para os testes de adicdo e recuperacdo para amostras
de gasolina enriquecidas com 25% V V-1 de etanol os métodos de adi¢cdo de padrdo
interno por gradiente de concentragdo em fluxo (99 - 104%), compatibilizacdo de
matriz (107 - 114%) e padronizacdo interna (104 -108%) apresentaram boas
recuperacoes, o método de adi¢cdo de padrdo apresentou recuperacdes da ordem de
120%. No entanto, as recuperacdes obtidas pelo método ABNT NBR 13992 (158 -
171%) revelam uma importante limitagdo do método de referéncia, uma vez que este

determina a fracdo da gasolina extraida em agua e nao etanol.

7.4 Conclusdes parciais

A extracdo liquido-liquido em fluxo mostrou ser uma alternativa viavel para
contornar problemas associados a fluorescéncia em amostras de gasolina por
espectroscopia Raman.

Os métodos de adi¢cdo de padréo interno por gradiente de concentracdo em
fluxo e padronizacao interna aliados a extracao liquido-liquido em fluxo apresentaram
boa precisdo e exatiddo na determinacdo de etanol em amostras de gasolina. No
entanto, o método proposto tem a vantagem de combinar os beneficios de dois
métodos de calibracdo classicos (adicdo de padrdo e padronizagdo interna) com a

conveniéncia de preparar apenas um Unico padrao para analise das amostras.
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8. ESTIMATIVA DA INCERTEZA EXPANDIDA DO METODO DE ADICAO DE
PADRAO INTERNO POR GRADIENTE DE CONCENTRACAO EM FLUXO

Esta etapa complementar ao trabalho traz os calculos para a estimativa da
incerteza expandida do método de adicdo de padrao interno por gradiente de
concentracdo em fluxo utilizando como exemplo o método desenvolvido para
determinacao de etanol em amostras de gasolina por espectroscopia Raman descrito

na secao 7.

8.1 Materiais e métodos

8.1.1 INSTRUMENTOS E ACESSORIOS

Para a propulsdo das amostras e solu¢des, uma bomba peristéltica IPC-8
(Ismatec), tubos de bombeamento Tygon e Tygon MHLL de diferentes diametros,
tubos de polietileno de 0,8 mm de didmetro para a construcdo das alcas de
amostragem e linhas de transmissdo e uma unidade de separacgao foram utilizadas.

Os espectros Raman foram obtidos empregando um espectrometro Raman
modelo iRaman BWS415-785H (B&W Tek) com fonte de excitacdo de 785 nm
(poténcia < 350 mW) e resolucéo espectral de 3,5 cm™. A excitagdo das solucdes e
amostras de gasolina, bem como a aquisicdo dos espectros de espalhamento Raman
foi realizada por meio de uma fibra 6ptica (Raman probe) modelo BAC 100 (B&W Tek)
acoplada a uma cela de fluxo de teflon BAC 160 (B&W Tek) adaptada.

Todos os espectros Raman foram coletados em um intervalo de 150 - 2700 cm-
! utilizando 80 % de poténcia maxima do laser e 10 segundos de tempo de integracéo.
As areas de pico utilizadas como sinal analitico foram calculadas integrando os
deslocamentos Raman no intervalo de 840 a 910 cm™! (estiramento C-C) e 756 a 826

cm?® (estiramento C-C-C) para etanol e acetona, respectivamente.

8.1.2 REAGENTES, SOLUCOES ANALITICAS E AMOSTRAS

Agua deionizada de alta pureza (resistividade 18,2 MQ cm) obtida a partir de

um sistema de osmose reversa Millipore Rios 5™ combinado com deionizador
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Millipore Milli-Q™ academic foi utilizado no preparo do padréo utilizado no método de
adicao de padrao interno por gradiente de concentracdo em fluxo e como solvente na
extracao liquido-liquido.

O padréo (30 % V V! etanol + 30% V V-1 acetona) utilizado no método proposto
foi preparado por meio da diluicdo apropriada de acetona 99,9% V V! de pureza (JT
Baker) e etanol 99,8% V V! de pureza (Panreac) em balédo volumétrico de 200 mL.

As amostras de gasolina foram adquiridas em diferentes postos de gasolina na
cidade de Araraquara - SP. Todas as amostras foram estocadas em frascos de vidro

ambar e mantidas sob refrigeracao (aproximadamente 5°C).

8.1.3 METODOLOGIA

Inicialmente foi aplicado o teste de Shapiro-Wilk1%® para avaliar a normalidade
dos resultados obtidos para a determinagdo de etanol (n=9) em uma amostra de
gasolina contendo 25% V V-1 utilizando o método proposto.

Definido uma distribuicdo normal dos resultados, a estimativa da incerteza de
medicdo do método proposto foi calculada usando como referéncia o Guia para a
Expressao de Incerteza de Medicdo (GUM)Y’. Para estimar a incerteza de medicéo
sd0 necessarios seguir alguns passos, que consistem em: definir 0 mensurando;
identificar as fontes de incerteza; quantificar os componentes de incerteza; calcular a

incerteza combinada; e calcular a incerteza expandida.

8.1.3.1 Definigcdo do mensurando

O primeiro passo para calcular as incertezas associadas ao método foi

especificar o mensurando (grandeza a ser medida).

8.1.3.2 Identificagéo das fontes de incerteza

Com o mensurando definido o proximo passo foi identificar todas as fontes de
incerteza. A avaliacdo das incertezas pode ser feita por meio de cada fonte individual
e depois combinadas ou pode ser determinada diretamente a contribuicdo combinado

a incerteza associada ao resultado?®.
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8.1.3.3 Calculo das componentes de incerteza

O calculo das componentes de incerteza permite avaliar cada componente na
mesma unidade do mensurando, sendo cada componente calculado utilizando a

Equacao 12.

u(y) = ¢;(x)ulx;) Eq. 12

Onde:

u(y) é o componente da incerteza na unidade do mensurando
u(x;) é aincerteza-padrdo da fonte de entrada

ci(x;) é o coeficiente de sensibilidade

8.1.3.3.1 Incerteza-padrao

As incertezas-padréo para fontes de entrada podem ser obtidas por meio da
analise estatistica de uma série de observacdes (Tipo A) ou considerando uma
determinada distribuicdo em um intervalo de disperséo (Tipo B).

Para o método de adi¢do de padrdo interno por gradiente de concentracao em
fluxo, as incertezas associadas ao sistema de extragao liquido-liquido em fluxo e ao
espectrometro Raman foram combinadas e avaliadas por meio da repetibilidade do
método e da preciséo intermediaria (Tipo A). Para avaliar a repetibilidade do método
uma amostra de gasolina foi analisada 10 vezes consecutivamente. Para a preciséo
intermediaria uma amostra de gasolina foi analisada 10 vezes, sendo estas 10
analises conduzidas em 5 dias diferentes e para cada dia as andlises foram
conduzidas em dois periodos diferentes.

Para os materiais volumétricos utilizados no preparo do padrdo utilizado no
meétodo proposto foram utilizadas incertezas-padrédo disponiveis na literatura para

vidrarias Classe A (Tipo B)%6,
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8.1.3.3.2 Coeficiente de sensibilidade

O coeficiente de sensibilidade tem como funcdo estimar a variagcdo do
mensurando frente a uma dada variagdo em uma fonte de entrada'’.

No baldo volumétrico utilizado no preparo do padrdao se tem uma relacdo
matematica entre o mensurando (%V V! etanol) e a fonte de entrada (volume do
baldo), desta forma o Cipode ser calculado por meio das derivadas parciais (Equacao
13).

B 0 vol. etanol

o = Eq. 13
l d vol. total

Para as pipetas volumétricas empregadas para medir os volumes de acetona e
etanol utilizadas no preparo dos padrdes, a relacdo entre a fonte de entrada e o
mensurando ndo é direta, sendo assim, o Cipode ser determinado experimentalmente.

Para avaliar a influéncia do erro do volume do etanol utilizado no preparo do
padrao, foram preparados 7 padrdes, onde o volume de acetona foi fixado em 60 mL
e o volume de etanol utilizado foi de 56, 58, 59, 60, 61, 62 e 64 mL. Uma amostra de
gasolina foi analisada com cada um dos 7 padrbes preparados, no entanto, para o
calculo da concentracéo de etanol na amostra admitiu-se que os padrées em todos os
casos foram preparados utilizando 60 mL de acetona (30% V V1) e 60 mL de etanol
(30% V V1Y),

Para avaliar a influéncia do erro no volume da acetona utilizado no preparo do
padrdo, foram preparados 7 padrdes, o volume de etanol foi fixado em 60 mL e o
volume de acetona utilizado foi de 56, 58, 59, 60, 61, 62 e 64 mL. Uma amostra de
gasolina foi analisada com cada um dos 7 padrdes preparados, porém para o calculo
da concentragéo de etanol na amostra admitiu-se que os padroes em todos 0s casos
foram preparados utilizando 60 mL de acetona (30% V V1) e 60 mL de etanol (30% V
V.

Como a incerteza-padréo da precisdo intermediaria e da repetibilidade ja sao
dadas na mesma unidade do mensurando o coeficiente de sensibilidade (Ci) é igual a
1.
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8.1.3.4 Combinag&o das componentes

Para o calculo da incerteza padrdo combinada, admitiu-se que todas as
grandezas nao eram correlacionadas, sendo a incerteza padrdo combinada - uc(y) -
calculada por meio da soma quadratica das incertezas de cada componente Xi na
unidade do mensurando (Equacéo 14).

u.(y) = zzl(ci(xi) u(x;))? Eq. 14

2

8.1.3.5 Estimativa da incerteza expandida

A incerteza expandida (U) foi calculado em uma determinada probabilidade de

abrangéncia utilizando a Equacao 15.
U= kyu.(y) Eq. 15

Onde:

kp é o fator de abrangéncia

U, é aincerteza padrdo combinada
8.1.3.5.1 Determinacéo do fator de abrangéncia

O fator de abrangéncia € selecionado de acordo com o nivel de confianca
requerido, utilizando os graus de liberdades efetivos calculados e uma tabela de
distribuicéo t.

Os graus de liberdade efetivos (Vverr) foram calculados utilizando a Equacéo de
Welch-Satterthwaite (Eg. 16)!’, onde uc é a incerteza padrdo combinada, u; é a
incerteza padrao para cada fonte de entrada (na unidade do mensurando) e vi € 0

numero de graus de liberdade das fontes de entrada.
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Vepf = — o
eff N ud ) Eq. 16

8.2 Resultados e discussao

Inicialmente, foi aplicado o teste de Shapiro-Wilk'%® para avaliar a normalidade
dos resultados obtidos pelo método proposto. Para isso foram analisadas 9 vezes uma
amostra de gasolina contendo 25% V V-1 etanol. O teste de Shapiro-Wilk consiste no
calculo de W utilizando a Equacao 17, onde SS € a soma das medias quadraticas dos
resultados obtidos (Tabela 28) e b? é o quadrado da soma dos valores da diferenca
de X vezes os coeficientes a (Tabela 29).

SS
W= Eq. 17

Tabela 28 - Concentra¢fes de etanol determinadas pelo método de adicdo de padréo interno
por gradiente de concentragdo em fluxo (n=9) amostra de gasolina contendo 25% V V-*e soma
quadratica dos resultados.

[etanol]/ (V V1) (Xi - Xmed)?
X1 23,97 1,0816
X2 24,17 0,7056
X3 24,88 0,0169
Xa 24,97 0,0016
Xs 24,97 0,0016
Xe6 25,21 0,04
X7 25,26 0,0625
Xs 25,47 0,2116
Xo 26,19 1,3924
(Xmed) 25,01 Soma 3,5138

Fonte: autor
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Tabela 29 - Valores dos coeficientes a e valores dos calculos das diferencas de X e da
somatdria das diferencas de X multiplicado pelos coeficientes a.

Coeficientes a Diferenca de X Diferencade X*a
al 0,5888 X9 — X1 2,22 1,307
a2 0,3244 Xs — X2 1,30 0,422
a3 0,1976 X7 — X3 0,38 0,075
a4 0,0947 X6 — Xa 0,24 0,023
Soma 1,827

Fonte: autor

O valor de W calculado foi de 0,950, sendo W calculado maior que o valor de
W tabelado = 0,935 para n=9 e 95% de confian¢al®, pode se inferir que a distribuicdo

dos valores de concentracdo de etanol obtidos pelo método propostos é normal.

8.2.1 DEFINICAO DO MENSURANDO E IDENTIFICACAO DAS FONTES DE
INCERTEZA

O primeiro passo para calcular as incertezas associadas ao método proposto
foi especificar o mensurando, neste caso, o etanol.

Com o mensurando definido o proximo passo foi identificar todas as fontes de
incerteza. As fontes de incertezas associadas ao método de adi¢cdo de padrédo por
gradiente de concentracdo em fluxo séo apresentadas na forma de um diagrama de
causa e efeito (Diagrama de Ishikawa) na Figura 46.
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Método
< Precisao
intermediaria
Repetibilidade ——
Concetracao
etanol % V V!
Volume etano] ——

Balao volumétrico ———a» Volume acetona

Preparo do padrao

Figura 46 - Diagrama de causa e efeito para 0 método de adicdo de padrdo interno por
gradiente de concentracdo em fluxo aplicado na determinac&o de etanol por espectroscopia
Raman.

Fonte: autor

A identificacdo das incertezas associadas ao preparo do padrao utilizado no
método foram avaliadas individualmente. Ja para avaliacao das incertezas do método
(sistema de extracao liquido-liqguido em fluxo e espectrdbmetro Raman) elas foram
combinadas e avaliadas por meio da repetibilidade e precisédo intermediaria.

8.2.2 CALCULO DAS COMPONENTES DE INCERTEZA

Inicialmente para o calculo das componentes de incerteza foram levantados as
incertezas-padroes e coeficientes de sensibilidade (Ci) para cada fonte de entrada. As
fontes de entrada onde as incertezas-padrbes e Ci ndo sdo cobertos adequadamente
por dados existentes (certificados, literatura, especificacées de equipamentos) foram
elaborados experimentos para se obter os dados necessarios?!’.

Para o baldo volumétrico de 200 mL (x 0,01) e para as pipetas volumétricas de
10 mL (x 0,02) e 50 mL (x 0,05) utilizadas no preparo do padrédo foram assumidos os
valores das incertezas-padrées para vidrarias classe A%,

Para estimar a incerteza-padrao da repetibilidade do método uma amostra de
gasolina foi analisada 10 vezes consecutivamente. Para a incerteza-padrao da
precisao intermediaria uma amostra de gasolina foi analisada 10 vezes, sendo estas

10 analises conduzidas em 5 dias diferentes e para cada dia foram utilizados dois
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periodos diferentes. Os resultados obtidos para as analises de repetibilidade e
precisdo intermedidria sdo apresentados na Tabela 30, as incertezas-padrées
utilizados para o célculo das componentes de incerteza séo dadas pelo desvio padrao

(SD) das medidas dividido por n (nimero de replicatas).

Tabela 30 - Resultados (% V V1) para os testes de repetibilidade e precisdo intermediaria.

[etanol] SD RSD/ (%) n SD/Nn

Repetibilidade 24,2697 0,3624 1,49 10 0,11460
Preciséo

27,3338 0,4847 1,77 10 0,15329

intermediaria

Fonte: autor

Como o baldo volumétrico de 200 mL utilizado no preparo do padréo tem uma
relacdo matematica direta entre o mensurando (% V V! etanol) e a fonte de entrada,
como pode ser visto na Equagéo 18, o Cifoi calculado utilizando as derivadas parciais
do volume de etanol utilizando no preparo do padrédo pelo volume total do baldo
(Equacado 19), o resultado dessa divisdo é multiplicado por 100, uma vez que o

mensurando é expresso em porcentagem.

volume de etanol

t [1= 100 Eqg. 18
letanol] x volume total q

B 0 vol.etanol _ vol. etanol 100 = 60 100 = — 015 o 10
““ T Jvol.total  vol totalz - T 2002 " - 4

Para as pipetas volumétricas empregadas para medir os volumes de acetona e
etanol utilizadas no preparo dos padrdes a relacdo entre a fonte de entrada e o
mensurando ndo é direta. Para calcular o Cidas pipetas utilizadas para medir o volume
de etanol no preparo do padrao, foi avaliado a influéncia do erro na medi¢éo do volume
do etanol na concentragéo final do mensurando. Para este fim foram preparados 7
padrdes, o volume de acetona foi fixado em 60 mL e o volume de etanol utilizado foi

de 56, 58, 59, 60, 61, 62 e 64 mL. Uma amostra de gasolina foi analisada com cada
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um dos 7 padrdes preparados, no entanto, para o calculo da concentracdo de etanol
na amostra admitiu-se que os padrdoes em todos os casos foram preparados utilizando
60 mL de acetona (30% V V1) e 60 mL de etanol (30% V V1).

Os resultados obtidos para a analise da amostra de gasolina com cada um dos
padroes sdo apresentados na Figura 47, onde pode se observar uma tendéncia
polinomial de 2° grau. Utilizando a equacéo desta curva polinomial (y = -0,0163x? +
1,7058x - 18,263) o Ci foi calculado assumindo-se a variacdo de uma unidade, sendo
o valor x substituido por 60 e 59 mL na equacao da curva, e o Ci calculado foi de

0,2339 para as pipetas utilizadas para medir o volume de etanol.

26,5

N

(=]

o
1

N

o

o
L

N

o

o
1

24,5 4

[Etanol]/ (% v v')

24,0 -

56 58 60 62 64
l/etanoI/ (m L)

Figura 47 - Influéncia do erro na medi¢cdo do volume do etanol na concentragdo final do
mensurando.

Fonte: autor

A influéncia do erro na medicéo do volume da acetona foi avaliada utilizando 7
padrdes diferentes, onde esses foram preparados com o volume de etanol fixado em
60 mL e o volume de acetona de 56, 58, 59, 60, 61, 62 e 64 mL. Uma amostra de
gasolina foi analisada com cada um dos 7 padrdes preparados, porém para o célculo
da concentragéo de etanol na amostra admitiu-se que os padroes em todos 0s casos
foram preparados utilizando 60 mL de acetona (30% V V1) e 60 mL de etanol (30% V
V.
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Os resultados obtidos para a analise da amostra de gasolina com cada um dos
padrbes sdo apresentados na Figura 48. A andlise desta figura revela que os
resultados apresentam uma tendéncia polinomial de 3° grau, onde utilizando a
equacdao desta curva polinomial (y = -0,1373x® + 12,445x? - 376,42x + 3820,8) o Ci foi
calculado assumindo-se a variacdo de uma unidade. O valor de x foi substituido por
60 e 59 mL na equacao da curva, e o Ci calculado foi de 0,6346 para as pipetas

utilizadas para medir o volume de acetona.

26

[Etanol]/ (% v v'™)
N N N
¢ > ¢

N
N
1

21 T T L] L] L]
56 58 60 62 64

/ (mL)

Figura 48 - Influéncia do erro na medicdo do volume de acetona na concentragéo final do
mensurando.

V
acetona

Fonte: autor

Como a incerteza-padrdo da precisdo intermediaria e da repetibilidade séo
dadas na mesma unidade do mensurando o coeficiente de sensibilidade (Ci) &
considerado igual a 1.

Com os valores das incertezas-padroes e Ci para cada fonte de entradas
definidos as componentes de incerteza podem ser calculadas utilizando a Equacéo
12 (apresentada no tépico 7.2.3.3). No entanto, no termo u(xi) da equacéo deve ser
levado em consideracdo a probabilidade de distribuicdo, para 0s materiais
volumétricos assumiu-se uma distribuicdo retangular (V3) e para a precisdo

intermediaria e repetibilidade uma distribuicdo normal (\4), logo o valor de u(xi) é dado



152

pela divisédo das incertezas-padroes pelo divisor. Os valores das componentes de

incerteza calculados estao descritos na Tabela 31.

Tabela 31 - Componentes de incerteza utilizadas no célculo da incerteza padrdo combinada.

Fonte Incerteza Unidade Divisor Ci Incerteza/

padréo (% V V1)
Baldo 200 mL 0,01000 mL 1,73 0,1500 0,00087
Pipeta 50 mL (etanol) 0,05000 mL 1,73 0,2339 0,00675
Pipeta 10 mL (etanol) 0,02000 mL 1,73 0,2339 0,00270
Pipeta 50 mL (acetona) 0,05000 mL 1,73 0,6346 0,01832
Pipeta 10 mL (acetona)  0,02000 mL 1,73 0,6346 0,00733
Repetibilidade 0,11460 % 2,00 1,0000 0,05730
Precisdo intermediéria 0,15329 % 2,00 1,0000 0,07665

Fonte: autor

8.2.3 COMBINACAO DAS COMPONENTES

Para o célculo da incerteza padrdo combinada (uc), admitiu-se que todas as

grandezas nao eram correlacionadas, assim uc foi calculada por meio da soma

quadratica das incertezas de cada componente, de acordo com a Equacdo 14

(descrita no tépico 7.2.3.4). A incerteza padrdao combinada calculada foi de 0,10.

8.2.4 ESTIMATIVA DA INCERTEZA EXPANDIDA

Para estimar incerteza expandida do método incialmente foi determinado os

graus de liberdades efetivos (verr) utilizando a Equacdo de Welch-Satterthwaite

(descrita no tépico 7.2.3.5 — Eq. 16). Para o calculo dos graus de liberdades efetivos

assumiu-se que os graus de liberdade para os materiais volumétricos (baléo e pipetas)

eram infinitos'’ e para a preciséo intermediaria e repetibilidade eram iguais a 9 (n-1).

O Vet calculado foi de 18.
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O fator de abrangéncia para 18 graus de liberdades efetivos e 95% de confianca
é de 2,15%,

Com a incerteza padrao combinada calculada e com o fator de abrangéncia
definido, a incerteza expandida (U) do método foi estimada utilizando a Equacgéo 15
(descrito na se¢ao 7.2.3.5.1), e o valor de U foi de 0,2107%.

Com U calculado, os teores de etanol determinados utilizando o método de
adicao de padrao interno por gradiente de concentracdo em fluxo no capitulo 6 séo
apresentados com sua incerteza expandida na Tabela 32. Como os valores de
concentracdo Sd0 expressos com uma casa apOs a virgula o valor de U foi

arredondado para 0,3.

Tabela 32 - Resultados da determinacdo (n=3) de etanol em amostras de gasolina
empregando o método de adicdo de padrdo interno por gradiente de concentracao em fluxo.

Amostra [etanol]/ (V V1) U
1 27,2
2 26,0
3 25,5 0,3
4 26,5
5 25,7

Fonte: autor

8.2.5 CONTRIBUICAO DE CADA COMPONENTE NA INCERTEZA EXPANDIDA

Utilizando as componentes de incerteza, calculou-se a contribuicdo de cada
fonte de entrada para o célculo da incerteza expandida. A contribuicdo de cada fonte
de entrada é apresentada na Figura 49, a andlise desta figura mostra que
aproximadamente 95% das contribuicbes para U sdo dadas pela precisao

intermediaria e repetibilidade do método.
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Figura 49 - Contribuicdo (%) de cada fonte de entrada para o célculo da incerteza expandida.

Fonte: autor

8.3 Conclusdes parciais

A determinacao de etanol em gasolina por espectroscopia Raman utilizando o

método de adicdo de padréo interno por gradiente de concentracdo em fluxo e

extracdo liquido-liqguido em fluxo apresentou uma incerteza expandida de 0,2107%,

sendo esta incerteza correspondente a um RSD da ordem de 0,8% para amostras que

estejam dentro da |

egislacdo vigente no pais (27% V V7).

A incerteza expandida € praticamente descrita pelas incertezas da precisdo

intermediaria e repetibilidade do método, as outras fontes de incerteza tem uma

contribuicéo < 5%.
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9 CONCLUSAO

O método de adicdo de padrao interno convencional ou empregando gradiente
de concentracdo em fluxo mostrou ser uma alternativa viavel e eficaz de calibracéo.
O principal beneficio deste método esta relacionado com a combinagdo de dois
métodos de correcdo (padronizacédo interna + adicdo de padrao). O que minimiza os
efeitos causados por variagdes instrumentais, flutuacdes nos sinais analiticos e efeitos
de matriz.

Outro beneficio do método de adi¢cdo de padréo interno, quando comparado a
padronizacao interna convencional, esta relacionado com o fato da ndo necessidade
da auséncia do padrédo interno na amostra original, desde que a concentracdo do
padrdo interno na amostra + a concentracdo de padrdo interno adicionada esteja
dentro do intervalo de resposta linear da técnica utilizada.

O método de adicdo de padrdo interno convencional (utilizado manualmente)
tem como limitacdo o volume total de amostra utilizado, a quantidade de solucbes
analiticas a serem preparadas e a baixa frequéncia analitica. No entanto, estes
problemas foram solucionados com a automacao do método utilizando sistemas em
fluxo e um gradiente de concentracdo. O método de adicdo de padrao interno por
gradiente de concentracdo em fluxo necessita do preparo de apenas duas solucbes
para a analise da amostra, diminuindo significativamente o nimero de solu¢des a ser
preparadas e a quantidade de residuos gerados.

Os resultados obtidos utilizando o método de adicdo de padrdo interno
(convencional e em fluxo) em todas as aplicagbes apresentaram precisao e exatidao
melhores ou comparaveis aos métodos de calibracdo convencionais (adicdo de
padrao, padronizacao interna e calibracdo externa).

A analise metrolégica do método de adicdo de padréo interno por gradiente de
concentracdo em fluxo e extracéo liquido-liqguido em fluxo apresentou uma incerteza
expandida de 0,2107% para a determinagdo de etanol em gasolina, sendo esta
incerteza correspondente a um RSD da ordem de 0,8%. A incerteza expandida é
praticamente descrita pelas incertezas da precisao intermediaria e repetibilidade do

método, outras fontes de incerteza apresentaram uma contribuigéo < 5%.
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