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Resumo: Esse trabalho descreve o processo de certificacdo
da concentracdo de cobre e s6édio em um material de
referéncia (MR) para dlcool etilico anidro combustivel
(AEAC). O lote de AEAC, candidato a Material de
Referéncia Certificado, foi envasado em ampolas de 10 mL.
Os estudos de homogeneidade, de estabilidade e de
caracterizagdo foram realizados de acordo com o ISO Guide
35:2006. As incertezas associadas a cada valor certificado
foram estimadas de acordo com o Guia para a Expressao da
Incerteza de Medigdes e o ISO Guide 35:2006. As técnicas
analiticas espectrométricas: espectrometria de emissdo
atdbmica com chama (FAES), espectrometria Optica com
plasma acoplado por inducdo e nebulizador ultrassdnico e
membrana dessolvatadora (USN-MD-ICP OES) e dilui¢do
isotdpica em espectrometria de massas com plasma
acoplado por inducdo (ID-ICP-MS) apresentaram alta
sensibilidade e seletividade para andlise dos metais (cobre e
s6dio). Com a producdo desse MRC espera-se prover
rastreabilidade e confiabilidade para os resultados das
medicdes de metais em AEAC realizadas pelos laboratdrios
nacionais.
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INTRODUCAO
O bioetanol proveniente da cana-de-agicar é o
combustivel renovdvel mais utilizado no Brasil.

Normalmente, o etanol em sua forma hidratada (AEHC:
Alcool Etilico Hidratado Combustivel) € usado diretamente
nos motores como combustivel, enquanto que sua forma
anidra (AEAC) é empregada como aditivo a gasolina. Um
dos fatores importantes na tarefa de introducdo de novos
combustiveis no mercado € a sua normalizacdo, assim, a
qualidade de um combustivel depende de certos pardmetros,
entre eles o nivel de contaminagdo por metais, que mesmo
em baixas concentracdes, podem causar a degradacdo do
combustivel, corrosdo ou formagdo de depdsitos em partes
do motor [1].

Esforcos analiticos t€m sido gastos na busca de técnicas
e metodologias altamente sensiveis, capazes de trabalhar
com matrizes alcodlicas com analitos em baixas
concentragdes. Neste contexto, a produ¢do de um MRC para
metais em dlcool combustivel contribui para o

desenvolvimento e validacdo de novas metodologias que
garantam precisio e exatiddo nas medigdes e rastreabilidade
aos resultados para a determinacdo de metais nesse tipo de
matriz, bem como no controle da qualidade dessas andlises.

As técnicas de USN-MD-ICP OES e FAES foram
empregadas nos estudos de certificagdo da concentragdo de
sédio, enquanto que as técnicas USN-MD-ICP OES e ID-
ICP-MS foram utilizadas para os estudos de cobre.

Neste trabalho, sdo apresentados os resultados dos
estudos de homogeneidade, estabilidade e caracterizagdo
utilizados na certificagdo dos valores de referéncia em
relag@o aos parametros Cu e Na em AEAC [2]. O estudo de
homogeneidade é necessario na certificacdo de um lote de
MR para demonstrar que as unidades deste lote sdo
suficientemente homogéneas entre si. O estudo de
estabilidade tem como objetivo determinar o grau de
instabilidade de um candidato a MRC. O material pode ser
estdvel para determinados pardmetros e instdvel para outros
e por conta disto a estabilidade de todos os parametros deve
ser avaliada. A estabilidade de um MR deve ser estudada
durante um perfodo curto (condigdes de transporte) e outro
longo (condi¢cdes de armazenamento). A caracterizagdo do
MR consiste na quantificagio dos analitos de interesse,
empregando  preferencialmente =~ métodos  analiticos
primdrios. Na impossibilidade do uso de métodos primarios,
pode-se realizar a caracterizacdo do MR empregando dois
métodos analiticos independentes sob condi¢des de
repetitividade [2].

Para garantir a rastreabilidade ao Sistema Internacional
de Unidades-SI foram utilizados métodos analiticos
validados [3], sendo que os resultados completos de
otimiza¢do e validag¢do (para cobre) podem ser encontrados
em trabalho prévio realizado em nosso laboratdrio e descrito
na literatura [4]. A ISO Guia 35 pressupde a declarag@o das
incertezas em todas as etapas da preparagdo do candidato a
MRC, portanto, é exigido do produtor de MRC agregar a
incerteza dos valores certificados, as parcelas de incertezas
referentes 2 homogeneidade e a estabilidade. Assim, a
incerteza padrdo combinada para Cu e Na (em AEAC)
candidato a MRC, foi estimada pela soma quadritica das
parcelas da caracterizacdo, da homogeneidade, e da
estabilidade do lote.



EXPERIMENTAL

Instrumentagdo

- ICP OES (marca Jobin Yvon - HORIBA, modelo “Ultima
2”) acoplado a uma membrana dessolvatadora e nebulizador
ultrassdnico (marca CETAC, modelo U-6000AT+ ) foram
usados para a quantificacdo direta de cobre e sédio em
AEAC [4].

- ICP-MS do tipo quadrupolo com célula dindmica de reacéo
(marca PerkinElmer, modelo ELAN DRC II) foi utilizado
para a quantificacdo de cobre em AEAC a partir do método
de diluicao isotdpica (ID) [4].

- FAES (marca PerkinElmer, modelo AAS 800) foi utilizado
para quantificacdo de s6dio em AEAC.

- Banho seco (marca Nova Etica) foi usado para a
evaporacdo das amostras alcodlicas e posterior andlise nos
equipamentos de FAES e de ICP-MS com diluicdo
isotépica.

Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram de alto grau de
pureza:

- argdnio 99,999%, White Martins, Sdo Paulo, Brasil

- 4gua Tipo 1, Sistema Milli-Q, Millipore, Bedford, USA

- 4cido nitrico Merck, subdestilado.

- solucdo padrido certificada de Cu SRM 3114, NIST
(9,993 +0,016) mg g™’

- solugdo padrio certificada do isétopo *Cu IRMM-
632 (6,287 10°%) g g'.

- solugcdo padrdo certificada de Na SRM 3152a, NIST
(9,949 +0,02) mg g™’

- material de referéncia padrdo NIST SRM 1643e.

- etanol absoluto Merck.

Produgdo do lote do candidato a MRC

Cinqgiienta litros de AEAC foram adquiridos no
comércio. Posteriormente, o combustivel foi envasado em
ampolas de vidro dmbar de 10 mL e um lote candidato a
MRC com 3000 ampolas foi selecionado para os estudos de
certificacdo das concentragdes de cobre e sddio. Durante a
etapa de envase, foram tomados os cuidados necessarios
para evitar possiveis contamina¢des do material, ja que isto
poderia comprometer a homogeneidade do lote.

Procedimentos de Calibragao e preparo das amostras

Os procedimentos de calibragdo adotados nas
determinagdes dos metais empregando as técnicas de USN-
MD-ICP OES (Cu e Na) e ID-ICP-MS (Cu) foram similares
aos descritos na literatura [4].

Para as determinagdes de Na por FAES foram
preparadas curvas de calibragdo (entre 0,25-1,50 mg kg™)
em HNO; subdestilado 2% a partir da solugdo padrdo

certificada do metal. Um volume de 10 mL das amostras de
AEAC foi evaporado até a secura em banho seco a 80 °C.
Posteriormente, foram adicionados 120 uL de HNO;
concentrado e finalmente 10 mL de dgua tipo 1.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Otimizagdes, caracteristicas analiticas e validacdo das
metodologias

O sistema USN-MD foi acoplado ao ICP OES para a
introdug¢do direta do analito (Cu em AEAC) no plasma, sem
procedimentos de pré-tratamento das amostras, permitindo
minimizar ou eliminar os efeitos de matriz, obtendo alta
sensibilidade e baixos limites de detec¢@o. Para as andlises
de Cu por USN-MD-ICP OES, a poténcia de
radiofreqiiéncia e as vazdes do gds nebulizador, do gis
membrana, do géds auxiliar e da introdu¢do da amostra,
foram otimizados. A discussdo das otimizacdes realizadas
encontram-se em trabalho anterior [4] e os valores utilizados
e considerados mais adequados encontram-se resumidos nas
tabelas 1, 2 e 3.

Tabela 1. Parametros instrumentais: USN-MD-ICP OES

Parametros

Plasma

RF: W 1400

Vazao de introducdo da amostra: mL min”! 1,0

Comprimento de onda: nm 324,754 (Cu)
589,592 (Na)

Gés Plasma: L min™ 16

Gis Auxiliar: L min™ 1.4

Modos de aquisi¢cao Altura de pico

Numero de pontos por medida 5
Nimero de pontos usados no cilculo 3
Tempo de integragdo: s 2
Tempo de estabilizagdo: s 15
USN-MD

Temperatura do nebulizador: °C 140
Temperatura da membrana: °C 160
Temperatura de resfriamento: °C -10
Vazio do gés nebulizador: L min™ 0,60
Vazao do gds membrana: L min~! 1,0

As condicdes experimentais selecionadas do ICP-MS
encontram-se na Tabela 2. O equipamento foi otimizado
usando o software na func¢do “Daily Performance”. As
espécies de 6xido (CeO'/Ce*) e a razio de dupla carga
(Ba®*/Ba*) foram limitadas em menos que 3 %.



Tabela 2. Condicdes experimentais: ICP-MS

Parametros

Rf: W 1100
Vazao do gds nebulizador: L min! 0,93
Vazao do gds auxiliar: L min”! 1,04
Vazio de introducdo da amostra: mL min™ 1,0
Céamara de nebulizacio ciclonica
Cone “Skimmer” Pt
Cone “sampler” Pt
Nebulizador Meinhard
Isétopos #Cu, ®Cu

A Tabela 3 apresenta as condi¢cOes experimentais
utilizadas na técnica de espectrometria de emissdo atdomica
no modo chama para anélise de Na.

Tabela 3. Condicdes experimentais: FAES

Parametros

Ar/Acetileno: L min™ 17,0/2,0
Comprimento de Onda: nm 589,0
Nebulizador: mL min™ 3
Fenda: nm 0,2

As caracterfsticas  analiticas das  metodologias
desenvolvidas seguiram critérios das orientagdes sobre
valida¢do de métodos de ensaios quimicos — Inmetro [3].

As caracteristicas de sensibilidade do método foram
avaliadas utilizando o conceito de limite de detec¢do (LD),
através da curva de calibragdo, conforme Equagdo 1:

S
LD=3—
b (1

onde:

s=desvio-padrao do sinal do branco

b=coeficiente angular ou inclina¢do, obtido através
da curva de calibrag@o.

O limite de detec¢do para Cu foi de 0,1 pg kg (USN-
MD-ICP OES) e 16,0 pg kg' (FAES) para Na. A
repetitividade da metodologia USN-MD-ICP OES foi
expressa como desvio padrio relativo (RSD), com valores
entre 2-5 % para cobre e sédio. J4 para a metodologia FAES
a repetitividade obtida foi de 0,39 % para o sédio.

Uma vez otimizadas as condi¢des analiticas e
estabelecidas as figuras de mérito mais relevantes, as
metodologias FAES (para Na) e USN-MD-ICP OES (para
Cu) foram validadas através da comparacdo de resultados
utilizando um segundo método analitico independente.

Para tanto, a metodologia USN-MD-ICP OES foi usada
para validar a metodologia FAES (para o analito Na),
enquanto que a ID-ICP-MS foi usada para validar a
metodologia MD-USN-ICP OES (para o analito Cu). A ID-
MS ¢é reconhecida pelo Comité Consultatif pour la Quantité

Matiere (CCQM) como método primdrio de medicao,
possuindo as mais elevadas propriedades metrolégicas cuja
operagdo pode ser completamente descrita e compreendida,
e para o qual se estabelece uma estimativa completa da
incerteza de medi¢do em termos de unidades do Sistema
Internacional de Unidades (SI) [5].

Certificacdo do Material de Referéncia

Com as metodologias USN-MD-ICP OES e FAES
otimizadas e validadas, procederam-se os estudos de
homogeneidade, estabilidade e caracterizacdo para a
certificacdo dos pardmetros Cu e Na em AEAC.

Estudo de homogeneidade

O estudo de homogeneidade é necessdrio na certificacdo
de um lote de MR para demonstrar que as unidades deste
lote sdo suficientemente homogéneas entre si em relagcdo a
uma determinada propriedade. O nimero de amostras para
este estudo deve ser representativo de todo lote e dependera
do tamanho do lote. Desta forma, foram selecionadas
aleatoriamente 30 ampolas do lote produzido de material
candidato a MR de AEAC.

A incerteza associada a esse estudo foi estimada a partir
de andlise de variancia (ANOVA), fator tnico [2], sendo o
resultado da incerteza obtida através da Equacdo 2

u _ ‘/MQentre‘ MQgentro 2)
hom(bb) = n

Unhombby=incerteza da homogeneidade entre as unidades
MQgenro=Vvariacao dentro das unidades
MQ.e=Variacdo entre as unidades

n=ndmero de replicatas

Os resultados dos estudos de homogeneidade sdo
apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Estudo de Homogeneidade

Metal Técnica Analitica Incerteza da Homogeneidade (uom)
Cu USN-MD-ICP OES 2,15 %
Na FAES 3,52 %

Estudo de estabilidade longa duracdo

O estudo de estabilidade de longa duragdo teve o
objetivo de avaliar o comportamento do MR em situacdes de
armazenamento. Este estudo foi realizado & temperatura de
20 °C durante o perfodo de dez meses, sendo duas ampolas
do material candidato a certificacdo analisadas a cada
intervalo de dois meses (Tabela 5). A temperatura de
referéncia para esse estudo foi de 4 °C, na qual se assumiu
que o MR nio sofreu nenhum tipo de degradacdo ao longo
do estudo.



Tabela 5. Estudo de estabilidade de longa duracio

Modelo de estudo de estabilidade Classico
Tempo total de estudo 10 meses
Periodicidade das andlises bimestral
Temperatura de referéncia 4°C
Temperatura estudada 20 °C
Numero total de unidades estudadas 24

Numero de unidades estudadas em cada tempo | 2

Numero de replicatas para cada unidade 7

Técnica estatistica de cada avaliagdo regressao linear

O material de referéncia esta estavel sim

A estabilidade do material foi avaliada por meio de
andlise por regressao [2], sendo a incerteza do estudo obtida
através da equacio 3.

Uegt = s(bp)t 3)

Uy = incerteza inerente a estabilidade
s(b1) = incerteza associada a inclinacio
t = tempo de validade do MRC

Sendo s(bl) obtido através da equacdo 4,

s(b1)=%,2
VEL i %)

s=desvio padrio dos valores da propriedade em
certificagdo em relacdo a curva

Xj=tempo i

x=média dos tempos i

“4)

Os resultados dos estudos de estabilidade longa para as
amostras de AEAC, candidato a Material de Referéncia
encontram-se na Tabela 6.

Tabela 6. Estudo de estabilidade longa duraciao

Metal | Técnica Analitica Incerteza da estabilidade longa (u.)
Cu USN-MD-ICP OES 0,30 %
Na FAES 0,90 %

Estudo de Caracterizacdo

No estudo de caracterizacio é determinado o valor
nominal do parametro a ser certificado, sendo levadas em
consideracdo todas as fontes de incerteza desta
determinag¢do. Na Tabela 7 sdo apresentados os resultados
deste estudo. O valor da caracterizacdo da concentracdo de
Cu foi confirmado empregando a técnica de ID-ICP MS,
enquanto que o da concentra¢do de Na foi confirmado com a
técnica de USN-MD-ICP OES.

Tabela 7. Estudo de Caracterizacio

P Incerteza da
Técnica Valor da o~
Metal P s Caracterizacao
Analitica Caracterizacio (Ucar)
Car.
Cu USN-MD-ICP OES 149,10 ug kg™ 1,11 pg kg
Na FAES 824,80 ug kg 9,50 ug kg!

As fontes de incerteza consideradas em ambas as
técnicas foram: curva de calibracdo, diluicdo do padrio,

incerteza associada a repetitividade do equipamento e
incerteza associada com a dilui¢do da amostra.

Atribuicdo dos valores de referéncia certificados
A incerteza padrdo combinada (u.) e a incerteza

expandida (Uygrc) associada a cada valor certificado foram
determinadas conforme as equagdes 5 e 6:

_ 2 2 2
uc - \/uhom + uest + l'lcar (5)

Uyre =k, (6)

Onde, k = fator de abrangéncia (valor igual a 2) e 95 %
de grau de confianga.

Na Tabela 8 sdo apresentados os valores dos pardmetros
certificados com suas respectivas incertezas expandidas.

Tabela 8. Valores Certificados

Metal Valor Certificado Incerteza Expandida (Uyrc)
Cu 149,10 ug kg™* 6,83 ugkg’
Na 824,80 ug kg 62,80 ug kg
CONCLUSOES

Mediante os estudos de certificagdo, o material mostrou-
se homogéneo e estdvel por 18 meses. Com os estudos de
homogeneidade, estabilidade e caracterizacdo foi possivel
certificar as amostras de dlcool etilico anidro combustivel
em relacdo aos pardmetros de Cu e Na. O material de
referéncia certificado (AEAC) contribuird diretamente para
a melhoria da qualidade do etanol produzido no Brasil
resultando na obten¢do de um combustivel com elevada
qualidade para o consumo, minimizando as emissdes
veiculares e conseqiientemente reduzindo a polui¢do local.
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