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RESUMO

Com a busca por novas fontes de energia renovavel, o biodiesel foi introduzido na
matriz energética brasileira, e com isso a ANP assumiu a atribuicdo de regular e
fiscalizar a qualidade do biodiesel.

Quimicamente, o biodiesel € uma mistura de ésteres metilicos de acidos graxos,
derivados de Oleos vegetais e gorduras animais, geralmente produzidos por uma
reacado de transesterificagdo, em que a matéria prima reage com um alcool, na
presenca de um catalisador. E a principal alternativa ao diesel féssil e as principais
vantagens de seu uso é o fato de que é um recurso renovavel nao toxico, e que
diminui as emissdes de gases poluentes quando adicionado ao diesel, tornando-o
importante ndo apenas do ponto de vista energético, mas também ambiental.

A ANP estabelece 25 parametros que devem ser analisados para certificar a
qualidade do biodiesel, e os métodos analiticos que devem ser usados para sua
determinacdo. Dentre esses, o teor total de ésteres pode ser considerado o principal
parametro, e os métodos oficiais de analise sdo por cromatografia gasosa
convencional e apresentam por volta de 31 minutos de corrida cromatografica.

Este trabalho relata o uso de cromatografia gasosa ultra-rapida para determinar o
teor total de ésteres do biodiesel, diminuindo o tempo de analise em 15 vezes (1,5
min).

A diferencga entre a CG-UR e a CG-C esta no menor comprimento da coluna capilar,
de 2 a 10m, didmetro interno reduzido, entre 0,05 e 0,10mm, aquecimento resistivo
da coluna, ao invés do uso do forno convencional e taxa elevada de aquecimento da
coluna.

Através da elaboragdo de uma curva analitica e posterior validagado foi possivel
quantificar o teor total de ésteres em biodiesel de soja em um curto intervalo de
tempo, com a mesma confiabilidade.

Palavras chave: Biodiesel, Cromatografia Gasosa Ultrarrapida, Validagdo de
Métodos.



ABSTRACT

With the search for new sources of renewable energy, biodiesel was introduced in
the Brazilian energy matrix, and the ANP took the assignment to regulate and
supervise the quality of biodiesel .

Chemically, Biodiesel is a mixture of a fatty acids methyl esters, derived from
vegetable oils and animal fats, usually produced by a transesterification reaction in
which the feedstock is reacted with an alcohol in the presence of a catalyst. It is the
main alternative to fossil diesel and the main advantages of its use is the fact that it is
a non-toxic renewable resource, and reduces greenhouse gas emissions when
added to diesel, making it important not only from the point of view of energy but also
environmental .

The ANP provides 25 parameters that must be analyzed to ensure the quality of
biodiesel and analytical methods to be used for its determination. Among these , the
total ester content can be considered the main parameter and the official methods of
analysis is by conventional gas chromatography and feature around 31 minutes into
the chromatographic run .

This paper reports the use of ultra -fast gas chromatography (GC- UF) to determine
the total ester content of biodiesel , reducing analysis time by 15 times (1.5 min).

The difference between the UF with GC- GC- C is the smaller capillary column length
of 2 to 10m, reduced internal diameter between 0.05 and 0.10 mm , resistive heating
of the column, rather than the use of the oven conventional and high rate of heating
of the column.

Through the development of an analytic curve and subsequent validation was
possible to quantify the total ester content in biodiesel from soybean in a short period
of time, with the same reliability .

Key Words: Biodiesel, Ultra-Fast Gas Chromatography, Validation Methods.
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1 INTRODUGAO

Junto da crescente demanda de combustiveis automotivos surgiram
problemas econdémicos e de aspectos ambientais, além da possivel escassez dos
combustiveis fosseis, que levaram as autoridades do pais a buscar rotas alternativas
de producdo de energia que substituam a queima destes combustiveis. Neste
contexto surge a concepgao dos combustiveis renovaveis: combustiveis alternativos,
tecnicamente plausiveis, economicamente competitivos, prontamente disponiveis e
aceitaveis do ponto de vista ambiental. Dentre eles os chamados biocombustiveis,
em especial: o biodiesel, cuja participacdo na matriz energética nacional vem sendo
gradualmente aumentada.” 2

Contudo, a ideia do uso de biodiesel no Brasil ndo é recente. J4 em 1982
foram realizados diversos testes em colaboracdo com a industria automobilistica.
Dentre os varios combustiveis testados vale ressaltar o biodiesel etilico de soja puro
e a mistura de 30% de biodiesel etilico de soja e 70% de o6leo diesel. Apesar dos
resultados se apresentarem promissores, o alto custo do produto, impediu a
implementac&o do seu uso comercial na época.’

Posteriormente, com a elevacdo dos precos dos derivados de petrdleo e a
crescente preocupagdao ambiental, o biodiesel passou a ser visto como uma
alternativa economicamente viavel e prontamente disponivel, uma vez que, pode ser
obtido a partir de uma grande variedade de fontes vegetais, gordura animal e OGR
(6leos e gorduras residuais).’

Sob o ponto de vista econbmico, a produgdo e uso do biodiesel causa a
diminuicao da dependéncia do diesel importado, além de outros efeitos indiretos de
sua produgao e uso, como o incremento a economias locais e regionais, tanto na
etapa agricola como na industria de bens e servigos. Com a ampliagdo do mercado
do biodiesel, milhares de familias brasileiras sdo beneficiadas, com o aumento de
renda proveniente do cultivo e comercializagdo das plantas oleaginosas utilizadas na
producdo do biodiesel.* A producdo do biodiesel € vantajosa em fungdo da
possibilidade do cultivo de oleaginosas sem afetar a produgéo e oferta de alimentos.
O que é assegurado, em parte, pela dimens&o continental do territorio.* °

Sob o ponto de vista ambiental, a aplicagdo do uso do biodiesel acarreta a
diminuicdo das principais emissdes veiculares, como a liberagdo de menos

compostos contendo enxofre e a ndo emissao de fumaca preta nem odores
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desagradaveis pela exaustdo dos motores. Possibilita, também, a utilizacdo dos
créditos de carbono vinculados ao mecanismo limpo de producgéo.® 8

O Brasil esta entre os maiores produtores e consumidores de biodiesel do
mundo, produzindo 6887 milhdes de litros nesse ano de 2014, e com capacidade de
producdo de 8539 milhdes de litros.® Varios fatores sdo altamente favoraveis ao
cultivo de diferentes fontes vegetais para producédo de biodiesel, tais como clima,
vocagao agricola e a disponibilidade de terras adequadas a agricultura. O avango na
produgao de biodiesel torna o Brasil um pais estrategicamente importante para o
mundo inteiro, devido ao esgotamento das reservas energéticas fosseis, ja
conhecidas. ® Pioneiro mundial no uso de biocombustiveis, o Brasil alcancou uma
posicdo almejada por muitos paises que buscam fontes renovaveis de energia,
como alternativas estratégicas ao petréleo.’

Com a introdugdo do biodiesel na matriz energética brasileira pela lei n°
11.097, em 13 de janeiro de 2005, a ANP assumiu a atribui¢cdo de regular e fiscalizar
as atividades relativas a produgdo, controle de qualidade, distribuicdo e
comercializagdo do biodiesel. A regulamentacdo que especifica a comercializagao
do biodiesel e define os parametros fisico-quimicos para seu controle de qualidade
no Brasil é a Resolugdo ANP n° 14/12.™°

A determinacao das caracteristicas do biodiesel deve ser realizada mediante
0 emprego de normas aplicaveis da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas
(ABNT), normas internacionais American Society for Testing and Materials (ASTM),
International Organization for Standardization (ISO) e Comité Européen de
Normalisation (CEN)."

Dentre os varios parametros que devem atestar a qualidade do biodiesel
comercializado no pais, pode se dizer que a determinagao do teor total de ésteres é
o principal deles. A avaliagdo do teor de éster no biodiesel, segundo resolu¢ao da
ANP, é realizada de acordo com a norma técnica internacional EN/ISO 14103, ou a
norma técnica nacional ABNT NBR 15764.

Ambas as normas empregam como técnica analitica a cromatografia em fase
gasosa convencional e sdao amplamente utilizadas no controle de qualidade do
biodiesel comercializado no pais. O tempo de corrida cromatografica necessario
para analisar uma amostra é de aproximadamente 30 minutos. Com o mercado do
biodiesel crescendo, com o concomitante aumento na demanda por analises de

qualidade, torna-se necessario o desenvolvimento de novas metodologias que
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proporcionem aos laboratérios a mesma confiabilidade em menor tempo, permitindo
assim um maior numero de analises em funcdo do tempo, aumentando a
produtividade, gerando maior tranquilidade no cumprimento dos prazos, e maior

lucro.
1.1 Histoérico do trabalho realizado

O objetivo inicial desta dissertacao era utilizar a CG-UR para obtengao de
finguerprints analiticos para realizar correlagbes quimiométricas que permitissem a
previsdo dos parametros fisico-quimicos em amostras de biodiesel (dando assim
continuidade a linha de pesquisa do grupo Combustiveis e Biocombustiveis do
Cempeqc).

No entanto apds um ano de trabalho, coletando inumeras amostras de
biodiesel de soja comercial e realizando analises de seus principais parametros
fisico-quimicos, paralelamente ao desenvolvimento do método cromatografico n&o
foi possivel desenvolver um modelo quimiométrico satisfatério, que conseguisse
prever um ou mais parametros fisico-quimicos do biodiesel. Os parametros
determinados foram: Viscosidade Cinematica e Massa Especifica (Densimetro
Anton-Paar DMA4500 - ASTM D4052), Teor de Agua (Titulador Coulométrico Karl
Fischer Metronm 831 - ASTM D6304), indices de Acidez e de lodo (Titulador
Potenciométrico Kyoto KEM AT 500N - EN 14111 e ASTM D664), Ponto de
Entupimento de Filtro a Frio (Analisador de Ponto de Entupimento de Filtro a Frio
Tanaka AFP-102 - ASTM D6371) e Estabilidade a Oxidagdo a 110°C (Analisador de
Estabilidade Oxidativa Rancimat Metrohm 743 - EN 14112).

Nesse momento o método por CG-UR, que era um meio para atingir o
objetivo final do trabalho, passou a ser o foco, devido ao seu carater inovador por
permitir a separagdo dos ésteres do biodiesel em apenas alguns minutos, e
permitindo a quantificagao total do teor de ésteres através de uma curva analitica.

Com isso foi estabelecido como novo objetivo, o desenvolvimento e a

validagdo do método cromatografico.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver e validar um método por cromatografia gasosa ultrarrapida (CG-
UR) para a quantificagdo do teor total de ésteres em amostras de biodiesel

comercial.

2.2 Objetivos Especificos

e Desenvolver método por GC-UR capaz de separar uma mistura de padrdes
de ésteres metilicos.

e Utilizar curva analitica externa para realizar a quantificagdo do teor total de
ésteres.

e Validar o método desenvolvido utilizando as seguintes figuras de mérito:
Precisdo, Exatidao e Robustez.

e Aplicar o método na separagao e quantificagcdo dos ésteres constituintes de

diferentes amostras de biodiesel comercial brasileiro.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Biodiesel

O biodiesel é definido como uma mistura de ésteres alquilicos de acidos
graxos resultante da transformacg&o quimica de triacilglicerideos (6leos e gorduras).
Pode ser obtido através de diferentes processos, como, esterificagao,
hidroesterificacdo e transesterificacdo. A obtencdo de biodiesel através da
esterificacdo € catalisada por acido. A vantagem de se utilizar a reagdo de
esterificacdo é que a eventual alta acidez do 6leo ndo é uma limitacdo para a
reacdo. Todavia a reagao torna-se complexa uma vez que necessita de mais etapas
no processo industrial em relagdo a transesterificagdo. "' A hidroesterificacdo
consiste em utilizar diretamente os acidos graxos. Porém apresenta como
desvantagem o alto custo energético, que pode ser justificado pela etapa de
hidrolise. A tecnologia para produgdo de biodiesel predominante no mundo € o
processo de transesterificacdo. Na transesterificagdo os triacilglicerideos reagem
com um alcool, na presenca de um catalisador acido forte ou base forte, produzindo,
majoritariamente, uma mistura de ésteres alquilicos de acidos graxos e glicerol (co-
produto).’ ' A reacdo de transesterificagdo consiste na substituicdo no grupo acila,
na presenca de etanol ou metanol, dando origem a ésteres metilicos ou etilicos e
glicerol, e esta esquematizada pela Figura 1. A molécula de éleo vegetal é formada
por trés grupos acila ligados ao ion glicerdxido (triacilglicerideo). A Figura 2 mostra o

mecanismo para a reacéo de transesterificacgo.™

Figura 1 - Reacao de transesterificagao.
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Fonte: GASPARINI, F., 2008."
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Figura 2 - Mecanismo da reacao de transesterificagao por catalise basica.
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Fonte: GASPARINI, F., 2008.™

Dentre os catalisadores mais utilizados na reagao de transesterificagao estao
o hidréxido de sodio, hidréoxido de potassio e seus alcdxidos correspondentes,
também sao utilizados catalisadores acidos, como acido sulfurico e acido cloridrico.
Catalisadores alcalinos propiciam processos mais rapidos que os catalisadores
acidos, e por esse motivo sdo normalmente mais empregados nas reagdes de
transesterificagdo.”™ '® O alcool mais utilizado na transesterificacdo é o metanol
devido a simplicidade do processo, e vantagens como: tempo de reagao reduzido
(devido ao menor tamanho da molécula), boa separacéo entre a fase glicerol e a
fase dos ésteres metilicos e alta conversdao dos triacilglicerideos em ésteres
metilicos, além do menor preco em relacdo ao etanol.” Entretanto, o metanol
apresenta desvantagem devido a sua alta toxicidade. O uso de etanol torna-se
vantajoso sob o ponto de vista ambiental, porém, estudos mais elaborados utilizando

etanol na producéo de biodiesel ainda s&o poucos, se levarmos em conta a grande
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potencialidade deste alcool e a diversidade de fontes de triacilglicerideos disponiveis
no Brasil."*

Como apresentado anteriormente, o biodiesel é o resultado da transformacéao
quimica de 6leos e gorduras através da reacao de transesterificagcdo. Apds a reagao
o produto final, além dos ésteres metilicos ou etilicos, pode conter teores variados
de mono-, di- e triacilglicerideos (glicerideos que n&o reagiram completamente),
acidos graxos livres, glicerol, alcool e catalisadores. O glicerol € obtido como co-
produto da reagao e é separado da fase proveniente dos ésteres pela diferenga de
polaridade, assim como grande parte do alcool remanescente por decantagdo. Uma
das maneiras de retirar o glicerol, o alcool e o catalisador remanescentes no
biodiesel, € através de sucessivas lavagens com agua (chamada de fase de
polimento). O teor de agua residual por sua vez é eliminado no processo de
secagem do biodiesel. Mesmo ap6s os processos de lavagem e secagem pequenas
quantidades de todas as substdncias acima citadas podem permanecer em
pequenas quantidades no produto final, e por esse motivo, seus limites maximos
devem ser controlados, sendo monitorados de acordo com os ensaios estabelecidos
na Resolucdo ANP n° 14/12."°

3.2 Parametros de Qualidade do Biodiesel

A Resolugado ANP n° 14/12 contempla uma série de outros parametros
(Tabela 1) que devem ser monitorados para garantir a qualidade do biodiesel.

Os objetivos de realizar o controle da qualidade do biodiesel incluem: evitar
fraudes, como adigdo ilegal de substancias de baixo custo ao combustivel;
assegurar direitos dos consumidores e; manter a garantia dos fabricantes de
automoveis, visto que combustiveis fora das especificagdes e/ou adulterados
causam danos em partes importantes do motor. Além da adulteracdo, a qualidade
do biodiesel pode sofrer variagoes devido a presenca de contaminantes oriundos da
matéria prima, do processo de producdao ou formados durante a estocagem do
biodiesel."
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Tabela 1Parametros de Qualidade do Biodiesel, Resolugao ANP n° 14/2012.

CARACTERISTICA
UNIDADE LIMITE METODO
ABNT NBR ASTM D EN/ISO
Aspecto - LI (1) - - -
7148 1298 3675
Massa especifica a 20° C kg/m? 850 a 900
14065 4052 12185
V'Scos'dadfofé”emat'ca @ mm¥s | 30a60 10441 445 3104
Teor de agua, max. mg/kg (2) - 6304 12937
L 12662
Contamlnefgao Total, ma/kg o4 i i
max. 15995
Ponto de fulgor, min. (3) °C 100 14598 93 3679
Teor de éster, min % massa 96,5 15764 - 14103
Residuo de carbono, | o/ 1 assa 0,05 15586 4530 i
max. (4)
Cinzas sulfatadas, max. % massa 0,02 6294 874 3987
20846
Enxofre total, max. mg/kg 10 15867 5453
20884
15554 14108
Sdédio + Potassio, max. mg/kg 5 15555 - 14109
15553 14538
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15556
15553
Calcio + Magnésio, max. mg/kg 5 - 14538
15556
Fésforo, max. mg/kg 10 15553 4951 14107
Corrosividade ao cobre,
3h a 50 °C, max. - 1 14359 130 2160
613
Numero Cetano (5) - Anotar - 5165
6890 (6)
Ponto de entupimento de °C 7 14747 6371 116
filtro a frio, max.
indice de acidez, max. mg KOH/g 0,5 14448 664 14104 (8)
15341 (8) 14105 (8)
Glicerol livre, max. % massa 0,02 6584 (8)
15771 14106 (8)
15344
Glicerol total, max. (9) % massa 0,25 6584 (8) 14105 (8)
15908
15342 (8)
Monoacilglicerol, max. % massa 0,8 15344 6584 (8) 14105 (8)
15908
15342 (8)
Diacilglicerol, max. % massa 0,2 15344 6584 (8) 14105 (8)
15908
15342 (8)
Triacilglicerol, max. % massa 0,2 15344 6584 (8) 14105 (8)

15908
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Metanol elou Etanol, | ¢, magsa 02 15343 . 14110 (8)
max.
indice de lodo g/100g Anotar - - 14111 (8)
Estabilidade & oxidago a y . ) ] 14112
110°C, min. (10) 15751 (8)

Fonte: ANP, Resolugado n° 14/2012.1°

Nota:

(1) Limpido e isento de impurezas, com anotagao da temperatura de ensaio.

(2) Sera admitido o limite de 380 mg/kg 60 dias apd6s a publicagcdo da
Resolugdo. A partir de 1° de janeiro de 2013 até 31 de dezembro de 2013 sera
admitido o limite maximo de 350 mg/kg e a partir de 1° de janeiro de 2014, o limite
maximo sera de 200 mg/kg.

(3) Quando a analise de ponto de fulgor resultar em valor superior a 130° C,
fica dispensada a analise de teor de metanol ou etanol.

(4) O residuo deve ser avaliado em 100% da amostra.

(5) Estas caracteristicas devem ser analisadas em conjunto com as demais
constantes da tabela de especificacdo a cada trimestre civil. Os resultados devem
ser enviados a ANP pelo Produtor de biodiesel, tomando uma amostra do biodiesel
comercializado no trimestre e, em caso de neste periodo haver mudanca de tipo de
material graxo, o Produtor devera analisar numero de amostras correspondente ao
numero de tipos de materiais graxos utilizados.

(6) O método ASTM D6890 podera ser utilizado como método alternativo para
determinacdo do numero de cetano.

(7) Limites conforme Tabela Il. Para os estados ndo contemplados na tabela o
ponto de entupimento a frio permanecera 19°C.

(8) Os métodos referenciados demandam validagéo para os materiais graxos
nao previstos no método e rota de producéo etilica.

(9) Podera ser determinado pelos métodos ABNT NBR 15908, ABNT NBR
15344, ASTM D6584 ou EN14105, sendo aplicavel o limite de 0,25% em massa.

Para biodiesel oriundo de material graxo predominantemente laurico, deve ser
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utilizado método ABNT NBR 15908 ou ABNT NBR 15344, sendo aplicavel o limite de
0,30% em massa.
(10) O Ilimite estabelecido devera ser atendido em toda a cadeia de

abastecimento do combustivel.

Tabela 2 Ponto de Entupimento de Filtro a Frio.

UNIDADES LIMITE MAXIMO, °C
DA
~ JAN FEV | MAR | ABR | MAI | JUN | JUL | AGO | SET | OUT | NOV | DEZ
FEDERACAO
SP - MG - MS 14 14 14 12 8 8 8 8 8 12 14 14
GO/DF - MT -
14 14 14 14 10 10 10 10 10 14 14 14
ES-RJ
PR-SC-RS 14 14 14 10 5 5 5 5 5 10 14 14

Fonte: ANP, Resolugdo n° 14/2012.™

O préximo tépico discorre a respeito de um dos principais parametros de
qualidade do biodiesel, o teor de éstrer, suas respectivas caracteristicas e os
eventuais problemas técnicos ocasionados aos motores quando do uso de biodiesel

fora dos limites estabelecidos pela Resolucédo acima.
3.3 Teor de Ester

O teor de éster no biodiesel é o foco do presente trabalho, portanto é
pertinente que seja discutido.

O teor de éster € um dos principais parametros de qualidade do biodiesel. Os
ésteres sdo o biodiesel propriamente dito, ou seja, enquanto uma gasolina perfeita
seria composta apenas por octano um biodiesel perfeito seria exclusivamente uma
mistura de ésteres alquilicos de acidos graxos. Portanto, quanto maior o teor de
éster melhor é o biodiesel. A alta pureza do biodiesel promove uma combustdo mais
limpa e eficiente; melhor rendimento do motor; gases de exaustdo mais limpos e
maior tempo de vida util do motor. Um cuidado que deve ser tomado com o uso do
biodiesel, em virtude das caracteristicas solventes dos ésteres, € em relagao a
mangueiras, borrachas, elastdmeros, pinturas e demais polimeros, pois o biodiesel
pode dissolve-los. Esse problema é proporcionalmente reduzido quando se utiliza

misturas de biodiesel com diesel. A industria automobilistica ja dispde de materiais e
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tecnologia adequados para substituir as pecas que podem ser atacadas pelo

biodiesel."
3.4 Cromatografia em Fase Gasosa

A Cromatografia € um método fisico-quimico de separagdo fundamentado na
migracao diferencial dos componentes de uma mistura entre duas fases imisciveis,
sendo uma fase fixa de grande area superficial denominada fase estacionaria e a
outra um fluido que percorre a fase estacionaria, denominada fase movel."’

Na Cromatografia Gasosa (CG) para separagdo dos componentes individuais
de uma amostra utiliza-se um gas inerte como fase movel, denominada gas de
arraste, cuja finalidade é transportar, através da coluna (fase estacionaria), as
moléculas a serem separadas. A Figura 3 mostra um esquema da separagao de trés
componentes de uma mesma matriz e a constru¢ao de um cromatograma simples.

De acordo com a natureza da fase estacionaria, pode-se diferir a
cromatografia gasosa em cromatografia gas-liquido (CGL) e cromatografia gas-
soélido (CGS).

Na CGS, a fase estacionaria € um solido de grande area superficial,
usualmente um adsorvente como carvao vegetal, silica-gel, ou peneira molecular
(zedlita sintética). A adsorcdo diferencial dos componentes da mistura a ser
separada sobre a superficie sélida € a base para a separagao cromatografica na
CGS, que é geralmente, empregada na separagdao de gases como O nitrogénio,
oxigénio, mondxido de carbono e outros."’

Na CGL, a fase estacionaria € uma pelicula delgada liquida, que recobre um
soélido inerte, denominado suporte. A base para a separagao cromatografica, neste
caso, € a distribuicdo da amostra dentro e fora desta pelicula, ou seja, a particao da

amostra entre a fase mével e a fase liquida estacionaria.
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Figura 3 - Esquema de uma separag¢ao cromatografica.
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Fonte: MUNHOZ, J. F. V. L., 2008."°

Em um cromatografo a gas, a amostra é introduzida em uma coluna capilar
através de um injetor e, juntamente com o gas de arraste, é eluida até um detector,
que deve ser capaz de detectar e medir a quantidade dos componentes da amostra

que saem no efluente da coluna.™
3.4.1 Teoria Basica

Um cromatograma € o registro grafico da analise, em que se indicam os
componentes e o grau de concentracdo em que se encontravam presentes em um
determinado tempo. Quando apenas o gas de arraste deixa a coluna, uma linha reta,
paralela ao eixo do tempo é tracada. Esta linha é denominada linha de base. A
medida que sao eluidos, os componentes presentes na amostra, sdo registrados os
perfis de variagdes correspondentes as suas concentragdes, 0 que permite a
obtencao de dois parametros fundamentais: o tempo de retencéo e a area do pico.17

A representacao de um pico comum em cromatografia é feita na Figura 4.
Através da largura do pico, ou da largura da meia altura, é possivel determinar a
concentracdo do respectivo componente, pois a area do pico & proporcional a

concentracao do constituinte na amostra."”
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Figura 4 - Representagdao de um pico cromatografico comum.

Fonte: LANCAS, F. M., 1993."

As equacbes 1, e 2 mostram como determinar a area do pico através da
largura do pico e a largura de meia altura respectivamente, onde A € a area, Wy, € a

largura do pico e Wy, e a largura de meia altura, e h € a altura do pico.

W, X h
A=-2 (1)
2
A= W, xh (2)

O tempo de retencao, ti, € o tempo transcorrido desde o momento da injegao
da amostra até que se tenha obtido o maximo do pico. Este tempo € caracteristico
do soluto, da fase liquida, da vazao do gas de arraste e da temperatura da coluna. O
mesmo pico, na mesma coluna, em idénticas condicbes tera sempre o mesmo
tempo de retencgao. Este fato permite a identificacdo dos picos, posto que devam ser
reprodutiveis.’

A posicao do pico é determinada pela velocidade da vazéo de gas de arraste

e pelo fator de retencdo, denominado relagao de particao ou relagao de distribuicio.

quantidade de amostra na fase liquida

(3)

~ quantidade de amostra na fase sélida
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Esta relagdo entre a quantidade da amostra na fase liquida e na fase gasosa

também esta relacionada com o tempo de retengao:

Em que t; é o tempo que transcorre desde o ponto da injegdo até o maximo
do pico e t,; é o tempo transcorrido desde o ponto de injegao até obter-se um pico
inerte, ar por exemplo. E uma medida do tempo que cada componente da amostra

permanece na fase gasosa.

Figura 5 - Representacao grafica de ty, t'; e ty.

Fonte: LANCAS, F. M., 1993."

Pela Figura 5, nota-se que o tempo de retengao € a soma dos tempos que a
amostra permanece nas duas fases: o tempo na fase mével, t,,, € o tempo na fase
estacionaria, t'p.

O fator de separacéao, a, € a relacao existente entre o tempo que dois picos
permanecem na fase movel. Este fator é representado pela Figura 6 e pela equagao
5.

_ t'r(B)
~ t'R(A)

(5)

A principal utilidade de a é fornecer uma medida da seletividade da fase
movel com relagdo a dois componentes. Para a = 1, os dois componentes terdo a

mesma solubilidade na fase estacionaria e ndo poderao ser separados na mesma.
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Quanto maior o valor de a, mais seletiva sera a fase mével e, consequentemente,

melhor a separacéo de A e B."

Figura 6 - Representagao grafica do fator de separacao a.
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Fonte: LANCAS, F. M., 1993."

A eficiéncia de uma coluna é determinada pelo numero de pratos, N, gerados.
Quanto maior o valor de N, melhor a eficiéncia e, portanto, melhor a separagéo. A

equacao 4 mostra a relagao entre N, t; e w,,.

tr\?

N=16(— (6)
Wp

Em casos de picos mal resolvidos, nos quais w,, ¢é dificil de ser medida, ou

havendo severa variacdo na linha de base, o numero de pratos pode ser calculado

através da meia altura do pico, wy,:

2

N = 5,545 (%) )

Diversos fatores afetam o valor de N, tais como: tempo de retencao,
comprimento da coluna, temperatura da coluna, soluto, fluxo de gas, tamanho da

amostra, técnica de injegdo e assim por diante. O numero de pratos pode ser
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mudado desde que se variem estas condi¢des, o que torna dificil uma comparacao
entre o nimero de pratos de diferentes colunas ou instrumentos."

Os parametros operacionais de uma coluna podem ser avaliados por seu
efeito sobre a altura equivalente a um prato, H, que corresponde a razao entre o

comprimento da coluna, L, e o numero de pratos tedricos, N, Assim:

H= (8)

L
N
Em que L € medido em centimetros, milimetros ou micrometros. Portanto, H é
o0 comprimento necessario de uma coluna para gerar um prato teorico. Assim,
quanto maior N, menor sera H e mais eficiente sera a coluna."’
Os fatores que determinam a largura dos picos podem ser expressos na

equacao de Van Deemter:
B
H=A+ E +C X 9

Em que A ¢é a Difusdo de Eddy, B é a Difusao longitudinal, C sdo os Efeitos de

Transferéncia de Massa e i é a velocidade linear média do gas de arraste dada por:
= — (10)

A Difusdo de Eddy, representada na Figura 7, é calculada através dos
diversos caminhos que um analito pode percorrer na fase estacionaria. Uma vez que
os picos dependem da quantidade de constituinte da amostra que sai da coluna, ao
tomarem diferentes percursos, o pico é alargado. Contudo, em uma coluna capilar,

A=0, posto que nao ha particulas, considerando a coluna um tubo simples.18



30

Figura 7 - Representagao esquematica da Difusao de Eddy.

Fonte: MUNHOZ, J. F. V. L., 2008."

Ja o termo B, Difusdo Longitudinal, representado na Figura 8, descreve como
as moléculas atravessam a coluna sob a influéncia da fase mével. Devido a difusao
molecular no interior da coluna, quanto maior a vazao de gas, menor a dispersao do

analito e menor sera o valor de H, estreitando o pico."®

Figura 8 - Representacao esquematica da Difusao Longitudinal.
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Fonte: MUNHOZ, J. F. V. L., 2008."

Por fim, o termo C, que remete aos Efeitos de Transferéncia de Massas,
representado na Figura 9Erro! Fonte de referéncia ndao encontrada., aumenta
devido ao desequilibrio, que ndo ocorre instantaneamente, entre a fase estacionaria
e a fase movel. Consequentemente, parte do componente na fase moével tende a ser
eluido mais rapidamente do que a parte que esta na fase estacionaria. Isto gera um

alargamento do pico.™

Figura 9 - Representacao esquematica dos Efeitos de Transferéncia de
Massas.

Concentracio

Fonte: MUNHOZ, J. F. V. L., 2008."
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A representacao grafica da equacgdo de van Deemter é descrita na Figura 10.
O minimo da curva representa a menor altura do prato e o maximo de eficiéncia da

coluna cromatografica.

Figura 10 - Representagao grafica da equagao de van Deemter.
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Fonte: LANCAS, F. M., 1993."

Um ultimo conceito a ser introduzido é a resolucédo, R;. Trata-se de uma

medida quantitativa da separacao de dois picos consecutivos, sendo descrita como:

Tro — T, 2At
Rg = R2 R1 R (1)

%(Wm + Wp2) Wo1 + W2

O valor At € uma medida da separagao dos maximos dos picos adjacentes.
Este termo podera ser aumentado reduzindo-se a temperatura, ou escolhendo-se
uma fase mais seletiva, maior a. Ja w, € uma medida de eficiéncia da coluna e esta
relacionada com a velocidade de alargamento da banda, podendo ser medido por N
ou por H."

Além do numero de pratos e da seletividade, a resolu¢éo depende da posi¢ao
relativa dos picos no cromatograma. Assim, pode-se reescrever a equagao anterior

na forma:

- ()
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Esta equagdo é denominada equagao mestra da resolugao.®
3.4.2 Instrumentacgao

A Figura 11, representa, esquematicamente, o sistema de um cromatdgrafo a
gas basico.

Um gas de arraste inerte, provindo de um grande cilindro de gas, flui
continuamente através da porta de injecédo, da coluna e do detector. A taxa de vazéo
do gas € devidamente controlada para se assegurar a reprodutibilidade dos tempos
de retencao e para reduzir os ruidos e desvios gerados pelo detector. A amostra €,
entdo, injetada, com uma microsseringa (caso a amostra seja liquida), na porta de
injecdo previamente aquecida. Realizada a injecdo, a amostra € vaporizada e
carregada através da coluna, comumente capilar de 15 a 30m de comprimento, com
um filme fino interno de 0,2 um de espessura (fase estacionaria). Os componentes
da amostra sdo, assim, separados pelas fases movel e estacionaria, baseados na
solubilidade relativa e press&o de vapor relativa.?

Em seguida, o gas de arraste e a amostra passam por um detector, que mede
a quantidade de analito gerando um sinal elétrico. Este sinal é processado, a fim de
gerar um cromatograma correspondente. Na maior parte dos casos, o sistema de
tratamento de dados, comumente um computador com o software préprio do
cromatografo, integra a area dos picos, realiza os calculos e imprime um relatério

com os resultados quantitativos e tempos de retencgéo.*
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Figura 11 - Sistema de um cromatoégrafo a gas basico.
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Fonte: McNAIR, H. M.; MILLER, J. M., 2009.%°

3.4.3 Gas de Arraste

A principal funcionalidade do gas de arraste €, como o proprio nome diz,
“arrastar” a amostra através da coluna, ou seja, agir como a fase movel. Deve ser
inerte e ndo pode interagir quimicamente com a amostra. Sua segunda fungao é
prover uma matriz adequada para o detector diferenciar os componentes da
amostra. A Tabela 3 mostra quais gases de arraste sdo ideais para cada tipo de

detector.?®

Tabela 3. Gases de arraste ideais para cada detector.

Detector Gas de arraste
Condutividade Térmica Hélio
lonizagdo de Chama Hélio, Nitrogénio ou Hidrogénio
Captura de Elétrons Nitrogénio muito seco

Fonte: McNAIR, H. M.; MILLER, J. M., 2009.%°
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3.4.4 Injetores

Colunas capilares possuem alguns requisitos para injecbes de amostras: a
injecao precisa ser realizada rapidamente e a quantidade de amostra deve ser muito
pequena, geralmente, menor que 1ug. Em uma coluna capilar tipica de 25m, ha
cerca de 10mg de fase liquida. Isso mostra que se forem injetadas grandes
quantidades de amostra, a coluna pode ser entupida, ou ocorrer vazamentos.

Picos provenientes de colunas capilares sao muito estreitos, havendo larguras
de poucos segundos, por isso, inje¢des rapidas sao necessarias, a fim de minimizar
o alargamento de banda produzido por uma injecdo lenta.

Os injetores podem ser classificados em split, splitless, on-column e PTV. Os

mais comuns sao os dois primeiros e estao descritos a seguir.

3.4.4.1 Injecao Split

A Figura 12 mostra uma secgao transversal de um injetor split comum.

A injecdo split € a técnica mais simples e a mais facil a ser usada. O
procedimento envolve, normalmente, a injecdo de 1uL de amostra com uma seringa
padrdao através de uma porta de injegdo aquecida contendo um liner de vidro
desativado.

A amostra é rapidamente vaporizada e apenas uma fragéo, geralmente 1-2%,
do vapor entra na coluna. O restante da amostra vaporizada e um grande fluxo de
gas de arraste passam pela purga do septo.

A técnica é simples, pois 0 operador precisa apenas controlar a taxa de split
abrindo ou fechando a purga do septo. A quantidade de amostra introduzida na
coluna é muito pequena e a taxa de fluxo até o ponto de split é rapida (soma da taxa
de fluxo da coluna e da ventilagdo). Isto resulta em separagbes de alta resolugao.
Outra vantagem é a introdugao de amostras concentradas sem a necessidade de
dilui-las, uma vez que se use uma taxa de split alta.

Uma desvantagem dessa técnica de injegdo € a limitacdo da analise de
tracos, posto que apenas uma fragdo € inserida na coluna. Uma segunda
desvantagem € que esse modo de injecdo, algumas vezes, discrimina solutos com
altos pesos moleculares na amostra, tornando a amostra que entra na coluna n&o

representativa da amostra injetada.
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Figura 12 - Secgao transversal de um injetor split.

Fonte: McNAIR, H. M.: MILLER, J. M., 2009.%°

3.4.4.2 Injecao Splitless

A Figura 13Erro! Fonte de referéncia nao encontrada. mostra uma seccgao
transversal de um injetor splitless comum.

A injecao splitless utiliza 0 mesmo equipamento da inje¢ao split, porém com a
valvula de split inicialmente fechada. A amostra € diluida em um solvente volatil,
como hexano ou metanol, e de 1 a 5uL € injetado na porta de injecdo aquecida. A
amostra é vaporizada e lentamente (com taxa de vazdodo gas de arraste por volta
de 1mL/min) carregada até uma coluna fria (temperatura da coluna abaixo da
temperatura de ebulicdo dos compostos), na qual amostra e solvente sé&o
condensados. Apds cerca de 60s, dependendo da vazao de gas na coluna, a valvula
de separacao é aberta e qualquer vapor residual deixado na porta de injegao é
rapidamente varrido para fora do sistema. Purga do septo é essencial em injecdes
splitless.

A coluna possui temperatura programada e, no inicio, apenas os solventes
volateis sdo vaporizados e levados através da coluna. Enquanto isso, os analitos
sao concentrados em uma banda estreita do solvente residual. Apds algum tempo,
esses compostos sdo vaporizados pelo aquecimento da coluna e separados
cromatograficamente. Observa-se uma alta resolugéo dos constituintes com pontos

de ebulicdo elevados.
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A grande vantagem da injecao splitless € a melhora na sensibilidade em
relagdo a injecao split e, com a consequente, melhora na analise de tragos para
amostras farmacéuticas, biomédicas e ambientais.

Por outro lado a injec&o splitless tem algumas desvantagens. Consome muito
tempo, ja que se inicia com uma coluna em temperaturas menores, tornando
necessaria a programagao da temperatura. Deve-se diluir a amostra com solvente
volatil para que o analito seja concentrado no topo da coluna, portanto esse tipo de
injecdo nao é indicada para compostos com pouca diferengca de volatilidade em
relagdo ao solvente utilizado. Para a obtencdo de um bom cromatograma, os
primeiros picos de interesse devem ter pontos de ebulicdo 30°C acima do ponto de

ebulicdo do solvente.?

Figura 13 - Secgao transversal de um injetor splitless.
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Fonte: McNAIR, H. M.: MILLER, J. M., 2009.%°

3.4.5 Coluna

A coluna é considerada o “coragao do sistema cromatografico”, uma vez que
€ nela que ira ocorrer a separagdo dos componentes. A escolha da coluna
apropriada é de suma importancia e muitas vezes dificil. Dentre varios fatores que
devem ser considerados, a escolha da fase estacionaria ganha destaque, uma vez
que, € esta que interage seletivamente com os componentes da amostra realizando

a separacao. Geralmente as colunas tém formato espiral, para ocuparem menor
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espaco e seu diametro interno e comprimento dependem do propdsito da analise.
Existem dois tipos principais de colunas, as empacotadas e as capilares. As colunas
empacotadas sao constituidas preferencialmente com acgo inoxidavel ou vidro. Estas
colunas possuem um diametro interno de 1 a 100 mm e comprimento de 1 a 3 m. A
fase estacionaria € um soélido ou liquido pouco volatil aderido a um suporte inerte.
Porém quando se utiliza esse tipo de coluna podem ocorrer interacbes do soluto
com a fase estacionaria e o alargamento das bandas (sobreposi¢cao de picos), isto é
resultante da difusdo nas fases moveis e estacionarias, do ndo equilibrio nas
distribuicbes e do acondicionamento ndo uniforme da coluna. Para reduzir ou até
eliminar as causas desses problemas surgiu a cromatografia gasosa de alta
resolucao, onde a diferenca principal com a cromatografia gasosa convencional é a
substituicdo da coluna empacotada pela coluna capilar.

As colunas capilares foram introduzidas por Golay em 1958 e, hoje sdo
empregadas na grande maioria das aplicagdes, podem ser constituidas de ago
inoxidavel, vidro, niquel e, de preferéncia, silica fundida que permite produzir
colunas flexiveis, sendo altamente inerte e pura.™

O diametro interno varia entre 0,1 e 0,5 mm e o comprimento varia entre 5 e
50 m. A fase estacionaria nas colunas capilares é depositada na forma de um filme
fino e uniforme na parede interna do tubo, deixando a parte central oca. Desta
maneira a difusdo das moléculas dentro e fora da fase sera muito maior do que na
coluna empacotada, onde o suporte solido funciona como um “obstaculo” a difusao
da amostra e do gas de arraste."’

A figura 14 mostra varios tipos de colunas capilares. As colunas capilares com
parede recoberta (WCOT — wall- coated open tubular) possuem parede interna do
capilar recoberta com um filme da fase estacionaria. Nas colunas capilares com
suporte recoberto (SCOT — support-coated open tubular), a parede interna do capilar
€ recoberta com uma camada de um adsorvente (suporte) recoberto com a fase
estacionaria liquida. Se a parede do capilar for recoberta apenas com uma camada
do adsorvente que, neste caso, € a propria fase estacionaria, ttm-se as colunas
capilares com camada porosa (PLOT — porous-layer open tubular). Atualmente, tém-
se usado fases estacionarias imobilizadas as paredes do tubo (WBOT — wall bonded
open tube), resultando, em menor volatilizacdo da fase estacionaria (“sangramento”)

com o aumento da temperatura.?’
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Figura 14 - Tipos de coluna para Cromatografia Gasosa: (a) coluna
empacotada; (b) WCOT; (c) SCOT; (d) PLOT.

Fonte: COLLINS, C. H, et al., 2006.%"

Nas colunas capilares ha um aumento significativo no numero de pratos em
relagdo as colunas empacotadas, ou seja, na capacidade de separagdo, pois a
pressao € muito menor que em colunas empacotadas e, consequentemente, o
comprimento da coluna pode ser muito maior. Outras vantagens no uso de colunas
capilares € a eliminacdo do alargamento de bandas devido a irregularidades no
preenchimento da fase estacionaria, bem como permitir analises mais rapidas,
mesmo em temperaturas baixas. As colunas capilares devem apresentar
estabilidade fisica e quimica. A primeira refere-se a estabilidade do filme depositado
sobre as paredes do capilar, pois altas velocidades do gas de arraste tendem a
deslocar o filme tornando-o ndao homogéneo e possibilitando a formacao de bolhas.
A instabilidade quimica ocorre quando as fases, em altas temperaturas ou em
contato com a superficie ativa dos capilares, sofrem decomposi¢do, formando
produtos que sao arrastados para fora da coluna, causando uma instabilidade da
linha base.?

A medida que a amostra é injetada na coluna, ela se distribui entre as duas
fases, os picos que demoram a eluir, se tornam mais largos, enquanto que, quanto
mais estreito o pico, mais eficiente sera a separacao e mais facil a quantificacéo das
espécies eluidas."’

Outro fator importante na separacdo dos componentes na coluna é a
polaridade da coluna. A escolha de uma fase estacionaria pode ser feita comumente
com base na polaridade dos componentes que vao ser separados. A polaridade da
fase estacionaria pode ser explicada em termos de forgcas de interagcdo. Por
exemplo, solutos n&o polares geralmente tendem a ser separados na ordem de seus
pontos de ebulicdo em solventes nao polares, visto que as forgcas de dispersao entre
0 soluto e o solvente sdo da mesma ordem das moléculas do solvente sozinhas.

Quando uma fase estacionaria nao polar € utilizada, os solutos polares sao eluidos
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muito mais rapidamente que os pouco polares de mesmo ponto de ebulicdo. Em

geral, os solutos s&o retidos de acordo com a polaridade da fase estacionaria.?®
3.4.6 Detectores

Um detector capta os eluentes de uma coluna e fornece uma resposta na
forma de um cromatograma. Os sinais do detector sdo proporcionais a quantidade
de cada analito, tornando possivel uma analise quantitativa.

O mais comum é o Detector de lonizagdo de Chama (FID) (do acrébnimo em
inglés Flame lonization Detector). Possui alta sensibilidade, linearidade e, além
disso, é relativamente simples e com baixo custo. Outros detectores populares sao o
TCD (do acrénimo em inglés Thermal Conductivity Detector) e o ECD (do acrénimo

em inglés Electron Capture Detector).?

3.4.6.1 Detector de lonizagcao de Chama

A figura 15 mostra a secgéo transversal de um tipico detector FID.

Como fora dito, o FID é o mais amplamente usado em CG. Os efluentes da
coluna sdo queimados em uma pequena chama de ar sintético-hidrogénio,
produzindo alguns ions no processo. Estes sdo coletados e formam uma pequena
corrente que é transformada em um sinal. Quando ndo ha amostras na chama,
ocorre pouca ionizacdo e uma pequena corrente, cerca de 10™A, proveniente de
impurezas do hidrogénio e do ar sintético.

Conforme foi mostrado na Figura 11, os eluentes da coluna sao misturados
com hidrogénio, ou sao previamente misturados se H, for usado como gas de
arraste, e levados até a ponta de um pequeno queimador, o qual esta cercado por
alto fluxo de ar sintético, que auxilia a combustdo. A ignicdo da chama é feita
automaticamente. O eletrodo coletor é polarizado em cerca de +300V em relagao a
ponta da chama e a corrente coletada é amplificada por um circuito de alta
impedancia. Posto que ha formagéo de agua no processo de combustdo, o detector
precisa ser aquecido até pelo menos 125°C, a fim de evitar a condensagao da agua
e de amostras com alto ponto de ebulicdo. Grande parte dos FID funciona em
temperaturas maior ou igual a 250°C.

O exato mecanismo da ionizagdo em chama ainda nao é conhecido. O FID

responde a todos os compostos organicos que queimam em chama de ar sintético-
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hidrogénio. O sinal € aproximadamente proporcional ao conteudo de carbono, dando
origem a regra igual por carbono, um fator de resposta constante obtido através da
conversao de todos os atomos de carbono em um soluto organico em metano no

processo de combust&o no detector.?°

Figura 15 - secgédo transversal de um tipico detector FID.

\ entilagAc

Fonte: McNAIR, H. M.; MILLER, J. M., 2009.%°

Assim, todos os hidrocarbonetos devem mostrar uma mesma resposta por
atomo de carbono. Se houverem heteroatomos presentes, como oxigénio ou
nitrogénio, o fator de resposta diminui. Valores relativos s&o tabulados como Numero
Efetivo de Carbonos (NEC) e alguns estdo descritos na Tabela 4.

Para uma operacéo eficiente, os gases (hidrogénio e ar sintético) devem ser
puros e livres de materiais organicos, que possam elevar a ionizagao de fundo. A
taxa de fluxo precisa ser otimizada para cada diferente modelo de detector. A taxa
de fluxo de hidrogénio tem um maximo de sensibilidade para cada taxa de fluxo de
gas de arraste. Colunas tubulares abertas possuem fluxos por volta de 1mL min™,
assim, um gas auxiliar (make-up) € adicionado ao gas de arraste para elevar o total

para 30mL min™'.%°
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Tabela 4. Numero Efetivo de Carbonos (relativos ao heptano).

Composto NEC NEC Tedrico
Acetileno 1,95 2
Hexeno 5,82 6

Etanol 2,52 2,5

Butanal 3,12 3
Acido Acético 1.01 1
Acetato de Metila 1,04 2
Acetona 2,00 2

Fonte: McNAIR, H. M.; MILLER, J. M., 2009.%°

Gas hidrogénio pode ser usado como gas de arraste, desde que avaliados o
fluxo de gas e o modelo do detector. Devem ser tomadas outras medidas de
precaucgao, como uma fonte de hidrogénio separada (em local afastado).

A taxa de fluxo de ar possui valores entre 300-400mL min™, o suficiente para
a maioria dos detectores.

Compostos que ndo contém carbono organico ndo queimam e ndo sao
detectados. Os mais importantes estao listados no Tabela 5. O mais significante € a
agua, ja que produz picos largos e assimétricos. A auséncia de picos de agua
permite a utilizagcdo do FID em analises de amostras contendo H,O, desde que nao
interfira no cromatograma. Aplicagdes tipicas incluem contaminantes organicos em

agua, vinho e outras bebidas alcodlicas e produtos alimenticios.?

Tabela 5. Substancias que dao baixas ou nenhuma resposta no FID.

He CS; NH;
Ar COS (610)
Kr H.S CO,
Ne SO, H,O
Xe NO SiCly
(o)) N2O SiHCI3
N2 NO, SiF4

Fonte: McNAIR, H. M.; MILLER, J. M., 2009.%°
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Em suma, as vantagens do uso do FID sdo sua boa sensibilidade, grande
linearidade, simplicidade, robustez e adaptabilidade a todos os tamanhos de

colunas.

3.5 Cromatografia Gasosa Ultrarrapida

Com o passar dos anos, as técnicas cromatograficas evoluiram. O primeiro
aspecto a ser melhorado foi a coluna cromatografica, com o surgimento de novas
fases estacionarias e de colunas capilares. Em seguida, a preparagao da amostra a
ser injetada no cromatografo. Sé entdo, a atengdo voltou-se para o tempo de
analise. Assim, surgiram as técnicas de Cromatografia Gasosa Rapida,
Cromatografia Gasosa Muito Rapida e Cromatografia Gasosa Ultrarrapida. A

evolucdo sera abordada a seguir.
3.5.1 Evolugao

Por volta de 1960, vem surgindo teorias relacionadas a redug¢ao de tempo de
analise na CG. Nesta época, ainda se utilizavam colunas empacotadas longas, com
diametro interno reduzido, e capazes de atingir desempenho de 10 pratos efetivos
por segundo.

Em 1958, Golay introduziu as chamadas colunas capilares, que suprimiram
algumas das limitagdes relacionadas as colunas empacotadas, tais como aumento
de resolugado e possibilidade de separacdo de matrizes mais complexas. Estudos
posteriores mostraram a capacidade destas colunas de realizarem separagbes mais
rapidas, conforme o diametro interno fosse reduzido.?*

Com o surgimento e aprimoramento de novas fases estacionarias e colunas
capilares, a resolugdo cromatografica em CG desenvolveu-se cada vez mais.
Contudo, até 1980, a problematica relacionada ao aumento de velocidade nao
estava atrelada somente a limitacdes das colunas. Outras variaveis precisavam ser
consideradas como limitagdes do equipamento de época e o tempo necessario para
preparagdo de uma amostra e posterior tratamento dos dados obtidos do
cromatograma, o que excedia e muito ao tempo da separagdo cromatografica.?

Conforme os cromatégrafos foram evoluindo, juntamente com o surgimento

de novas fases estacionarias e do desenvolvimento de softwares avancados para



43

tratamento de dados cromatograficos, o estudo do aumento da velocidade em uma
separagao cromatografica voltou a ser foco de muitos pesquisadores.®

Os usuarios de cromatografia passaram a questionar algumas das condigbes
experimentais convencionalmente utilizadas e chegaram a conclusédo que a
resolucdo cromatografica poderia ser reduzida para um valor limite que nao
causasse prejuizos para a identificagdo dos compostos presentes em uma amostra.
Isto reduziria o tempo de analise em CG. Assim, constatou-se que os trés fatores
mais importantes para se realizar uma separagao rapida sao:

1. Minimizagdo da resolugdo cromatografica para um valor apenas suficiente,
de modo a reduzir o numero de pratos tedricos, N, requeridos para uma dada
separagao. Pode ser feito reduzindo o comprimento da coluna e empregando
altas velocidades do gas de arraste;

2. Maximizagdo da seletividade do sistema cromatografico. Em separag¢des
rapidas, as propriedades das colunas sao essenciais para melhorar a
distingao entre pares criticos de componentes de uma amostra (com tempos
de retencgao préximos);

3. Proposicéo de alternativas que reduzam o tempo de analise, mantendo a
resolucdo constante: determinados parametros podem ser explorados caso o
tempo de analise em uma resolugdo minima aceitavel ainda exceda o tempo
desejavel. Exemplo: reducédo do diametro interno da coluna, para compensar
a inevitavel perda da resolugdo, quando se diminui 0 comprimento da

coluna.®
3.5.2 Definigao

Os conceitos que fundamentam o aumento de velocidade em CG séao
estabelecidos através de diversos parametros, ao invés do tempo de analise
somente. Dagan e Amirav introduziram um fator para quantificar o aumento da
velocidade: SEF (do acrbnimo em inglés Speed Enhancement Factor). A partir
deste, a CG foi subdividida em trés categorias: Cromatografia Gasosa Rapida (CG-
R), Cromatografia Gasosa Muito Rapida (CG-MR), e Cromatografia Gasosa
Ultrarrapida (CG-UR), além da Cromatografia Gasosa Convencional (CG-C).

O SEF nao necessariamente reflete a exata reducdo do tempo de analise,

porém normaliza as separagdes em funcdo da CG-C, que é caracterizada pela
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utilizacado de coluna de 30m com diametro interno reduzido, menor que 0,25mm, de
tal forma que a vazdo de gas de arraste na coluna seja de 1mL min™
(correspondente a He com velocidade linear de 34cm s™). Este fator é definido pelo
produto do fator de redugdo do comprimento da coluna e do fator que relaciona o
aumento da velocidade do gas de arraste em relagdo a CG-C. Como exemplo, a
CG-UR apresenta um fator de aumento de velocidade na faixa de 400 a 4000 vezes
em relagao a CG-C.

Varios autores apresentaram diferentes definigdes, baseadas nas larguras
dos picos cromatograficos, w, e wy, € no tempo total de analise, para a classificacéo
dos diferentes tipos de CG. Magni et al. apresentaram uma definicdo mais
detalhada, divergindo das apresentadas até o momento. Segundo esta nova
definigdo, fatores como dimensdes da coluna e a taxa de aquecimento também
foram considerados. Como apresentado na Tabela 6, separagdes ultrarrapidas
somente seriam obtidas com colunas com dimensdes muito reduzidas e altas taxas

de aquecimento, resultando em picos com largura entre 0,05 e 0,2s.%°

Tabela 6. Principais parametros para a caracterizagdo das diversas
modalidades de cromatografia gasosa.

Classificagdo segundo Magni CG-UR CG-R CG-CC? CG-C
Comprimento da coluna/ m 2a10 5a15 25a 30 25a30
Diametro interno / mm 0,05a0,10 | 0,10a 0,25 0,25 0,25a0,32
Tempo de analise / min 1a3 <10 3a15 10a 60
Taxa de aquecimento / °C min™ > 60 15a60 5a40 1a10
Largura do pico /s 0,05a0,2 0,5a2 1a5b 1a10

Fonte: SEQUINEL, R. et al.,2010.%®
2 Cromatografia gasosa com coluna curta

Embora os termos apresentados, CG-UR, CG-R dentre outros, sejam
comumente encontrados na literatura, n&o existe uma posicdo académica
consolidada a respeito destas classificacbes. Permitindo, assim, uma classificacao
mais subjetiva por parte dos usuarios de cromatografia, principalmente em relagéo a
CG-UR®
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3.5.3 Principais parametros envolvidos na redugao do tempo de analise

Em cromatografia gasosa a eficiéncia do processo de separagdo é
influenciada por uma série de fatores, dentre os quais se podem citar: tempo de
retengdo, comprimento da coluna, temperatura da coluna, pressédo do gas de
arraste, complexidade da amostra, técnica de injegcéo, entre outros. Atencao especial
deve ser dada a tais parametros quando se pretende aumentar a velocidade de uma
separagao cromatografica, de modo que a resolugao cromatografica possa ser
reduzida a um valor minimo, encurtando o tempo de analise sem, comprometer a
identificacdo dos pares criticos de componentes da amostra. A Equacdo 13

relaciona o tempo de analise com os parametros anteriormente citados.?

3

tn=(1+k) N,

\/—F(k)lPD l (13)

onde tgr € o tempo de retengao, k € o fator de retengao, F é dada em fungao
do fator de retencdo, n é a viscosidade dindmica, p, € a pressao na saida do
sistema, D, € o coeficiente de difusdo do soluto na fase mével em relacédo a
pressao na saida, d. € o d.i. da coluna capilar. O numero de pratos requeridos para
a separacao, Nq, € dado em fungdo do fator de separagéo (a) de dois picos, do
fator de retencéo e, principalmente, em funcao da resolucéo (Rs) para um par critico
de componentes da amostra. De acordo com a Equacao 13, redugdes significativas
no tempo de analise podem ser obtidas, principalmente, com a utilizacdo de colunas
de dimensbes reduzidas e com o aumento da pressdo ou aplicacdo de vacuo na
saida do sistema. Ainda com base nesta equacao, ha uma relacéo direta entre tr e 0
termo referente a fase gasosa: tr < [N/po Dio]. Este termo tem um valor minimo para
o hidrogénio, que apresenta menor viscosidade e maior coeficiente de difuséo
quando comparado (na mesma temperatura) com outros gases usualmente
utilizados em CG, tais como hélio e nitrogénio. Além disso, um coeficiente de difusao
relativamente alto confere ao hidrogénio um desempenho melhor do que os outros
gases quando sao utilizadas velocidades lineares maiores.

Aproximagdes matematicas diferentes evidenciam também a influéncia de

outros parametros, conforme a Equagdo 14.%°
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(1+k)? 2lr H
e = 36 [( K2 )(a —) Huofz] (14)

onde 36 € o valor constante para separacéo do par critico com resolugao de
1,5 na linha de base, H é a altura equivalente a um prato tedrico, u, € a velocidade
linear do gas de arraste na saida da coluna e f, € o fator de corre¢cdo da
compressibilidade do gas de arraste.?

Existe uma complexa dependéncia do tempo de analise com a pressao, de
modo que as condi¢gdes oOtimas para estas equagdes sdo aproximadas e, assim,
puramente matematicas. Relagdes explicitas s6 poderiam ser obtidas sob condicdes
extremas, quando as razdes de pressao de entrada e saida do sistema forem muito
baixas ou muito altas ou ainda quando a influéncia da fase estacionaria for
negligenciavel. Na modalidade CG-UR também deve ser considerado que a de-
terminacdo de d6timas taxas de aquecimento tém influéncia direta na qualidade da
separacgao e velocidade da analise. Assim, ndo somente altas taxas de aumento de
temperatura, como também curtos periodos de resfriamento e retomada da
temperatura da coluna devem ser levados em consideracdo para a realizacdo de

analises mais rapidas.?®
3.5.4 Instrumentagdo da CG-UR

O aumento da velocidade nao necessariamente dependera da substituigcdo ou
mesmo da adaptacao dos equipamentos convencionais da CG, ja que nem sempre
0s equipamentos convencionais sao compativeis com a velocidade requerida. Para
uma redugao de duas a quatro vezes no tempo total de uma analise cromatografica,
a utilizacdo de colunas de dimensbes reduzidas acompanhada por simples
alteracdes feitas em alguns paradmetros cromatograficos, tais como aumento na taxa
de aquecimento e otimizagdo da velocidade do gas de arraste, podem ser
suficientes. Contudo, para separacdes ultrarrapidas, reducao de dez vezes ou mais
no tempo de analise, pode se requerer uma adaptagdao significante dos
cromatografos convencionais. Para isso, sao obrigatorios amostradores automaticos
de alta velocidade, sistemas para aquecimento rapido da coluna e detectores com

altas taxas de aquisicdo.?
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3.5.5 Amostradores e Injetores e Detectores

Sa0 necessarios amostradores automaticos, devido ao pequeno volume de
injecdo de amostra uma vez que em sistemas ultrarrapidos utilizam colunas com
menor capacidade de processamento de amostra, de preferéncia amostradores
automaticos de alta velocidade, a fim de obter uma maxima diminuicdo do tempo
necessario para se completar um ciclo analitico. A injecdo de nanovolumes pode ser
uma ferramenta muito util. Neste caso, seriam necessarias pequenas adaptacdes
nos amostradores automaticos, como a utilizacdo de seringas com émbolo na
agulha (plunger-in-neddle syringe).

Dos injetores convencionais, todos podem ser aplicados em CG-UR em
principio. Ja os detectores é importante que sejam de alta frequencia de aquisigao
de dados.”

Coluna Cromatografica

As colunas capilares utilizadas em CG-UR possuem dimensdes reduzidas.
Tais colunas sao de fundamental importancia, pois diminuem o tempo de analise e
aumentam a resolugao dos cromatogramas. A variagao do diametro interno em uma
coluna cromatografica promove um balango entre dois fatores: a eficiéncia e a
capacidade da coluna. A otimizacdo de um destes requer a minimizacéo do outro.

Em CG-UR, a utilizacdo de colunas com diametro interno reduzido, as
chamadas narrow bore columns, proporciona um aumento no valor de N, gerando
picos mais estreitos, e surge como alternativa a perda de resolugdo em decorréncia
da diminuicdo do comprimento da coluna.

As separacdes ultrarrapidas também sao facilitadas com o uso de colunas
com deposito fino de fase estacionaria, em que a resisténcia oferecida no processo
de transferéncia de massa nesta fase é praticamente insignificante quando

comparada a fase."®
3.5.6 Sistema de Aquecimento da Coluna

Com relacao as altas taxas de programacido de temperatura, descrito na
Tabela 6, uma das opcdes € a utilizacado de sistemas dedicados ao aquecimento, em
que a coluna narrow bore € colocada no interior de um mddulo ultrarrapido (UFM)

(do acrénimo em inglés Ultra Fast Module), conhecido usualmente como “gaiola”.
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Neste sistema, a coluna recebe calor por meio de um aquecimento resistivo. Tanto o
sensor de temperatura, quanto a resisténcia elétrica sdo revestidos por uma camada
de teflon, ou fibra ceramica, constituindo um conjunto de pouca massa térmica.?

A Figura 16 contém um exemplo do médulo ultrarrapido.

Figura 16 - Médulo ultrarrapido (“gaiola”) usado em CG-UR. (A) Sistema
dedicado de aquecimento resistivo da coluna (Thermo Fisher Scientific Inc.®).
(B) Detalhe do revestimento da coluna capilar: 1- elemento aquecedor, 2-
coluna capilar, 3-fibra ceramica, 4-sensor de temperatura.

(B)

Fonte: SEQUINEL, R. et al.,2010.%°

Assim, nenhum aquecimento do forno é exigido e séo utilizadas as interfaces
convencionais de injetor e detector do cromatografo convencional. O sistema
modular para aquecimento permite alcancar maiores velocidades de aquecimento,
em relagdo ao forno da CG-C. Em se tratando de CG-UR, este médulo é
imprescindivel para a obtengcao de separagdes cromatograficas no limite de alguns

segundos.®®
3.5.7 Determinacgao de ésteres metilicos de acidos graxos por CG-UR

Os ésteres metilicos derivados de acidos graxos podem ser determinados por
cromatografia gasosa ultrarrapida através de uma coluna carbowax, de 5m de
comprimento, 0,imm de didmetro interno, 0,1 um de espessura de filme, com

temperatura da coluna programada inicialmente a 120°C, permanescendo por 6
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segundos e elevada ate 250°C, onde permanecera por 12 segundos, com taxa de
aquecimento de 1,7°C seg™". O volume injetado é de 1uL, com raz&o de split 1:50. O
fluxo do gas de arraste € mantido constante em 0,8 mL min”', e utiliza-se hidrogénio
como gas de arraste. As temperaturas do injetor, do bloco de aquecimento e do
detector estdo definidas a 250°C.%°

Esse método foi desenvolvido por Riccardo Facchetti e Andrea Cadoppi, €
pertence a Thermo Electron Corporation (empresa italiana que desenvolveu e
patenteou o modulo ultrarrapido, utilizado na CG-UR). Porém o método nao foi
validado quanto a sua eficacia na quantificagdo de ésteres. Apenas foi verificada a
robustez do sistema através analisando cerca de 100 amostras de 6leo de peixe
reais, e a sequéncia foi completada com cinco analises de solugao padrao FAME
injetados nos mesmos parametros analiticos. Focando principalmente na
repetibilidade. Com a continuacédo das formas ideais de pico obtidos nesses ultimos
5 padrdes, provou-se que a eficiéncia da coluna é preservada, mesmo apoés

inumeras injegdes de amostras reais.
3.6 Validacao de métodos cromatograficos

A necessidade de se mostrar a qualidade de medi¢des quimicas, através de
sua comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade, esta sendo cada vez mais
reconhecida e exigida. Dados analiticos nao confiaveis podem conduzir a decisdes
desastrosas e a prejuizos financeiros irreparaveis.

Para garantir que um novo método analitico gere informagdes confiaveis e
interpretaveis sobre a amostra, ele deve sofrer uma avaliagdo denominada
validagdo. A validacdo de um método € um processo continuo que comega no
planejamento da estratégia analitica e continua ao longo de todo o seu
desenvolvimento e transferéncia. Para registro de novos produtos, todos os 6rgaos
reguladores do Brasil e de outros paises exigem a validagdo de metodologia
analitica.

Um processo de validagao bem definido e documentado oferece as agéncias
reguladoras evidéncias objetivas de que os métodos e os sistemas sdo adequados

para o uso desejado.?®
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3.6.1 Conceitos basicos do processo de validagao

A validagdo do método realizada nesse trabalho foi baseada no texto de
Ribani, et. al.?®

Dentro do ambito geral de validagcdo de métodos € possivel disinguir dois
tipos:

O primeiro, chamado de validagdo no laboratério (“in house validation”),
consiste das etapas de validagao dentro de um unico laboratoério, seja para validar
um método novo que tenha sido desenvolvido localmente ou para verificar que um
método adotado de outras fontes esta bem aplicado. A validagdo no laboratoério é
utilizada nas etapas preliminares do desenvolvimento de uma metodologia e na
publicagcdo de artigos para revistas cientificas, em que sdo avaliadas todas as
caracteristicas de desempenho da validagdo da metodologia, porém sem verificar a
reprodutibilidade. Pode-se considerar esta etapa como sendo preliminar a validagao
completa (“full validation”).

O segundo tipo, validacao completa, envolve todas as caracteristicas de
desempenho e um estudo interlaboratorial que é utilizado para verificar como a
metodologia se comporta com uma determinada matriz em varios laboratorios,
estabelecendo a reprodutibilidade da metodologia e a incerteza expandida
associada a metodologia como um todo. S6 assim a metodologia pode ser aceita
como uma metodologia oficial para uma determinada aplicagao.

Protocolos internacionalmente aceitos tém sido estabelecidos para a
validagdo completa, mais precisamente o Protocolo Harmonizado Internacio- nal e o
procedimento ISO (“International Standard Organization”). Estes protocolos
requerem um numero minimo de laboratérios e materiais testes para serem incluidos
no estudo interlaboratorial para validacdo completa do método analitico. No Brasil os
estudos de comparacdes interlaboratoriais sdo coordenados por instituicbes como:
Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas (IPT), Inmetro, ANP e outros, através do
Programa Brasileiro de Metrologia em Quimica.?®

E essencial que os estudos de validacdo sejam representativos e conduzidos
de modo que a variagdo da faixa de concentragcdo e os tipos de amostras sejam
adequados. Um método para um composto majoritario requer um critério de
aceitagcdo e uma abordagem diferente de um método desenvolvido para analise de

tracos.
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A frequéncia com que o método sera utilizado também influencia o tipo de
estudo de validagcao que é necessario.

Os parametros analiticos devem ser baseados na intengédo do uso do método.
Por exemplo, se um método sera usado para analise quantitativa para a
concentracdo de um composto majoritario, ndo ha necessidade de testar e validar os
limites de deteccdo e quantificagdo do método. O objetivo do método pode incluir
também os diferentes tipos de equipamentos e os lugares em que o método sera
utilizado, ou seja, se 0 método € desenvolvido para ser utilizado em instrumento e
laboratério especificos, ndo ha necessidade de usar instrumentos de outras marcas
ou incluir outros laboratérios nos experimentos de validagcdo. Desta forma, os

experimentos podem ser limitados para o que realmente é necessario.?®
3.6.2 Parametros analiticos para validacao de métodos

Os parametros analiticos normalmente encontrados para validacdo de
métodos de separacao sao: seletividade; linearidade e faixa de aplicagao; precisao;
exatidao; limite de deteccéo; limite de quantificacdo e robustez. Estes termos sao
conhecidos como parametros de desempenho analitico, caracteristicas de

desempenho e, algumas vezes, como figuras analiticas de mérito.?®

3.6.2.1 Seletividade

A seletividade de um método instrumental de separacdo é a capacidade de
avaliar, de forma inequivoca, as substancias em exame na presenca de
componentes que podem interferir com a sua determinacdo em uma amostra
complexa. A seletividade avalia o grau de interferéncia de espécies como outro
ingrediente ativo, excipientes, impurezas e produtos de degradagdo, bem como
outros compostos de propriedades similares que possam estar, porventura,
presentes. A seletividade garante que o pico de resposta seja do composto de
interesse. Se a seletividade ndo for assegurada, a linearidade, a exatiddao e a
precisao estarao seriamente comprometidas.28

A seletividade pode ser obtida de varias maneiras. A primeira forma de se
avaliar a seletividade € comparando a matriz isenta da substancia de interesse e a
matriz adicionada com esta substancia (padrao), sendo que, nesse caso, nenhum

interferente deve eluir no tempo de retencao da substancia de interesse, que deve
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estar bem separada dos demais compostos presentes na amostra. Uma segunda
maneira € através da avaliacdo com detectores modernos (arranjo de diodos,
espectrometro de massas), que comparam o espectro do pico obtido na separagao
com o0 de um padrao e utiliza-se isto como uma indicagao da presenga do composto
puro. Estas duas maneiras sdo as mais utilizadas. O método de adigdo padrao
também pode ser aplicado para os estudos de seletividade, porém este método é
utilizado quando nao é possivel obter a matriz isenta da substancia de interesse.
Neste caso é feita uma curva analitica com adicdo da substancia de interesse na
amostra e comparada com uma curva analitica sem a presenga da matriz.
Comparam-se entdo as duas curvas analiticas e caso elas sejam paralelas, pode-se
dizer que ndo ha interferéncia da matriz na determinagdo da substdncia de

interesse, portanto o método é seletivo.?

3.6.2.2 Linearidade

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentragao da substancia em exame, dentro de uma
determinada faixa de aplicagao.

A relacdo matematica entre o sinal medido (area ou altura do pico) e a
concentracdo ou massa da espécie de interesse deve ser determinada
empiricamente, a partir de sinais medidos para massas ou concentragdes
conhecidas dessa espécie. Essa relacdo matematica, muitas vezes, pode ser
expressa como uma equacao de reta chamada de curva analitica. Embora somente
dois pontos definam uma reta, na pratica as linhas devem ser definidas por no
minimo cinco pontos que nao incluam o ponto zero na curva.®

Matematicamente, a estimativa dos coeficientes de uma curva analitica a
partir de um conjunto de medicbes experimentais pode ser efetuada usando o
método matematico conhecido como regressao linear. Além dos coeficientes de
regressao a e b, também é possivel calcular, a partir dos pontos experimentais, o
coeficiente de correlagao (r). Este parametro permite uma estimativa da qualidade
da curva obtida, pois quanto mais préximo de 1, menor a dispersao do conjunto de
pontos experimentais e menor a incerteza dos coeficientes de regressao
estimados.?®

A ANVISA® recomenda um coeficiente de correlacdo igual a 0,99 e o
INMETRO® um valor acima de 0,90.
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3.6.2.3 Precisao

Representa a dispersao de resultados entre ensaios independentes, repetidos
de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, sob condi¢des
definidas.

A precisédo pode ser expressa através da estimativa do desvio padréo relativo
(RSD), também conhecido como coeficiente de variagdo (CV), calculado pela

equacéo 13, onde s é o desvio padrédo absoluto e X é a media dos resultados.
S
RSD(%)ou CV (%) = % 100 (15)

Normalmente, métodos que quantificam compostos em macro quantidades
requerem um RSD de 1 a 2%. Em métodos de analise de tragcos ou impurezas, séo
aceitos RSD de até 20%, dependendo da complexidade da amostra.?®

Uma maneira simples de melhorar a precisao € aumentar o numero de
replicatas. A precisdo em validacdo de métodos € considerada em trés niveis

diferentes: repetitividade; precisdo intermediaria; reprodutibilidade.?®

3.6.2.3.1 Repetitividade ou repetibilidade

A repetitividade representa a concordancia entre os resultados de medicdes
sucessivas de um mesmo método, efetuadas sob as mesmas condigdes de
medicdo, chamadas condicbes de repetitividade: mesmo procedimento; mesmo
analista; mesmo instrumento usado sob as mesmas condi¢gdes; mesmo local;
repeticoes em um curto intervalo de tempo. A repetitividade envolve varias medigcdes
da mesma amostra, em diferentes preparagcdes e pode ser expressa através da
estimativa do desvio padrao relativo (RSD).

Para a repetitividade, o INMETRO® recomenda sete ou mais repeticdes para
o calculo da estimativa do desvio padrdo. A ICH®* e ANVISA?® sugerem que a
repetitividade seja verificada a partir de um minimo de nove determinagdes cobrindo
o limite especificado do procedimento (ex.: trés niveis, trés repeticbes cada um), ou
a partir de um minimo de seis determinagdes a uma concentragao similar ao valor

esperado.?®
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3.6.2.3.2 Precisao Intermediaria

Indica o efeito das variagcdes dentro do laboratério devido a eventos como
diferentes dias ou diferentes analistas ou diferentes equipamentos ou uma
combinagdo destes fatores. A precisdo intermediaria € reconhecida como a mais
representativa da variabilidade dos resultados em um unico laboratério e, como tal,
mais aconselhavel de ser adotada. O objetivo da validagédo da precisao intermediaria
€ verificar que no mesmo laboratério o método fornecera os mesmos resultados.

A precisao intermediaria pode ser expressa através da estimativa do desvio

padrao relativo (RSD).?®

3.6.2.3.3 Reprodutibilidade

E o grau de concordancia entre os resultados das medicdes de uma mesma
amostra, efetuadas sob condi¢des variadas (mudanca de operador, local,
equipamentos, etc.).

A reprodutibilidade refere-se aos resultados dos estudos de colaboracio entre
laboratérios e deve ser considerada em situagdes como a padronizagcdo de
procedimentos analiticos que venham a se tornar uma norma técnica ou a serem
incluidos, por exemplo, em farmacopeias, procedimentos do CODEX, etc.?®

E muito comum encontrar desacordo entre métodos analiticos. Isto aparece
quando varios laboratérios analisam uma amostra em comum, em estudos
colaborativos. Frequentemente, altas variagbes s&o observadas entre os resultados.
Assim, os dados provenientes de apenas um laboratério ndo séo suficientes para
avaliar a reprodutibilidade do método. A documentagdo que apoia os estudos de
precisdo em nivel de reprodutibilidade deve incluir estimativa do desvio padréo
absoluto, estimativa do desvio padrao relativo e intervalo de confianca, calculados
pelas equacdes de 15 a 17.

(16)

_ s
Intervalo de confianca da média = X +t,_;— (17)

Vn
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Onde, t,.; = valor critico da distribuicdo de Student com n-1 graus de
liberdade, e n € o numero de medi¢des. O valor t € tabelado e apresenta valores

para diferentes niveis de confianca.

3.6.2.4 Exatidao

Representa o grau de concordancia entre os resultados individuais
encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como
verdadeiro. E importante observar que um valor exato ou verdadeiro é o valor obtido
por uma medicao perfeita e este valor é indeterminado por natureza.

A exatidao é sempre considerada dentro de certos limites, a um dado nivel de
confianga. Estes limites podem ser estreitos em niveis de concentragdo elevados e
mais amplos em niveis de tragos. O numero de ensaios varia segundo a legislagcao
ou diretriz adotada e também com as caracteristicas da pesquisa.

Os processos mais utilizados para avaliar a exatiddo de um método séo:

materiais de referéncia e comparacdo de métodos.?®

3.6.2.4.1 Materiais de referéncia certificados (CRM)

Os CRM sao materiais de referéncia acompanhados de um certificado que
possui o valor de concentracdo de uma dada substancia, ou outra grandeza para
cada parametro e uma incerteza associada. Os materiais de referéncia certificados
sédo fornecidos por organismos reconhecidos e confiaveis, como NIST (“National
Institute of Standards and Technology” - USA), LGC (“Laboratory of the Government
Chemist” - UK), USP, FAPAS (“Food Analysis Performance Assessment Scheme” -
UK), etc.

Os valores obtidos pelo laboratério (a média e a estimativa do desvio padrao
de uma série de replicatas) da mesma amostra padrao devem ser comparados com
os valores certificados do material de referéncia, para verificar a exatidao do

método.?®

3.6.2.4.2 Comparagao de métodos
Consiste na comparacao entre resultados obtidos empregando-se o método
em desenvolvimento e os resultados conseguidos através de um método de

referéncia, avaliando o grau de proximidade entre os resultados obtidos pelos dois
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meétodos, ou seja, o grau de exatiddo do método testado em relacdo ao de
referéncia.

Esta abordagem assume que a incerteza do método de referéncia é
conhecida. As analises sao efetuadas em replicatas, utilizando os dois métodos em
separado (0 método em desenvolvimento e o método de referéncia), sobre as
mesmas amostras, em uma faixa de concentracbes em que se pretende validar o

método.?®

3.6.2.5 Limite de deteccao (LD) e quantificagcao (LQ)

O limite de detecgao (LD) representa a menor concentragdo da substancia em
exame que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada, utilizando
um determinado procedimento experimental.

O limite de quantificacdo (LQ) representa a menor concentragdo da
substancia em exame que pode ser medida, utilizando um determinado
procedimento experimental.?®

Esses dois parametros da validagao nao serdo discutidos de maneira mais
abrangente, porque o meétodo desenvolvido nesse trabalho tem como objetivo
quantificar o composto majoritario da amostra, tornando assim esses parametros

dispensaveis para o processo de validacdo do método proposto.

3.6.2.6 Robustez

A robustez de um método mede a sensibilidade que este apresenta frente a
pequenas variacdes. Diz-se que um método é robusto quando ele néo é afetado por
uma modificacdo pequena em seus parametros.

A robustez de um método cromatografico € avaliada em CG, por exemplo,
pela variagdo de parametros como: programacao da temperatura, natureza do gas
de arraste, preparo de amostras.

As mudancas introduzidas refletem as alteracbes que podem ocorrer quando

um método é transferido para outros laboratérios, analistas ou equipamentos.?® 3
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Reagentes e Materiais

Os solventes, padrbes, gases e materiais usados estéo relacionados a seguir:

n-heptano 99,5% P.A. Marca: Vetec Quimica Fina. Frasco de vidro
ambar de 1L;

Acetona 99,5% P.A. Marca: Vetec Quimica Fina. Frasco de vidro ambar
de 1L.

Etanol 99,5% P.A. Marca: Sigma. Frasco de vidro ambar de 1L;
Hexanoato de metila (C6), octanoato de metila (C8), decanoato de metila
(C10), undecanoato de metila (C11), dodecanoato de metila (C12),
tetradecanoato de metila (C14), hexadecanoato de metila (C16),
heptadecanoato de metila (C17), octadecanoato de metila (C18),
nonadecanoato de metila (C19), eicosanoato de metila (C20),
docosanoato de metila (C22), tetracosanoato de metila (C24). Todos
com pureza de 99 %, marca: Nu-Check — USA;

Hidrogénio, nitrogénio e ar sintético Todos com pureza minima de
99,999%, marca: White Martins;

Frasco com capacidade de 20 mL, com tampa;

Frascos apropriados para amostrador automatico (vial de 2 mL);

Pipetas de Pasteur descartavel;

Micropipeta de 100 a 1000 pL.

4.2 Equipamentos

Cromatégrafo a gas Thermo Trace GC Ultra, equipado com amostrador
automatico Tri-Plus, detector FID com alta frequéncia de aquisicao de
dados, e mddulo de aquecimento ultrarrapido.

Balanga analitica com resolugao de 0,0001 g. Marca: Toledo do Brasil.
Certificado de calibracdo n° BA 043 12 12, data de emissao:
07/01/2013, valido até 17/04/2014.
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4.3 Analises Cromatograficas

O equipamento utilizado na analise cromatografica para amostras de biodiesel
esta representado na Figura 17.

A coluna cromatografica capilar empregada foi a VF23MS da Thermo Fisher
Scientific Inc., com aplicabilidade para analise de FAMEs. Apresenta fase polar, 70%
cyanopropyl polysilphenylene — siloxane.®® E suas caracteristicas sdo: 10m de
comprimento, 0,2um de espessura do filme e 0,1mm de didmetro interno. O detector
usado foi o FID e sua temperatura foi fixada em 250°C. Os gases utilizados pelo
detector foram o hidrogénio, fluxo de 45mL min™, ar sintético a 350mL min™' e como
make-up gas nitrogénio, 30mL min™'. O injetor empregado foi o Split/Splitless e sua
temperatura foi mantida em 250°C. O volume de amostra injetado foi de 0,5 yL, com
uma seringa de 5 L, no modo de injecao Split com razao de 1:100.

As condigdes da coluna foram ajustadas com temperatura inicial de 60 °C,
mantida por 0,10 min, e elevada até 180°C, mantido por 0,2min, em uma taxa de 300
°C min'. A temperatura foi elevada novamente até 250°C, a uma taxa de
aquecimento de 500°C min™' e mantido por 0,66 min. Foi utilizado hidrogénio como
gas de arraste, e seu fluxo foi mantido constante em 1,0mL min™'. Essas condicdes
foram determinadas durante o desenvolvimento do método ultrarrapido. Com o

equipamento trabalhando nessas condi¢des foram obtidos os melhores resultados.

Figura 17 - Médulo ultrarrapido montado no cromatégrafo a gas utilizado.
7 e :

Fonte: MUNHOZ, J. F. V. L., 2013."
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4.4 Preparacao das Amostras

A preparagao da amostra foi realizada conforme descreve a norma técnica
NBR 15764.

Foram adicionados aproximadamente 0,1000 g da amostra em frasco de 20
mL e a massa medida foi registrada. Para cada 0,1000g da amostra deve-se
adicionar 7,000g de n-heptano e a massa total registrada. A massa de heptano foi
corrigida em fungdo da massa de amostra medida de acordo com a equacgao 16. A

mistura foi homogeneizada e transferida para o frasco do amostrador automatico.

7,0000g
Mpepitano = Mamostra X m (16)

4.5 Preparacao da Curva Analitica

A curva analitica foi construida utilizando o octadecanoato (C18) de metila
como padrdo analitico. Para analise de amostras de biodiesel em que ha
predominancia significativa de ésteres com cadeias carbdnicas menores que C14, a
curva analitica pode ser construida utilizando dodecanoato (C12) de metila. No caso
de uma distribuigcdo equilibrada entre ésteres de cadeia curta e longa podem ser
construidas duas curvas analiticas independentes. Isso se deve, pelo fato de que os
compostos organicos de cadeias menores apresentam maior intensidade dos picos
em relacdo aos compostos de maior cadeia carbdnica detectados pelo FID."’

Para cada 0,1000g do padrao devem ser adicionados 7,0000g do solvente n-
heptano, considerando que 0,1000g do padrao correspondem a 100% de teor total
de éster.

Para preparar as diferentes concentragbes da curva, foram medidas as
massas do padrao correspondente a sua porcentagem em massa, e essa foi
completada até 0,1000g com etanol. Para cada 0,1000g dessa solugdo foram
adicionados 7,0000g de n-heptano. Na Tabela 7 consta a relacdo das solucdes
correspondentes aos pontos da curva, bem como sua preparagao.
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Tabela 7. Massas teodricas utilizadas no preparo das solugées padrao de

octadecanoato de metila.

Massa Tedrica C18 Massa tedrica Massa tedrica de n-
Ponto [1 m/m (%)
/g etanol /g heptano /g
1 20 0,0200 0,0800 7,0000
2 40 0,0400 0,0600 7,0000
3 60 0,0600 0,0400 7,0000
4 80 0,0800 0,0200 7,0000
5 95 0,1900 0,0100 14,0000

Fonte: Elaborado pelo autor, 2014.

O ponto 5 da curva é preparado com o dobro de massa para cada

componente com a finalidade de facilitar a pesagem do etanol, pois massas muito

pequenas estdo susceptiveis a erros maiores na pesagem.

A solugédo correspondente a cada ponto deve ser injetada em triplicata no

cromatografo, e as areas dos picos obtidos devem ser somadas (€ importante

verificar se os valores das areas dos cromatogramas sao comparaveis entre si, visto

que variacdes influenciam na precisao dos resultados).

A curva analitica € obtida, tragando-se um grafico da somatéria das areas no

eixo das ordenadas e percentual do analito no eixo das abscissas.

4.6 Expressao dos Resultados

Deve-se calcular o teor total dos ésteres utilizando a equag¢do19, onde:

e C é a concentracao total dos ésteres presentes na amostra, expressa em

porcentagem massa por massa (% m/m);

e A é o0 somatodrio das areas dos ésteres presentes na amostra;

e b é o coeficiente linear obtido para a curva analitica;

e a é o coeficiente angular obtido para a curva analitica.

(19)
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5 RESULTADOS

5.1 Desenvolvimento do Método Cromatografico

(Método 1) Inicialmente, utilizando uma coluna UFC WAX de 5§ m de
comprimento, 0,1 mm de didmetro interno e espessura do filme de 0,2 ym. Possui
fase polar, polyethylene glycol. Decidiu-se usar essa coluna porque era a que
tinhamos disponivel no laboratério, e inclusive ja instalada ao equipamento, e é
indicada para analises de aromaticos, alcoois, ésteres, aldeidos e cetonas, além de
analises ambientais e petroquimicas, e de sabores e fragrancias.>® **

Foi injetada uma mistura de padrées de C6 a C24 (C6:0, C8:0, C10:0, C11:0,
C12:0, C14:.0, C16:0, C16:1, C17:0, C18:0, C18:1, C18:2, C18:3, C19:0, C20:0,
C22:0, C22:1, C24:0 e C24:1), com um fluxo constante de gas de arraste de 0,8mL
min™'. A temperatura da coluna foi programada em 100°C, mantendo por 0,50 min,
até 240°C, mantendo por 2,00 min, com uma taxa de aquecimento de 150°C min™'. O
volume de amostra injetado foi de 0,1uL com taxa de split de 1:200.

Esse método foi capaz de separar com qualidade os ésteres de cadeia até 12

carbonos, como mostra a Figura 18.

Figura 18 - Perfil cromatografico obtido pelo Método 1 para mistura de ésteres por
CG-UR.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2014.
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Entretanto, notou-se que a eficiéncia de separagcdo nao foi boa para os
componentes maiores que C14,e ndo permitindo a visualizagdo de pelo menos os
principais ésteres de uma amostra de biodiesel de soja real.

No caso do biodiesel de soja, por exemplo, a maior parte de seus ésteres
constituintes apresenta cadeias carbdnicas entre 16 a 22 carbonos, como mostrado
na Tabela 8. Portanto essa € a faixa de maior interesse na separacao

cromatografica.

Tabela 8. Composigao quimica em acidos graxos do dleo de soja.
Acido graxo NUmero de carbonos | Contribuicao percentual (%)
Acido palmitico (C16:0) 2-3
Acido estearico (C18:0) 2-6
Acido oleico (C18:1) 18-31
Acido linoleico (C18:2) 49-57
Acido linolénico (C18:3) 2-10,5
Acido ertcico (C22:1) 0-0,5

Fonte: GASPARINI, F. 2010.

Com o intuito de melhorar a separagao dos ésteres de cadeias maiores, trés
novos métodos foram testados (Métodos 2, 3 e 4). Variando entre eles o fluxo do
gas de arraste e a razao de Split, com o intuito de verificar se um maior fluxo do gas
de arraste ou um aumento gradual do fluxo seria suficiente para promover uma
melhor eficiéncia da separagao. E se 0 aumento da razdo de Split, promovendo uma
menor quantidade de analito na coluna, seria vantajoso de forma a facilitar o
processamento dos componentes pela coluna capilar.

A tabela abaixo mostra os valores de fluxo do gas de arraste e a razao de
Split utilizada nos métodos de 2 a 4.




Tabela 9. Variagoes

métodos 2, 3 e 4.
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no fluxo do gas de arraste e na razao de Split para os

Método 2 Método 3 Método 4
Constante Programado Programado
Fluxo do gas de (1,2 mL min™") (1,2 mL min™ por 1,30 | (1,2 mL min™ por 1,30
arraste min; taxa de 1,0 mL min; taxa de 1,0 mL
min? até 1,4 mL min™") | min?até 1,8 mL min™)
Razao de Split 1:300 1:200 1:200

Fonte: Elaborado pelo autor, 2014.

Com o aumento do fluxo houve uma melhora na eficiéncia do método, que por

vez apresentou capacidade de separar dois novos picos (Figura 19), os quais foram

identificados como sendo os ésteres C14 e o C16. Porém, como mostrado na Tabela

8, é interessante que o método separe até o éster C22.

Figura 19 - Perfil cromatografico obtido pelo Método 2 para mistura de ésteres

por CG-UR.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2014.

Para se fazer a verificagdo dos métodos com o fluxo do gas de arraste em

gradiente (métodos 3 e 4) substituiu a mistura de padrdes utilizados até entdo, pela

mistura de um éster de cadeia menor (C14), que ja foi separado pelo método
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antecedente, e um outro de cadeia maior (C18), que ainda nao foi identificado no
cromatograma. Essa medida foi tomada para evitar saturagdo da coluna pelos
ésteres mais pesados, uma vez que o objetivo desse teste foi apenas verificar se
com o fluxo em gradiente seria possivel obter um pico referente a um éster de
cadeia carbdnica maior que C16.

O Método 3 gerou o cromatograma representado pela Figura 20, no qual foi
possivel identificar o pico de C18, porém com resolugao de baixa qualidade.

A partir desse ponto ja podemos perceber que o aumento do fluxo nao sera
capaz de efetuar a separacéo dos ésteres na faixa desejada. Assim um ultimo teste
foi feito trabalhando com essa variavel, a fim de verificar pelo menos uma melhora

da resolucao do pico referente ao C18.

Figura 20 - Perfil cromatografico obtido pelo Método 3 para uma mistura de
ésteres (C14 e C18) por CG-UR.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2014.

Para esse teste foram utilizadas as mesmas condi¢cées Método 1. O fluxo do
gas de arraste foi mantido constante em 1,2 mL min™ durante 1,30 minutos, depois
ele foi elevado até 1,8 mL min™', com uma taxa de 1,0 mL min®, e esse valor foi
mantido constante até o final da corrida (Método 4).

A Figura 21 refere-se ao Método 4, e mostra uma pequena melhora da

resolucao do pico referente ao C18, em relagao ao obtido pelo Método 3.
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Figura 21 - Perfil cromatografico obtido pelo Método 4 para uma mistura de
ésteres (C14 e C18) por CG-UR.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2014.

Dessa forma novos testes devem ser realizados, trabalhando outras variaveis,
como novas rampas de temperatura, ou uma nova coluna.

A coluna capilar de fase estacionaria com diferente polaridade da utilizada até
entdo, € uma variagao consideravel, pois altera a seletividade (a) da analise
cromatografica, onde a interacédo dos ésteres de cadeia longa com a coluna deve ser
menor, melhorando assim a resolucdo dos picos e permitindo a saida desses
ésteres.

Com este intuito foi realizada uma busca pelos catalogos da Thermo® para
propor outra coluna que provavelmente apresentaria melhor eficiéncia. Verificou-se
que a coluna VF23MS de 10 m de comprimento, 0,15 mm de didametro interno e 0,15
Mm de espessura do filme, possui fase polar, 70% cyanopropyl polysilphenylene —
siloxane, tem maior capacidade de aquecimento em comparagdo a outras colunas
de polaridade equivalente (até 260°C), e apresenta aplicabilidade para analise de
FAMEs.*

Desse modo foi feita a compra dessa coluna e para testa-la utilizou-se das
mesmas condi¢cdes descritas para o Método 1 (apenas a taxa de Split e a vazao do
gas de arraste foram elevados). O novo método, utilizando a coluna capilar VF23MS
foi chamado de Método 5.
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Figura 22 - Perfil cromatografico de mistura de ésteres obtido por CG-UR.
injetor Split / Splitless e detector FID mantidos a 250°C, gas de arraste
hidrogénio com um fluxo constante de 1,2 mL min™. A corrida cromatografica
foi realizada com temperatura programada de 100°C, mantendo por 0,40 min,
até 250°C, mantendo por 1,10 min, com uma taxa de aquecimento de 250°C
min™. O volume de amostra injetado foi de 0,1uL com taxa de Split de 1:400

(método 5).
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2014.

O resultado obtido pelo Método 5, apresentado na Figura 22 foi animador, e
apresentou de imediato uma grande melhora na resolugdo em comparagdo aos
resultados adquiridos com a coluna anterior. Tornou-se possivel a identificacdo de
ésteres de cadeia maior, como C17, C18 e outros (C18:1, C18:2, C18:3 C19 e C20).
Essa melhora se deu devido a coluna VF23MS possuir maior seletividade para o
anlito em questao quando comparada a coluna WAX. O aumento da seletividade
aumenta a resolugao do cromatograma, como foi visto na Equacgao 12 da pag. 30.

Mesmo com o bom resultado, se teve o interesse em variar a rampa de
aquecimento, pois essa se manteve constante durante todo o desenvolvimento do
método. Uma rampa mais apropriada pode melhorar a resolu¢ao de picos alargados.

Sendo assim foi dado inicio a busca de possiveis rampas de aquecimento
para métodos por CG-UR na literatura, foi percebido que na grande maioria das
vezes apresentam os intervalos de temperatura bastante parecidos com os da
cromatografia convencional, variando apenas o tempo de permanéncia em

determinada temperatura, e a taxa de aquecimento.®
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Com base nessa referéncia, decidiu-se construir uma rampa de aquecimento
com programacao de temperatura semelhante a programacéo utilizada pela norma
EN 14103.

Segundo a norma EN 14103 a temperatura da coluna deve se iniciar a 60°C e
permanecer por 2 minutos, depois se elevar até 200°C com uma taxa de
aquecimento de 10°C min™ e para 240°C com taxa de aquecimento de 5°C min™", e o
fluxo na coluna pode variar entre 1 e 2 mL min™. Temperatura do injetor e do
detector de 250°C.

A nova rampa de aquecimento deu origem ao Método 6, com as seguintes
condigbes cromatograficas: injetor Split / Splitless e detector FID mantidos a 250°C,
gas de arraste hidrogénio com um fluxo constante de 1,0 mL min™". A corrida
cromatografica foi realizada com temperatura programada de 60°C, mantendo por
0,10 min, até 180°C, com taxa de aquecimento de 300°C min™', mantendo por 0,20
min, a temperatura foi elevada novamente até 250°C, com taxa de aquecimento de
500°C min™", mantendo por 1,20 min. O volume de amostra injetado foi de 0,1uL com
taxa de Split de 1:300.

Figura 23 - Perfil cromatografico obtido pelo Método 6 para mistura de ésteres
por CG-UR.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2014.

A resposta do método representada na Figura 23 apresentou uma melhor
separagao em relacdo ao método anterior. Como pode ser observado ocorreu a

separagao dos compostos C18:0 e C18:1, que estavam coeluidos em um mesmo
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pico, e também um desdobramento do penultimo pico, indicando a presenca dos
esteres C20, e C22.

Quando comparados os cromatogramas obtidos pelos métodos 5 e 6,
podemos observar também que houve um melhoramento na eluigdo dos picos mais
volateis (cadeias menores), e isso se deve a diminuigdo da temperatura inicial, que
permitiu uma maior interacdo desses compostos com a fase estacionaria.

O Método 6 foi o que apresentou melhor resolugdo. O avango adquirido
durante todo o desenvolvimento foi suficiente para permitir que esse método seja
utilizado na quantificagdo do teor total de ésteres.

As figuras a seguir, Figura 24 e Figura 25, trazem o perfil cromatografico
obtido pelo método para uma amostra de biodiesel de soja puro (CRM), e outra para

uma amostra de biodiesel comercial (blend soja/sebo).

Figura 24 - Cromatograma obtido para uma amostra de biodiesel de soja puro
(CRM).
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2014.
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Figura 25 - Cromatograma obtido para uma amostra de biodiesel comercial.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2014.
5.2 Construgao da curva Analitica

Para a construgcdo da curva, é importante determinar a concentragdo do
padrdo a ser preparado, e ajustar condigdes como volume de injecao e taxa de Split
de forma que a area obtida para o padrao referente a 100% tenha a melhor
intensidade possivel sem que venha a ultrapassar a escala no cromatograma.

Com o intuito de facilitar a preparagao das solugdes padrao decidiu-se utilizar
em concentragdes mais baixas, semelhante a utilizada pela norma NBR 15764, até
porque dessa maneira seria possivel preparar uma unica amostra, e analisa-la pelos
dois métodos. O volume de injegao foi aumentado para 0,5 pL de forma a minimizar
variagdes causadas pela inje¢ao, ja que a seringa disponivel e utilizada foi de 10 pL.
E a taxa de Split que melhor se ajustou a essas condigbes de concentragdo e
volume foi de 1:100.

Portanto, o método cromatografico utilizado na construgéo da curva analitica
apresenta as seguintes condi¢des: injetor Split / Splitless e detector FID mantidos a
250°C, gas de arraste hidrogénio com um fluxo constante de 1,0 mL min™.
Temperatura programada de 60°C, mantendo por 0,10 min, até 180°C, com taxa de
aquecimento de 300°C min™', mantendo por 0,20 min, a temperatura foi elevada
novamente até 250°C, com taxa de aquecimento de 500°C min™', mantendo por 1,20

min. Volume de amostra injetado de 0,5 yL com taxa de Split de 1:100.
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Essas condi¢gbes cromatograficas além de serem utilizadas para a construgao
da curva analitica, também foram empregadas na analise de todas as amostras.
A Tabela 10 mostra a preparagdao das solugdes padrao que constituem a

curva analitica, construida com 5 pontos, sendo o ponto X um ponto de verificagao.

Tabela 10. Curva analitica teor total de ésteres (C18).

Massa Massa Massa massa
Massa ) Massa Massa ] []real
[1m/m tedrica real teorica real
Ponto Tedrica real solugéo m/m
(%) etanol etanol Heptano | heptano
C18 /g C18 /g /g (%)
/9 /9 /9 /9
1 20 0,0200 | 0,0800 0,0211 0,0804 | 0,1015 7,1050 7,1168 | 20,79%
2 40 0,0400 | 0,0600 0,0406 | 0,0616 | 0,1022 7,1540 7,1610 | 39,73%
3 60 0,0600 | 0,0400 0,0597 | 0,0394 | 0,0991 6,9370 6,9346 | 60,24%
4 80 0,0800 | 0,0200 0,0809 | 0,0206 | 0,1015 7,1050 7,1495 | 79,70%
5 95 0,17900 | 0,0100 0,1961 0,0155 | 0,2116 | 14,8120 | 14,8156 | 92,67%
X - - - 0,0756 | 0,0342 | 0,1098 7,6860 7,6904 | 68,85%

Fonte: Elaborado pelo autor, 2014.

Cada amostra (ponto) foi injetada no cromatografo em ftriplicata, e a média
das areas obtidas foi utilizada para a construgdo da curva. A tabela a seguir (Tabela

11) mostra os resultados para cada amostra injetada.



Tabela 11. Area dos pontos da curva analitica.
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Pontos Area dos Picos Mé’dia das Desvio Padrao Desvio Padrao
Areas Relativo

1-a 17053691
1-b 17233630 17081850 139843,2146 | 0,818665511
1-c 16958229
2-a 32482129
2-b 32108621 32250616,33 | 202205,5173 0,62698187
2-c 32161099
3-a 48068735
3-b 47847199 47874726,33 | 181814,6737 | 0,379771724
3-c 47708245
4-a 61091709
4-b 60935033 61253221,67 | 422755,0936 | 0,690176095
4-c 61732923
5-a 70703393
5-b 71709687 70826347 828732,1976 | 1,170090274
5-c 70065961
X-a 53366269
X-b 53816167 52895590,33 1225681,69 2,317171776
X-c 51504335

Fonte: Elaborado pelo autor, 2014.

Tendo em maos a concentracao real de cada ponto da curva e sua respectiva

area, construiu-se um grafico da area em fungao da concentragdo, gerando a curva

analitica representada na Figura 26.
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Figura 26 - Curva analitica construida a partir dos resultados mostrados nas
tabelasTabela 10 eTabela 11.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2014.

Para fazer a verificacdo da curva, foi utilizada a area correspondente ao ponto
X. Sua concentragao foi calculada através da equacao da reta, e essa comparada

com a concentragao real, que é conhecida.

_A-2x 106 _52895590,33 — 2 X 106
T 743479 743479

= 68,45598912

Comparando o resultado real com o calculado, podemos dizer que sédo bastante
préximos, com baixo erro relativo percentual (ER) entre seus valores. O que indica

que a curva analitica apresenta boa resposta analitica.

Rowy, — V.
ER = [Rexp. — Vrer | x 100% (20)
Vref.

_ 168,45 — 68,85|
B 68,85

X 100% = 0,58%

Onde, Reyp. € 0 resultado obtido experimentalmente, e V. € o valor de

referéncia.
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5.3 Validagao do Método

5.3.1 Seletividade

Para esse caso em especial, onde a intengcdo € quantificar o teor total dos
ésteres, ndo ha necessidade de avaliar a seletividade do método, pois todos os
picos apresentados serdo incorporados ao calculo da concentragdo. Além de o
detector utilizado n&o detectar outros tipos de interferentes que possam estar

contidos no biodiesel analisado.

5.3.2 Linearidade

AFigura 26, apresentada na pagina 72 mostra a regressao linear da curva
analitica com coeficiente de correlagdo (r) igual a 0,9996, o que pode ser
considerado como evidéncia de um ajuste quase perfeito dos dados na linha de
regressao.

Para verificar se os erros obtidos pela medicdo da curva analitica séo
aleatdrios, foi construido um grafico de residuos (Figura 27). O grafico foi construido
a partir da diferenga entre os valores reais dos padrbes injetados, e os valores

calculados pela equagao da curva em fungao da concentracéao real.

Figura 27 — Grafico de residuos da curva analitica.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2014.
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O grafico apresentou os pontos de forma aleatéria, confirmando a linearidade
da curva analitica. Porém a diferenga entre os residuos parece aumentar com o
aumento da concentragao, colocando em questionamento a homocedasticidade da
curva analitica. Se a curva for homocedastica significa que a curva apresenta a
mesma variancia para os resultados independente da concentragdo da amostra,
descartando qualquer tendéncia nos resultados, se for heterocedastica a variancia é
maior dependendo da concentragdo da amostra, e apresenta algum tipo de
tendéncia em seus resultados, que pode ser eliminada realizando uma ponderagao
dos dados.

Afim de confirmar que a homocedasticidade da curva analitica realizou-se o
teste de Fisher (Teste F) que correlaciona a variancia entre dois grupos amostrais. O
teste foi feito comparando a variéncia obtida para o ponto de 20% da curva com
todos os outros pontos (40, 60, 80 e 95%). A Tabela 12 mostra os resultados para o

teste:

Tabela 12. Teste de Fisher

Critico Uni-
ritieo =i 40% 60% 80% 95%
Caldal
F 19 2.09 1.69 14.35 35.11

Fonte: Elaborado pelo autor, 2014.

Quando o valor do Teste F € menor que o valor critico uni-caldal (F<Fico) dizemos
que é valida a hipotese de que as variancias sao iguais para ambas as variaveis.
Assim se pode afirmar que as variancias entre os pontos da curva referentes a 20,

40, 60 e 80% séo iguais, e a curva € homocedastica até uma concentracéo de 80%.

5.4 Precisao

Toda determinagao de concentragcao de amostra foram feitas por extrapolagao
da curva analitica. Uma vez que a curva foi construida variando entre 20 e 95% e as
amostras quantificadas possuem mais de 95% em teor de ésteres.

Porém uma maneira de nao quantificar por extrapolagcado, e fazer com q o
resultado caia no intervalo homocedastico da curva é preparar a solugédo de amostra

a ser injetada com metade de sua concentracgao:
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¢ 0,0500g de amostra

0,1000g
e 0,05009g de etanol
e 7,0000g de heptano para cada 0,1000g da mistura amostra/etanol.

Faca a interpolagao da area obtida na curva analitica e multiplique o resultado

por um fator de 2, para encontrar a concentracido da amostra de biodiesel.
5.4.1 Repetitividade

Para a verificagao desse parametro 9 medi¢cdes foram realizadas para uma
mesma amostra, e seu resultado expressado pelo desvio padréo relativo entre essas
medi¢des. As amostras foram preparadas da forma descrita no item 4.4, da pagina
58. Os resultados estao contidos na Tabela 13.

Segundo Ribani, et.al. métodos que quantifiquem compostos em macro

quantidades, como & o caso, requerem um RSD entre 1% e 2%.%’

Tabela 13. Repetitividade do método.

Nome da Somatoria das Concentragao [ ]
Repeticao "
Amostra Areas %(m/m)
1 75211438 98,47142690
2 76157157 99,74344534
3 75628231 99,03202511
Material de
4 75204775 98,46246498
Referéncia
5 76804828 100,6145809
certificado NIST
. 6 75910585 99,41179912
2772 Base Soja
7 74546807 97,57747966
8 74172784 97,07440829
9 76070625 99,62705739
Média - 75523025,56 98,89052086
Desvio Padrao - 827707,7536 1,113290024
Desvio Padrao
- 1,095967419 1,125780322
Relativo (%)

Fonte: Elaborado pelo autor, 2014.
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5.4.2 Precisao Intermediaria

Assim como a repetitividade € avaliada pelo RSD.

A Tabela 14 traz os resultados obtidos para a avaliagdo da precisao
intermediaria. Para sua obtencao foram realizados ensaios de uma mesma amostra
em cinco dias diferentes, escolhidos aleatoriamente durante o periodo de trés
semanas. Todas as medidas foram realizadas em triplicata.

O RSD calculado apresentou valor abaixo de 1%.

Tabela 14. Precisao intermediaria do método.

Média da Somatdria Concentragao [ ]
Nome da Amostra Repeticao ,
das Areas %(m/m)
Dia 1 75591529,67 98,9826608
Material de
Dia 2 75830672,5 99,30431458
Referéncia
Dia 3 762219245 99,83055944
certificado NIST
] Dia 4 75025509 98,22134721
2772 Base Soja
Dia 5 75237405,33 98,50635369
Média - 75581408,2 98,96904714
Desvio Padrao - 474304,2691 0,637952476
Desvio Padrao
- 0,627540926 0,644597978
Relativo (%)

Fonte: Elaborado pelo autor, 2014.

5.5 Exatidao

A priori a avaliacdo da exatidao foi realizada através do uso de um material de
referéncia NIST (“National Institute of Standards and Tecnology — USA), onde a
meédia e o desvio padrao de uma série de replicatas da mesma amostra padrao
devem ser comparados com os valores certificados do material de referencia. Essa
comparacao e feita através do calculo do erro relativo percentual (ER, equagéo 20) e
erro normalizado (EN, equacgao 21).

O material de referencia de biodiesel de soja utilizado certifica que o valor

para o teor total dos ésteres é de 100,90 £ 1,33%.
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Ja o resultado obtido experimentalmente para o mesmo material de referencia
através do método cromatografico desenvolvido foi de 98,89% + 2,67 (média dos

resultados obtidos na Tabela 13 £ a incerteza expandida calculada para a média).

_ 198,89 — 100,90
N 100,90

X 100 = 1,99%

O ER foi baixo, menor que 2%, entdo podemos afirmar que € pequena a
diferenga entre os resultado obtido e o valor experimental, confirmando a exatidao
do método.

O erro normalizado inclui em seu calculo a incerteza expandida fornecida pelo

material de referencia e a calculada para a média dos ensaios realizados.

EN = |Rexp- B Vref-l

(21)
Uezxp- + Ufef.

198,89 — 100,90
N =

V2,672 + 1,332

= 0,674

Onde, Reyp. € 0 resultado obtido experimentalmente; Vs € o valor de
referéncia; Ueyp. € a incerteza expandida da medida experimental; e U, € a
incerteza expandida do valor de referéncia. Seu resultado foi um valor numérico
menor que um (EN < 1), o que permite concluir que a determinacao realizada esta
compativel em relacédo ao valor de referéncia.

A incerteza expandida (Uex,) foi calculada pela correlagdo dos erros de
medicdo envolvidos em todo processo. Foram incluidos ao calculo: incerteza de
repetibilidade da balanga utilizada na preparagao dos padrées e amostras (que esta
contido em seu certificado de calibragdo), a incerteza do padrdo utilizado na
construcdo da curva analitica, e a incerteza combinada das pesagens efetuadas

para o padrao, o solvente e a amostra.
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5.6 Robustez

Para a avaliagao da robustez foi elaborado um planejamento experimental.
O planejamento foi realizado em dois niveis (+1 e -1), variando quatro
parametros:
e Ti: Temperatura inicial;
e R1: Primeira rampa de aquecimento;
e R2: Segunda rampa de aquecimento;

e F: Fluxo do gas de arraste.

A Tabela 15 detalha a variagado dos parametros nos niveis +1 e -1.

Tabela 15 — Planejamento Fatorial em dois niveis variando quatro parametros.

Parametros
Ti R1 R2 F
Nivel ; ] ]
/°C /°C min’ / °C min’ / mL min”
+1 65 310 510 1,1
-1 55 290 490 0,9
Método CG-
60 300 500 1,0
UR

Fonte: Elaborado pelo autor, 2014.

O planejamento experimental fatorial resultou em 16 combinagdes possiveis
(2*) cada combinagao foi analisado em triplicata, gerando 48 analises.

Foi utilizado como analito uma solu¢do padrdo de C18. A mesma solucéao foi
utilizada para todas as 48 analises, e com os resultados emitidos foi construido, com
o auxilio do software minitab 17®, o grafico de Pareto que demonstra a importancia
de cada parametro na expressao do resultado, assim como se esse ¢é significante ou
nao para a obtencao do resultado.

O grafico de Pareto esta representado na Figura 28. A linha tracejada é a
linha de significancia, portanto todos os parametros e suas combinagdes que
excedem o valor da linha sdo considerados de influéncia significativa para a

expressao do resultado de analise.
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Figura 28 — Grafico de Pareto, com intervalo de confianca de 95%, para a
avaliacao da influéncia dos parametros Ti, R1, R2 e F nos resultados.

Termo 2.05
C l I Fator Nome
D I A Ti
B R1
& c R2
A D F
BD
ABC
ACD
ABD
BC
B
AD
AB 1
AC i
BCD i
0 2 < 6 8 10 12 14 16 18

Efeitos Padronizados

Fonte: Elaborado pelo autor, 2014.

5.7 Recuperagao

Para a avaliacdo da recuperagcdo foram preparadas trés amostras com a
adicao de 0,5; 2,0 e 5,0% de padrao do éster C18, a fim de verificar se a resposta do
cromatografo seria proporcional a variagdo causada na concentragado da amostra.

Para a preparacao dessas amostras foi utilizada a uma solugdo de C18 a uma

concentracao de 10,1 mg/g. As massas medidas estdo contidas na Tabela 16.

Tabela 16. Preaparacao das amostras para avaliagao da Recuperagao.

Massa de Amostra Massa de solucdo | Massa de n-heptano
(9) de C18 (9) (9)
Am + 0,5% 0,1072 0,0532 7,4579
Am +2,0% 0,1156 0,2007 7,8152
Am + 5,0% 0,1094 0,5070 7,1344

Fonte: Elaborado pelo autor, 2014.

Os resultados das concentragdes obtidas para o teste de recuperagao estao

representados na Tabela 17.
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Tabela 17. Concentragao medida para amostra com acréscimos de C18.

o , ) Concentracgéo Recuperacéo
Robustez Triplicata Area Média
(% m/m) (%)
a 76556582
Am (98,69%)
b 77655738 77030070 100,9175377 101,74
+0,5%
c 76877890
a 78433766
Am (98,69%)
b 79725041 78863636,67 103,383736 102,67
+2,0%
c 78432103
a 79888143
Am (98,69%)
b 79437715 79680578 104,4825449 100,76
+5,0%
c 79715876

Fonte: Elaborado pelo autor, 2014.

A avaliagao da recuperagao permite visualizar a sensibilidade

cromatografico possui.

que o método
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6 DISCUSSAO E CONCLUSAO

O trabalho realizado permitiu concluir que:

O método ultrarrapido desenvolvido mostrou-se eficiente para a determinagao

do teor total de ésteres. Apresentou boa separagao dos principais ésteres metilicos

contidos em biodiesel de soja.

O tempo de analise é a principal vantagem apresentada nesse trabalho. O

método apresentou corrida cromatografica de 1,5 min. Que contabilizado com o

tempo gasto na injecdo da amostra, e para resfriamento da coluna apds a analise

nao ultrapassam de 6 min, variando conforme o auto-amostrador utilizado.

De acordo com as figuras de mérito utilizadas para a avaliagao da eficacia do

método proposto foi possivel concluir que:

O método apresenta boa resposta analitica, quantificando a area do
analito de maneira diretamente proporcional a sua concentragdo. O que
foi comprovado pela linearidade da curva analitica.

O método mostrou-se repetitivo, e reprodutivo nao apresentando
variagoes significativas entre os resultados das analises realizadas em um
mesmo dia, e em dias diferentes. Isso foi confirmado através dos testes
de repetitividade e precisédo intermediaria. O método € preciso, e pode ser
empregado para analises de rotina com a vantagem de n&o ser
necessario fazer uma nova curva analitica a cada dia que se for utiliza-lo.
O baixo erro relativo e normalizado calculados mostraram resultados
satisfatorios para a avaliacdo da exatiddo do método. Permitindo concluir
que o mesmo é exato, emitindo como resposta o valor verdadeiro da
concentragao de éster, ou um resultado que esteja muito proximo.

Quanto a robustez,0 método ultrarrapido desenvolvido é sensivel a
grandes variagdes, como mostrado nos ensaios feitos para determinar a
robustez do método. Porém um equipamento como o utilizado nao
apresentara variagdes tdo exacerbadas quanto as avaliadas, o que
permite concluir que o método é robusto quando se considera a
estabilidade do sistema cromatografico, uma vez os resultados se
repetiram entre varias analises realizadas no mesmo dia e em dias

diferentes.
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e Variagbes na concentracdo de ésteres sofridas na amostra serao
identificadas pelo método. Dessa forma o método apresenta boa

recuperacao e sensibilidade analitica.
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