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RESUMO

O presente trabalho buscou propor um roteiro experimental baseado na reviséo
bibliogréafica do uso de espectroscopia UV-VIS e cromatografia gasosa na determinagéo
de impureza em misturas alcodlicas, levando em consideracdo que essa determinacdo
e andlise da qualidade do alcool 70% em uma aula pratica de quimica mostra-se
relevante ao passo que auxilia na aprendizagem do aluno tendo em vista que as aulas
de laboratorio facilitam o aprendizado, pois integram a teoria com a parte pratica, assim
como permite uma contextualizacdo com o cotidiano e situacdo atual do momento
presente. O trabalho fundamentou-se nos principios basicos de funcionamento de um
espectrometro de UV-VIS, bem como de um cromatdgrafo gasoso, assim como na
revisdo bibliografica de estudos que se utilizaram de analises semelhantes por meio
dessas duas técnicas. Os resultados das revisdes bibliograficas permitiram concluir que
as técnicas de UV-VIS e cromatografia gasosa mostraram-se realmente uteis e
amplamente utilizadas na determinacdo de concentracdo de etanol em misturas
alcoolicas. Sendo possivel, entdo, por meio dessas técnicas determinar o teor de etanol

assim como detectar possiveis impurezas em misturas alcéolicas.

Palavras-chave: Cromatografia. Espectroscopia. UV-VIS. Roteiro
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1. INTRODUCAO

O &lcool destaca-se em diversos cenarios, sendo eles académicos, industriais,
cotidianos, um dos fatores que levam a esse destaque € por ser considerado um
produto com acao antisséptica. No ultimo ano, a utilizacdo do alcool sofreu um grande
aumento especialmente devido ao surgimento de uma pandemia mundial, ocasionada
pela COVID-19.

A ANVISA autorizou, em 2020, a fabricacdo e comercializacdo de sanitizantes a
base de etanol para pequenas empresas, sem autorizacdo do orgao regulador. Essa
medida teve como objetivo aumentar a producéo de sanitizantes frente a uma demanda
crescente no inicio da pandemia. Apd0s essa autorizacdo, € natural o aumento do
numero de fabricantes, bem como o aumento da probabilidade de fraudes e da nao
conformidade de desinfetantes comerciais (PASQUINI; HESPANHOL; CRUZ;
PEREIRA, 2020). Diante desse contexto se faz necessario o monitoramento da

gualidade desse tipo de produto.

Partindo desse pressuposto, o presente trabalho busca propor métodos para a
realizacdo dessa analise no ambito pratico de uma aula de quimica. Para isto, dois
métodos sdo apresentados: espectroscopia por UV-VIS e cromatografia gasosa. Isso
pois, sdo consideradas duas técnicas com grande eficiéncia na determinacdo de
concentracfes e na deteccdo de impurezas em compostos organicos. Levando em
consideracdo também que grande parte das aplicacbes espectroscOpicas para
compostos organicos sao fundamentadas, especialmente, em transicdes de elétrons, a
energia demandada para este processo favorece a presenca de picos capazes de
absorver em uma regido espectral experimental conveniente (200 a 700 nm), que se
encontra dentro da regido do UV-VIS. E, tendo em vista que os cromatogramas obtidos
por cromatografia gasosa sdo amplamente usados para estabelecer a pureza de

compostos organicos (SKOOG, 2009).
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Diante de tal problematica, este trabalho propde um roteiro tendo como base
esses dois métodos, a fim de ser ministrado e posto em pratica em uma aula de
laboratdrio de andlise instrumental, com o objetivo de oferecer aos participantes nocées
e aprendizado sobre UV-VIS e cromatografia gasosa e sobre como analisar a qualidade
dos resultados.

2. JUSTIFICATIVA

Em 2020, devido a uma pandemia, aumentou-se o uso de alcool liquido e alcool
em gel por todo o mundo. Segundo a Companhia Nacional de Abastecimento (Conab),
o Brasil registrou um aumento de 7,5% da producéo de etanol em relagdo a 2018/2019,
registrando um total de 35,6 bilhdes de litros, que foram provenientes da cana-de-
acucar e milho, sendo a maior producéo da historia.

Tendo em vista o fato citado, buscou-se um estudo baseado nos métodos
utilizados em uma aula de quimica para a realizacdo da analise do alcool 70% com o
intuito de verificar contaminantes no alcool, como também estimar a qualidade e pureza
do alcool produzido no Brasil, levando em consideracdo que essa € considerada a

melhor concentracéo para que haja uma acao antisséptica.

Diante de tal conjuntura, a andlise da qualidade do alcool 70% em uma aula
pratica de quimica analitica pode ser relevante ndo apenas pelo aspecto tedrico-pratico
do processo de aprendizagem, mas também pela contextualizacdo desse conteudo

com a situacéo do cotidiano da sociedade neste momento.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Propor métodos de analise da qualidade do alcool 70% para uma aula pratica de

andlise instrumental.
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3.2 Objetivos Especificos

1 - Revisar os principios basicos de funcionamento de espectrofotbmetro UV-
VIS;

2 - Revisar os principios bésicos de funcionamento de cromatografo a gas;

3 - Fazer uma triagem de artigos e normas da farmacopéia sobre a andlise de

etanol por UV-VIS e cromatografia gasosa,;

4- Propor um roteiro experimental a ser testado para andlise de impurezas do

etanol por espectrofotometria UV-VIS e CG.

4. CAPITULO 1 - PRODUCAO DE ETANOL NO BRASIL

O alcool ou etanol é uma substancia quimica representada pela férmula
CH3CH20H, e é considerado um composto organico, sua obtencdo pode ser feita a
partir do processamento e fermentacdo de cana-de-acgucar, milho, beterraba, batata,
entre outros, sendo a cana a matéria-prima mais utilizada para este fim (NOVACANA,
2020). As etapas da producdo de etanol por meio da cana-de-aclUcar se baseiam na
colheita da cana-de-acucar, moagem, pré-tratamento do bagaco, hidrolise da cana,
posteriormente ocorre a fermentacdo do caldo e a destilacdo do etanol, como sao

representadas na Figura 1.

Figura 1 — Processo de producédo de etanol a partir da cana-de-acucar

O futuro na segunda geracao de etanol

Ap6s o uso do caldo da cana na primeira geragao, utilizam-se o bagaco e as folhas no processo de hidrélise.
Na etapa final, ocorre a fermentagdo tradicional por leveduras que transformam os aglcares em etanol

FERMENTAGAO &l I o
DO CALDO v/

TANQUE DE ETANOL
DESTILAGAO
DE ETANOL

e A
Fonte: OLIVEIRA, 2012

O etanol é considerado um composto leve, miscivel em agua em qualquer
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proporcao, isso se explica pelas suas interagdes intermoleculares e pela presenca da
hidroxila (OH) em sua composi¢cao molecular, fazendo com que o etanol se comporte
como uma substancia polar. Possui propriedade inflamével e em seu estado puro, o
alcool é téxico. Dentre os alcoois, o0 etanol € o mais comum. A composi¢cdo em massa
da molécula de etanol é de 52,24 % de Carbono, 13,13 % de Hidrogénio e 34,73 % de
Oxigénio (NOVACANA, 2020).

O etanol é bastante comercializado como liquido, gel, alcool combustivel e as
concentracbes de solugbes alcoodlicas liquidas mais comuns de se produzir e

comercializar sao:

e Alcool etilico 46° INPM (referente a 46% em massa de alcool e 54% em
massa de agua), mais utilizado para limpeza de superficies e ndo possui
acao desinfetante;

e Alcool etilico 70° INPM (referente a 70% em massa de alcool e 30% em
massa de agua), utilizado como bactericida;

e Alcool etilico 92,6° ou 92,8° INPM (referente a 92,6% ou 92,8% em massa
de alcool e 7,4% ou 7,2% em massa de agua), comumente utilizado na
industria quimica e na assisténcia a saude;

e Alcool etilico Absoluto ou PA (referente a 99,9% em massa de &lcool e
0,1% em massa de agua), possui sua utilizacdo voltada a laboratoérios e
na industria quimica; e

e Alcool isopropilico 99,6° INPM (referente a menos de 1% em massa de

agua), utilizado na indastria e para limpeza de eletrénicos. (CRQ-IIl, 2020).

O °INPM significa Instituto Nacional de Pesos e Medidas. O grau INPM é a
fracdo em massa. Ja o grau GL é a fragcdo em volume e também esta representacao

podera ser encontrada em alguns fracos — °Gay Lussac (°GL= %V) (CRQ-III, 2020).

4.1 - Propriedades antissépticas do alcool

O alcool apresenta acao antisséptica e um fator importante para definir sua

atividade antimicrobiana é a quantidade de agua presente no alcool.
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Segundo Cunha (2016), o &lcool destr6i a membrana celular externa da bactéria
por meio da desidratacdo (Figura 2), isso acontece devido ao alcool possuir
propriedades higroscopica e hidrofilica. Em seguida, as moléculas de &lcool penetram
no citoplasma e, com isso, precipitam as proteinas por meio da desnaturacéo.
Posteriormente, ocorre a coagulacao de enzimas responsaveis por atividades celulares
essenciais. Ao utilizar o alcool (etanol) com concentracdo de 99,6% para desinfeccéo,
h& uma coagulacdo extremamente rapida, e isso faz com que ndo haja penetracdo no
interior da célula e, portanto, ndo ocorre a agdo de matar o microbio. Essa ineficidade

se da devido a alta volatilizacdo do alcool em altas concentragdes.

Figura 2 — Acao do etanol na bactéria

\

:
Hec —c-9-H
|
H H

Capsula 5
Parede Celular %

Flagelo

Fonte: CUNHA (2016)

Logo, o alcool ndo possui maior acdo bactericida pelo fato de apresentar uma
porcentagem maior de concentracdo em massa de alcool (por exemplo, o alcool
99,6%). Por conseguinte, quanto maior a concentracdo do alcool, mais dificil sera sua
penetracdo no interior da célula, devido a rapidez de sua evaporacédo, explicada pela
propriedade de volatilidade. Deste modo, perdera sua eficacia na acdo antimicrobiana
(CRQ-III, 2020).

7

Diante disso, o alcool 70% é considerado o de melhor concentracdo para o

objetivo antisséptico, isso pois, a quantidade de agua facilita a entrada do alcool na
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bactéria e também retarda a evaporacgéo, permitindo maior tempo de contato (CRQ-III,
2020).

Conforme exposto anteriormente, devido a pandemia de COVID 19, em 2020,
varias industrias que ndo tinham experiéncia na producdo de alcool em gel foram
autorizadas pela ANVISA a utilizar suas instalagbes para producdo de sanitizantes.
Com isso, a probabilidade de fraude e produtos fora das recomendacfes da ANVISA
aumentou, desta forma, o monitoramento da qualidade desses produtos torna-se
indispensavel (PASQUINI; HESPANHOL; CRUZ; PEREIRA, 2020). Para realizar esse
monitoramento de sanitizantes a base de etanol podem ser aplicados diversos
métodos, dentre eles a espectrofotometria, por meio de UV-VIS e a técnica de

cromatografia gasosa.

Posto isso, vale salientar alguns principios de técnicas utilizadas em analises
guimicas, a fim de revisar e entender os principios basicos de funcionamento de
espectroscopia UV-VIS e também da cromatografia gasosa, com o intuito de propor um
roteiro experimental a ser testado para analise de impurezas do etanol por esses

métodos citados.

5. CAPITULO 2 - PRINCIPIOS DA ESPECTROSCOPIA UV-VIS

A espectroscopia pode ser definida como toda técnica analitica que usa a luz
para medir as concentracdes das solucdes, através da interacdo da energia radiante
com a matéria (SILVA, 2015).

De acordo com Vogel (2002, p. 351), para realizar a analise espectrofotométrica,
utiliza-se uma fonte de radiacdo, a qual alcanca a regido ultravioleta do espectro. A
espectrofotometria é, entdo, um método usado para estimar o nivel de um analito em
solucdo. Ele se baseia no principio de que os materiais absorvem a luz de um

determinado comprimento de onda a medida que passa pela solucéao.

O espectrofotbmetro de UV-VIS é um instrumento que apresenta um sistema
optico, no qual dispersa a radiacdo eletromagnética incidente, e permite medir a

guantidade de radiacdo que € transmitida em certos comprimentos de onda
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selecionados da faixa espectral (VOGEL, 2002, p.351). Esse equipamento determina os
valores de transmitancia e absorbancia, Iluz transmitida e Iluz absorvida,
respectivamente, de uma solucéo em determinados comprimentos de onda. Ele mede a
guantidade de fotons absorvida depois de passar pela amostra, dando assim sua
intensidade luminosa. Segundo Skoog et al. (2015), o espectrofotometro utiliza um
monocromador ou um policromador em conjunto com transdutor com o intuito de

converter as intensidades radiantes em sinais elétricos.

A estrutura do espectrofotbmetro UV-VIS é constituida por uma fonte de luz, um
monocromador e um detector (Figura 3). Essa fonte de luz costuma ser uma lampada
de deutério que emite radiacdo eletromagnética na regido ultravioleta do espectro. Ha
uma segunda fonte de luz, essa por sua vez € comumente uma lampada de tungsténio
e € Uutilizada para comprimentos de onda na regido visivel do espectro. O
monocromador realiza o trabalho de separar o feixe de luz nos comprimentos de onda
componentes, sendo uma rede de difracdo, enquanto o detector € um tubo
fotomultiplicador (PAVIA et al., 2010, p. 368).

Figura 3 - Diagrama demonstrando o funcionamento interno do
espectrofotbmetro.

Seletor de comprimento

HeiciR Detector
Colimador (Fenda de passagem) ,
(Lente) 4 (Fotocélula)

"
v/ Foa
! : / ‘ &/. X

v | “ Mostrador
: - Digital
Fonte de Luz Monocromador (Prisma —
ou espelho grating ou Solugdo de amostra

grade de difracdo) (em cubeta)

Fonte: Rosa, C. et al. 2019

O principio do espectrémetro UV-VIS esta relacionado a transi¢cdes eletrbnicas

em atomos e moléculas (Figura 4). O espectro é produzido quando moléculas ou
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atomos se movem de um nivel de energia menor para outro de maior energia. A

energia absorvida € igual ao intervalo entre os dois niveis.

Figura 4 - Niveis de energia eletronica e transices.
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Fonte: PAVIA et al. (2010, p. 366)

Cada energia absorvida ou emitida corresponde a um comprimento de onda. Os
diferentes comprimentos de onda correspondem a cores diferentes. Por exemplo, 0
vermelho corresponde a 700 nm e o azul a 450 nm, o que pode ser mostrado na Figura
5. Comprimentos de onda menores que 350 nm sdo chamados de luz UV e ndo sao

visiveis a olho nu (PAVIA et al., 2010, p. 393). Os comprimentos de onda menores
: . . h.
possuem maior energia, 0 que pode ser comprovado pela relagdo E = TC (SILVA,

2015).

Figura 5 - Espectro da luz com medidas de comprimento de onda
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Pavia et al. (2010, p.393) ressalta que a luz ultravioleta € a radiacdo
eletromagnética com comprimento de onda entre 180 e 400 nm, ja a luz visivel
apresenta o comprimento de onda na regido entre 400 e 750 nm, sendo a cor violeta
mais proxima de 400 nm e a cor vermelha proximo ao comprimento de 750 nm. A luz
ultravioleta, assim como a luz visivel fornecem energia levando as transicdes
eletrénicas, que consistem na promoc¢do de um elétron para um orbital de maior
energia. A molécula pode absorver na regido do ultravioleta ou no visivel, dependendo

da energia que se faz necessaria para realizar a transicao eletrénica.

Os espectrofotometros podem ser de feixe simples - primeiramente registra o
espectro da referéncia e somente em seguida o da amostra, ou seja, amostra e
referéncia séo alternadas (Figura 6) - ou de feixe duplo - em que um feixe de luz passa
por um divisor de feixe, o qual direciona este para a amostra e para a cela de referéncia
varias vezes por segundo, sendo assim, compensa variagbes da fonte e detector.
(SILVA, 2013)

Figura 6 - Esquema do funcionamento de UV-VIS feixe Unico

Obturador
(Celula de Fotodetector
referéncia

] - P, 1 50 10
o W Filtro ou 0 0 (n—-l-~
[\ \ Y
™ monocromador Ampiificador>-

Celula da
amostra

Dispositivo
de leitura

Fonte: SKOOG et al. (2009, p.366)

De acordo com Skoog et al. (2015), o espectrofotdmetro de feixe Unico (Figura 6)
Ié a transmitancia e absorbancia em um LCD (Visor de Cristal Liquido), que possui um
obturador que cai entre o detector e o feixe assim que a célula cilindrica € removida do
suporte. Para que ocorra a leitura da porcentagem de transmitancia, o dispositivo de
leitura deve ser inicialmente zerado e o compartimento da amostra deve estar vazio, a

fim de que o obturador bloqueie o feixe para que assim nenhuma radiacao alcance o
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detector. Esse processo denomina-se calibracdo ou ajuste de 0% T. Tais instrumentos
de feixe Unico sdo comumente adequados para medir quantitativamente a absor¢cdo em

um Unico comprimento de onda.

Os instrumentos de feixe duplo (Figura 7) possuem um espelho em forma de V
gue se chama divisor de feixe, nesse espectrofotbmetro um dos feixes passa através da
solucdo de referéncia até um fotodetector, enquanto o outro feixe passa a0 mesmo
tempo pela amostra até outro fotodetector casado. As duas saidas sdo amplificadas
gerando eletronicamente uma razéo entre elas. Esses instrumentos de feixe duplo
compensam flutuacdes rapidas na saida radiante da fonte, assim como compensam
variacdes na intensidade da fonte de acordo com o comprimento de onda. (SKOOG et
al., 2015, p. 705).

Figura 7 - Esquema do funcionamento de UV-VIS feixe duplo
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Fonte: SKOOG et al. (2009, p.366)

A fonte no espectrofotbmetro produz luz branca que contém todos os
comprimentos de onda, todas as cores. O instrumento de UV-VIS escaneia através da
amostra usando diferentes comprimentos de onda em sequéncia, isto é feito pela rede
de difracdo. Um unico comprimento de onda passa pelo modulador, que consiste em
um "roteador" onde ha espelhos nele, e isto divide a luz em dois raios, um deles passa
pela célula com a amostra e o outro pela célula de referéncia (branco). Neste caso, o
instrumento é chamado de duplo feixe (como ja foi explicado anteriormente), ambos os

raios sao direcionados para um detector que compara suas intensidades e manda um
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sinal proporcional as "taxas" desses raios para o computador que controla o
instrumento. O logaritmo dessa taxa nos da uma quantidade chamada absorbancia, que
€ uma medida de quanta luz é absorvida pela amostra, em um comprimento de onda

particular e pode ser representado por: (SKOOG et al.,2009, p.350).
A=-log T =log Po/P (Eq. 1)

Em que A se refere a Absorbancia, T a transmitancia, P, poténcia radiante
incidente e P a poténcia radiante transmitida.

5.1 - Alei de Lambert -Beer

A técnica de UV-VIS se fundamenta na lei de Lambert-Beer, que propfe que
guando a luz é absorvida por uma amostra, a energia radiante do feixe de luz diminui,
em um determinado comprimento de onda. A absorbéncia depende da concentracao de
espécies absorventes no meio em que a luz atravessa. Essa lei é representada pela

seguinte equacao:
A=gebc (Eq.2)

Sendo A a absorbancia, € a absortividade molar, b o caminho 6tico e C a

concentracdo da espécie absorvente.

A Figura 6 mostra uma poténcia inicial (Po) que ao percorrer uma distancia b
decresce para P, devido a absorcdo. Ao considerar a sec¢cdo S com espessura dx,
evidencia-se que ha uma quantidade dn de particulas absorventes. Quando um foton
alcanca uma area da superficie ocorre entdo a sua absorcdo. Com isso, levando em
consideracdo que a area total projetada € denominada dS, a razdo da éarea total de
captura é representada por dS/S, ou seja, essa razao traduz a probabilidade de captura
dos fotons dentro da seccao (SKOOG et al.,2009, p.351).

7

Px representa a poténcia do feixe que alcanca a secc¢do, essa poténcia é
equipolente ao numero de fétons encontrado em cada unidade de area, dPx € a

poténcia que é absorvida na seccéo.
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Figura 8 - Luz incidindo sobre amostra absorvedora.
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Fonte: Journal of Experimental Techniques and Instrumentation (2018) adaptada pela autora

Logo, a razdo -dPx/Px representa a fracdo absorvida. Completa-se a razao o
sinal negativo, o qual aponta que a poténcia radiante P decresce ao passo que o feixe
passa pela regido absorvente. Tal razéo é igual a probabilidade média de captura de
fotons, e com isso pode-se obter a igualdade: (SKOOG et al., 2009, p.352)

—dPx
Px

-«
= (Eq. 3)

Em que dPx representa a poténcia absorvida dentro da seccéao S, Px a poténcia
do feixe que atinge a seccdo S. Por sua vez, razdo -dPx/Px representa a razao
absorvida, S descreve a sec¢cdo e dS a soma das areas de captura para particulas
dentro da seccéo.

Levando em consideracdo que dS é a soma das areas de captura de particulas

dentro da secc¢ao, é necessario ser equivalente ao numero de particulas, logo:
dS=a.dn (Eq.4)

Em que a representa uma constante de proporcionalidade (seccéo transversal de
captura), e dn o niumero de particulas. Ao combinar as duas equacdes e integrar no

intervalo de O e n, obtém-se:

P dPx_ fnﬂ (Eq 5)

_Popx_O S

Resolvendo a equacéo 5, obtém-se:
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Convertendo para logaritmo na base 10 e invertendo a fracdo a fim de mudar o

sinal, resulta em:

PO _ an
log 5 = 73035 (EA-7)

Em que n € o numero de particulas dentro do bloco. S pode ser representada

14 o ~ ~
por: S = 5 cm?, podendo substituir na equacéao, resultando entédo na Eq. 8:

log= == (Eq.8)

T 2,303V

n/V retrata o nimero de particulas por cm3, isto representa a unidade de
concentragéo. Logo, partindo do principio de que: (SKOOG et al., 2009, p. 352)

’ n particulas
numero de mols = 2p - (Eq. 9)
6,02x1023 particulas/mol

e que ¢, em mol/L é:

_ n 1000cm?3/L
€= Gozx1023 mol x V.cm3 (Eq. 10)
_1000n L
= gozx105y MOV

Ao juntar com a equacao anterior tem-se:

PO 6,02x10%3 abc
log—= ————
P 2,303x1000

(Eq. 11)

E, por fim, redne-se em Unico termo (€) as constantes da equacéao, gerando a

representacao da lei de Beer:

log= = ebc =A (SKOOG et al., 2009, p.352)
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Na lei de Beer, “encontram-se discrepéancias, usualmente, quando o soluto
colorido se ioniza, se dissocia, ou se associa em solugdo, porque, neste caso, a

natureza da espécie que absorve varia com a concentragao” (VOGEL, 2002, p.354).

7

Sendo assim, a lei de Beer ndo é valida na ocasido em que o soluto forma
complexos dos quais a composi¢cao depende da concentracao.

A Lei de Beer-Lambert é rigorosamente obedecida quando uma Unica espécie

gera a absorg¢ao observada. No entanto, essa lei pode ndo ser obedecida quando

diferentes formas de moléculas absorventes estdo em equilibrio, quando o soluto

e o solvente formam complexos por meio de algum tipo de associacdo, quando

existe equilibrio térmico entre o estado eletrdnico fundamental e um estado

excitado de baixa energia, ou quando compostos fluorescentes ou compostos
que sdo modificados pela irradiacdo estdo presentes. (PAVIA et al., 2010, p. 368)

Segundo Vogel (2002, p. 354) “se a solugéo-teste ndo obedece a lei de Beer, &
melhor preparar uma curva de calibragdo usando um conjunto de padrdes de
concentragado conhecida.” Para que haja uma precisdo, a curva de calibragdo necessita
cobrir a faixa de diluicdo em que ocorrera a comparacédo com o desconhecido.

A curva de calibracdo corresponde a relacdo grafica entre os valores de
absorbancia e os de concentracdo de uma determinada substancia, como pode ser
ilustrada na Figura 9. Através do gréafico é possivel verificar a linearidade da reacédo e

calcular um fator de conversao de valores de absorbancia em concentracéao.

Figura 9 — Exemplo gréfico da curva de calibracao

Ahzorbéncia

Concertragio
Fonte: BASQUES (2016)

Desta forma, a técnica de espectroscopia de UV-VIS como técnica analitica
permite identificar e quantificar o analito na amostra, uma vez que a quantidade de

analito esta relacionada com a quantidade de luz absorvida.
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Saad e colaboradores (2017) analisaram misturas de etanol e agua em
diferentes concentragdes por UV-VIS. A concentracdo de etanol nas amostras variou de
0 a 50%. A faixa de espectro analisada foi de 180 a 580 nm. Como resultado observou-
se que a absorbancia aumentou com a concentracdo de etanol e foram identificadas
trés bandas, a saber: 214 nm, 218 nm e 268 nm. No entanto, as duas Ultimas
absorcdes ndo foram significativas para amostras com concentracdes menores que
25% de etanol. (SAAD; RAHMAN; YASSIN; MUAD, 2018)

Andrea et al (2015) publicou no World Journal of Chemical Education uma
analise quantitativa de bebidas alcodlicas por UV-VIS. A proposta era usar método de
curva de calibracdo para determinar o teor alcodlico do destilado da familia Grappa. A
analise foi realizada na regido do infravermelho proximo, onde moléculas de agua
podem ser medidas nesta regido. As moléculas de agua mostram um overtone na
regido do infravermelho préximo na faixa entre 970 -980 nm. Quando misturada com
substancias como o etanol, que ndo absorve nesta regido, a absorbancia medida €, na
verdade, referente a agua presente na amostra. Portanto, o autor mediu, através da
linha de calibracdo, o grau alcodlico das bebidas analisadas por meio da determinacgao
da quantidade de agua contidas nestas bebidas. O autor tinha como objetivo principal
desenvolver atividades didaticas praticas para alunos, além de mostrar o uso de
laboratorio para os estudantes do ensino médio. (CHECCHETTI, 2015)

E vasta a literatura que utiliza o UV-VIS para analisar o etanol em misturas
alcodlicas. Com isso, 0 objetivo desse trabalho € propor um roteiro para aulas praticas
de laboratério que possam analisar a pureza do etanol 70%. De acordo com a
Farmacopéia Brasileira (2019) ha varios ensaios para pureza para alcool etilico, dentre
eles: limpidez da solucéo, cor da solucédo, acidez e alcalinidade e absorcédo de luz. No
caso da absorcéo, € necessario registrar o espectro de absor¢cdo no ultravioleta entre
200 nm e 400 nm, empregando uma cubeta de 1 cm de caminho éptico e utilizando a
agua como branco. Para ser aprovado nesta analise de UV, a absorbancia maxima do
etanol deve ser de 0,08 em 240 nm, 0,06 entre 250 e 260 nm e 0,02 entre 270 e 340
nm. (ANVISA, 2019). Por sua vez, a farmacopéia européia (2009) emprega uma cubeta

de 5 cm de caminho Optico e considera que o maximo de absorgcdo deve ser 0,40 em
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240 nm, 0,30 entre 250 e 260 nm e 0,10 entre 270 e 240 nm. E ainda, o espectro deve

corresponder a uma curva de absorcgéo suave, conforme pode ser visto na Figura 10.
Figura 10 - Resultado de Medi¢&o de etanol anidro por UV-VIS
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Fonte: SHIMADZU (2020)

Devido ao contexto atual, medidas de desinfeccdo s&do propostas a todo
momento, diante disso, € importante realizar testes para identificar a pureza desse
produto e a espectroscopia de UV-VIS pode ser utilizada para identificar se o etanol
contém impurezas ou ndo. No entanto, ndo € a Unica técnica para esse fim. Sabe-se
gue cromatografia gasosa também € utilizada para determinar a pureza de compostos
organicos. Nela, é possivel prever se ha contaminantes em varios produtos de forma
gualitativa e quantitativa, além de ser uma técnica rapida e simples. Desta forma, é
possivel associar as duas técnicas (UV-VIS e cromatografia gasosa) para determinar se

o etanol utilizado na prevencao da COVID-19 contém ou ndo impurezas.
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6. CAPITULO 3 - PRINCIPIOS BASICOS DA CROMATOGRAFIA GASOSA.

A cromatografia gasosa baseia-se no principio da realizacdo de separacao de
componentes de uma mistura vaporizada por meio da interagdo diferencial dos
componentes entre fase movel e fase estacionaria. Insere-se uma solugcdo de amostra
no injetor de um cromatégrafo a gas, essa amostra € transportada por um géas, definido
como gas de arraste, através de um tubo de separagdo chamado de “coluna”, onde os
componentes presentes na amostra sdo separados. Para quantificacdo de amostra de
concentracdo desconhecida, utiliza-se um padrdo conhecido, e havera a comparacao
do tempo de retencdo do padrdo e sua area com 0s da amostra, que por fim serdo
utilizados para o célculo da concentracdo (SHIMADZU, 2020).

A cromatografia a gas apresenta vantagens em sua utilizacéo, entre elas se pode
apontar o alto poder de resolucédo e separacdo, sendo possivel realizar a analise de
diversos componentes de uma Unica amostra; necessita de pequenas quantidades de
amostra para realizar andalise; € considerada uma técnica sensivel, sendo possivel
analisar substancias que se encontram em baixas concentragdes. (SILVA, 2014) E uma
técnica utilizada para separar e quantificar diversos produtos e entre suas aplicacdes
pode citar-se: analise ambiental, analise de alimentos, analise de farmacos, quimica
industrial, petroquimica e também na area de quimica forense e toxicologia, entre
outras. (SANTOS, 2018)

A cromatografia gasosa realiza-se da seguinte maneira: efetua-se a
desagregacdo dos componentes de uma amostra vaporizada como efeito de suas
disseminacdes entre uma fase mével gasosa e uma fase estacionaria liquida ou solida.
Neste tipo de cromatografia, a fase mével ndo interage com as moléculas do analito,
funcionando apenas para transportar o analito através da coluna. (SKOOG et al., 2015,
p. 879). Segundo Skoog et.al (2015), sdo encontrados dois tipos de cromatografia de
gas: cromatografia gas-sélido e cromatografia gas-liquido. A cromatografia gas-solido
baseia-se em uma fase estacionaria em que a retencdo de analitos se da devido a
adsorcao, enquanto a cromatografia gas-liquido baseia-se na particdo do analito em
gue fase movel gasosa e fase liquida € imobilizada na superficie de um sélido inerte ou

nas paredes de um tubo capilar.
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A fase movel em cromatografia gasosa € denominada gas de arraste e deve ser
guimicamente inerte. O hélio é a fase mdvel mais comumente usada, embora o
argonio, o nitrogénio e o hidrogénio sejam também empregados. Esses gases
estdo disponiveis em cilindros pressurizados. Reguladores de pressao,
manémetros e medidores de vazdo sdo necessarios para se controlar a vazao
do gas. Além disso, o sistema de gas de arraste frequentemente contém uma
peneira molecular para remover agua e outras impurezas. (SKOOG et al., 2009,
p.804)

Os componentes de um cromatografo gasoso e o seu funcionamento basico

podem ser vistos na Figura 11.

Figura 11 - Composi¢cédo de um cromatégrafo de gas tipico
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Fonte: DCtech (2018) adaptada pela autora

A amostra é injetada na cabeca da coluna cromatografica, localizada no injetor
(3) em uma regido aquecida em média 50°C acima do ponto de ebulicdo do
componente menos volatil presente na amostra. Isso, para garantir que a amostra, em
sua totalidade, seja volatilizada de forma réapida. Na coluna (4), onde ha a fase
estacionaria, a qual pode estar na fase liquida ou gasosa, ocorre a interacdo de
maneira diferenciada de compostos com a fase estaciondria, que posteriormente serao
eluidos pelo gas de arraste (fase mével). Deste modo, singularmente os componentes
atingirdo o detector (5) em diferenciado tempo, e, logo apresentardo um tempo de
retencdo proéprio, que sera identificado por meio do resultado do cromatograma,
apresentado no software (6) (SKOOG, 2015, p.881).
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A realizacdo da separagdo dos componentes de uma amostra se opera na
coluna (Figura 8). Alguns fatores sao importantes para resolugéo desejada, entre eles:
a natureza do suporte solido, a quantidade e o tipo da fase liquida, o método de
empacotamento, a temperatura e o tamanho da coluna (VOGEL, 2012, p.163). Dentre
esses fatores, destaca-se a temperatura da coluna, que obrigatoriamente, sera
controlada na média de poucos décimos de grau, a fim de se obter uma maior preciséo.
Para isso, a coluna serd abrigada em um forno termostatizado, de forma que a
temperatura ideal da coluna dependa do ponto de ebulicdo encontrado na amostra e o
grau de separacao pretendido. Destarte, as colunas se diferenciam entre colunas
recheadas e colunas capilares. (SKOOG, 2015, p. 883)

As colunas recheadas apresentam caracteristicas como tubos de até 5 metros de
comprimento, constituidos de vidro, metal ou plastico, com recheio sendo um suporte
de material inerte, geralmente terra diatomacea, que passou por lavagem e desativacéo
com acido, e peneiracdo para uma faixa estreita de tamanhos de particulas. Para tal
categoria de coluna o suporte preserva a fase liquida na forma de uma pelicula de alta
superficie, proporcionando o rapido estabelecimento do equilibrio entre as fases gasosa
e liquida. (VOGEL, 2012, p.163).

As colunas capilares utilizam da relagdo entre mistura e fase estacionaria na
forma de um filme fino que é disposto na parede interna de um tubo, que, por sua vez, é
fino e longo — podendo chegar a 100 metros de comprimento, chamado de capilar. S&o
produzidas em vidro ou aco inoxidavel e sédo dois os tipos de colunas capilares mais
utilizadas: colunas capilares com paredes recobertas e colunas capilares com suporte
recoberto. Nas colunas capilares com paredes recobertas, a fase estacionaria conecta-
se diretamente a parede interna do tubo, enquanto que nas colunas capilares com
suporte recoberto uma camada de suporte solido é depositada na parede interna do
tubo e é recoberta com a fase estacionaria. (VOGEL, 2012, p. 164). Para a escolha da
coluna ideal, utilizam-se alguns critérios, dentre eles: semelhantes separam
semelhantes, colunas longas tém tempos longos de eluicdo e alta resolucdo, menor
diametro leva a maior eficiéncia, assim como a espessura do filme & um critério levado

em consideracao para a escolha da coluna a ser utilizada. (VOGEL, 2012, p.164-165).
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Por fim, outro ponto relevante no instrumento utilizado na técnica de
cromatografia a gas sédo os detectores. Os tipos mais empregados na técnica sao:
detector de ionizacdo em chama (DIC), detector de condutividade térmica (DCT),
detector de captura de elétrons (DCE), espectrometria de massas (CG-MS). No entanto,
h& outros tipos de detectores. (SKOOG, 2015, p.888)

O detector mais adotado em cromatografia gasosa € o detector por ionizagdo em
chama, nele o efluente da coluna é conduzido para uma pequena chama de
ar/hidrogénio, levando os compostos orgéanicos a produzir ions e elétrons. Este tipo de
deteccdo consiste em monitorar a corrente produzida pela coleta dos portadores de
carga. Um eletrodo coleta ions e elétrons e a corrente resultante € mensurada com um
picoamperimetro de alta impedéancia. Apresenta uma sensibilidade na analise de
amostras organicas e possuem alta detectabilidade. No entanto, apresenta a

desvantagem de destruir a amostra durante a combustédo. (SKOOG, 2009, p.807-808)

Outro tipo de detector bastante utilizado € o detector por condutividade térmica,
este possui uma fonte aquecida em que a temperatura depende da condutividade
térmica do gas que a cerca. A condutividade térmica possui uma maior utilidade para
colunas empacotadas, e 0 gas de arraste mais utilizado para este tipo de detector € o
gas hélio. E considerado um detector com caracteristicas ndo-destrutivas, o que permite
a coleta dos solutos apos a deteccédo, e esse detector faz a medida da variacdo da
diferenca de potencial. (HARRIS, 2012, p.621)

Um detector muito utilizado para amostras ambientais é o detector por captura de
elétrons, isso porque apresenta sensibilidade a moléculas que contenham halogénios,
carbonilas conjugadas, nitrilas, nitrocompostos e compostos organometalicos. Seu
funcionamento consiste na passagem de uma amostra eluida sobre uma fonte
radioativa que emite particulas B (comumente niquel-63). A ionizacdo do gas de arraste
€ ocasionada por elétron provindo do emissor. O gas de arraste mais utilizado € o N2, e

também uma mistura de 5% de metano em argoénio. (HARRIS, 2012, p.622)

De acordo com Skoog (2015, p.887), um espectrometro de massas faz a

medicdo da razdo massa/carga, através da varredura repetida das massas. No
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espectrémetro de massas, o papel do detector de ions é gerar imagens para realizar o
estudo do analito a partir das informac6es do analisador. O detector espectrométrico de
massas converte feixe de ions em sinal elétrico que posteriormente serd exibido no
sistema de registro de dados. (BUSTILLOS, 2017)

Para o Skoog (2015), os detectores ideais utilizados em CG devem apresentar

caracteristicas como as descritas abaixo:

Sensibilidade adequada. Em geral, as sensibilidades dos detectores atuais
situam-se na faixa de 10® a 10?% g. s? do soluto; boa estabilidade e
reprodutibilidade; resposta linear aos solutos que se estenda a varias ordens de
grandeza; faixa de temperatura desde a ambiente até pelo menos 400°C; um
tempo de resposta curto e independente da vazdo; uma alta confiabilidade e
facilidade de uso. Na medida do possivel, o detector deve ser a prova de
acidentes nas méaos de operadores inexperientes; similaridade de resposta a
todos os solutos ou, alternativamente uma resposta altamente previsivel e
seletiva a uma ou mais classes de solutos; ndo deve destruir a amostra.
(SKOOG, 2015, p.884)

Apesar da necessidade dos detectores apresentarem tais caracteristicas, €
sabido que ndo existe um detector que apresente todas essas descricbes, sendo

necessario escolher o tipo de detector baseado no tipo de amostra a ser analisada.

Para o éxito de uma separacado, a escolha adequada de uma fase estacionaria
também € um fator de extrema importancia. Entre as propriedades almejadas para a
fase liquida imobilizada em uma coluna cromatografica gas-liquido estdo: baixa
volatilidade; estabilidade térmica; inércia quimica. O grau de compatibilidade
(solubilidade) entre a fase estacionaria e o analito é um fator para obtencdo de um
tempo de permanéncia razoavel na coluna. As fases estacionarias consideradas
polares compreende grupos como -CN, -CO e —OH (os analitos alcodis, acidos e
aminas sao considerados polares). As fases estacionarias do tipo hidrocarbonetos
apresentam caracteristicas apolares, e as fases de poliésteres sao altamente polares;
éteres, cetonas e aldeidos entram na categoria de solutos de polaridade média.
Comumente, os componentes da amostra e a fase estacionaria devem possuir
polaridade semelhante. (SKOOG, 2015, p.892)
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A cromatografia gasosa permite identificar a presengca de contaminantes nas
amostras investigadas por meio do surgimento de picos adicionais. E uma 6tima técnica
para prever a presenga ou auséncia de compostos interferentes de uma mistura,
supondo que ao analisar a mistura tenha-se uma amostra da substancia pura. Nenhum
pico deve aparecer no cromatograma da mistura a ndo ser a do composto conhecido, e,

além disso, o aumento do pico, se houver, deve ser investigado (SKOOG, 2015).

A cromatografia gasosa tem sido amplamente utilizada para determinar a pureza
dos compostos organicos por meio da deteccdo de contaminantes que, se presentes,
aparecerao pelo aspecto de picos adicionais no cromatograma. Portanto, a evidéncia é
concludente na condicdo do efeito poder apresentar duplicata em colunas distintas e
em diferentes temperaturas. (SKOOG, 2015, p.895)

Em contrapartida, a analise quantitativa fundamenta-se em comparacdes entre
altura ou area de um pico analitico em detrimento de um ou mais padrbes. Em caso das
condicbes apresentarem um controle adequado, ambos os parametros apresentaréo

variacao linear de acordo com a concentracdo. (SKOOG, 2015, p.897)

Gomes et al, em um recente estudo, realizou a determinacdo de alcoois em
bebidas comerciais por meio do método de cromatografia gasosa e amostragem por
headspace. Neste estudo, foi utilizado um cromatégrafo gasoso da marca PerkinElmer,
modelo Clarus 600, com detector de ionizacdo de chama (flame ionization detector -
FID). Utilizou-se uma coluna capilar PerkinElmer modelo Elite-WAX com dimensdes de
30 m x 0,25 mm x 0,5 um. O gas de arraste empregue foi nitrogénio a uma vazao de
1,20 mL/min, do hidrogénio foi 45 mL/min e do ar sintético foi 450 mL/min, todos com
alto grau de pureza (99,999%). O volume de injecdo da amostra foi de 300 yL a uma
velocidade de 250 uL/s, empregando-se o “split” de 1:18. O forno teve sua temperatura
em 100 °C por 5 minutos. A temperatura do injetor foi de 150°C e o detector a 300°C. O
cromatografo possui um amostrador automatico da marca Combipal, modelo CTC
Analytics, Pal System, com o forno para headspace (HS). Foram utilizadas amostras de
bebidas comerciais, cerveja (4,6% de etanol); Vinho Fino Tinto (10,0% de etanol); Rum
(40,0% de etanol); Tequila (38,0% de etanol); Uisque (40,0% de etanol); Aguardente de

cana-de-acucar (38,0% de etanol) e Vodca (37,5% de etanol). Todas as amostras foram
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incubadas no forno do amostrador automatico para utilizacdo da extracdo headspace a
60°C por 5 min com uma agitagcdo de 500 rpm. Em seguida, uma de cada vez, foi

injetada no cromatografo, e realizaram-se as analises em duplicata.

Dentre as amostras estudadas, observou-se que as concentracdes de metanol e
etanol em 3 amostras ndo condizem com o limite estabelecido pela legislag&o brasileira
(Tabela 1). A Tabela 2 mostra os valores das concentragcdes obtidas no experimento do
autor. Nela, € possivel observar que as amostras de vinho tinto, uisque e cachaca
apresentaram concentragcdes de metanol superiores aos valores permitidos pela
ANVISA (aproximadamente 2 a 4 vezes maiores que o0s valores recomendados pelo
orgao regulador) (GOMES et al., 2015).

Tabela 1 - Concentragfes de metanol e etanol permitidas em bebidas, segundo
legislacéo brasileira.

Metanol (mg/L) | Etanol (%(v/v))
Bebida
Minimo | Maximo | Minimo | Maximo
Cerveja NI* NI* 0,5 54
Vinho fino tinto - 400 8,6 14
Rum - 2000 35 54
Tequila 300 3000 35 55
Uisque - 200 38 54
Aguardente de - 200 38 54
cana-de-acucar
Vodca - 200 36 54

Fonte: (GOMES; YOSHINAGA; BORTOLETO, 2020)
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Tabela 2 - Valores obtidos das andlises em cromatografia gasosa

Bebida Metanol Etanol (%(v/v))*
(mg/L)*
Cerveja ND** 45+0,1
Vinho fino tinto 863 + 51 12+0,8
Rum 716 £11 40+0,3
Tequila 980 £ 191 40+ 0,5
Uisque 818 + 28 39+0,1
Aguardente de cana- 581+1 39+0,1
de-acucar

Vodca ND** 38+0,6

Fonte: (GOMES; YOSHINAGA; BORTOLETO, 2020)

Para este estudo, a partir do método de cromatografia gasosa foi possivel
determinar o controle de qualidade dos componentes volateis presente nas amostras de
bebidas comerciais, oportunizando a obtencdo de dados quantitativos e qualitativos dos

analitos em questéao.

Lacerda, et al., em um estudo recente (2020), utilizaram a técnica de
cromatografia gasosa para determinar o teor de etanol em alcool em gel. Para isso
utilizaram 7 amostras comerciais de alcool em gel 70%. Realizaram a calibracdo com 4
solucdes de etanol na faixa de concentracdo de 2.0% a 20.0% de massa em n-butanol,
em um cromatégrafo CG 2010, Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan, com detector de
ionizacdo de chama, temperatura de entrada 250°C, gas de arraste utilizado foi o hélio
(3,0 mL/min), coluna poraplot Q (10 mm 0,32 x 0,10 um, Agilent, Santa Clara, EUA);
temperatura do forno: 85 °C, inicial para 2 min, rampa de 35 °C/min até 260 °C, mantida
por 5 min (com um tempo total de corrida de 15 minutos); temperatura do detector:
280°C; volume injetado: 0,5 pL.
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A curva de calibragdo obtida é apresentada na Figura 12, o coeficiente de
regresséao para a curva foi de 0,9999 e o desvio padréo foi de 5,64%. Com isso, denota-
se boa linearidade para a faixa de trabalho proposta por Lacerda e colaboradores.

Figura 12- Curva de calibragéo

Fonte: (LACERDA,; OLIVEIRA; MARCANTE, 2020)

N&ao foi possivel visualizar nenhum composto interferente, o que indica uma boa
especificidade do meétodo utilizado. No entanto, todas as amostras apresentaram
concentracao de etanol na faixa de 53,9 % a 65,3 %, valores que se encontram abaixo
do especificado no rotulo e das recomendacdes da ANVISA (LACERDA; OLIVEIRA;
MARCANTE, 2020). De acordo com o autor, essa divergéncia de valores obtidos e os
esperados pode ser atribuida ao processo de fabricacdo do produto que demanda
longos tempos de etapa de homogeneizacdo para incorporar o etanol na matriz de gel.
O etanol é volatil, e, se essa perda de etanol por volatilizacdo nédo for levada em
consideracao durante o processo de producéo, a concentracao final pode ser inferior ao

resultado esperado.

Teresa Cristina Epifanio Dibgenes Rego (2008), em sua dissertacao, avaliou um
método de cromatografia em fase gasosa -headspace no estudo da estabilidade do
etanol em amostras de sangue. Neste estudo, foi utilizado um cromatégrafo gasoso
modelo CP 3800 equipado com detector de ionizacdo de chama (Varian, Califérnia,
EUA), coluna capilar de silica (CP-WAX 57) fundida com fase estacionaria de

polietilenoglicol com 50 m de comprimento e 0,25 mm de diametro, gases: nitrogénio,
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hidrogénio, hélio e ar sintético (White Martins), e uma microsseringa Gas Tight 500 pl
com agulha Gas Tight estilo 2 (SGE, Australia).

As condi¢cbes cromatograficas utilizadas para analisar o etanol foram: coluna a
temperatura de 50°C, injetor a 150°C, detector a 250°C. Fluxo da coluna de 2 mL/min,

modo de inje¢ao split, com sua razéao 1:25, e tempo de corrida de 12 minutos.

A partir das relagbes entre concentragédo do etanol nas amostras de sangue e a
razao entre as areas dos picos cromatogréficos (etanol/t-butanol) foi possivel obter uma

equacao de reta, ao criar o gréafico da curva de calibracéo.

A curva de calibracdo foi obtida a partir da analise de amostras de sangue
adicionadas de etanol nas concentracdes (0,05; 0,1; 0,8; 1,6 e 3,2 g/L). Construiu-se a
curva a partir da média dos valores encontrados para cada concentracdo. Essa curva
de calibracdo apresentou o quadrado do coeficiente de correlacao linear igual a 0,9961,

sendo considerada uma linearidade satisfatéria (Figura 13).

Figura 13 - Grafico da curva de calibracdo para determinacédo da concentracao
de etanol em amostras de sangue.
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Fonte: REGO, 2008.

Foi considerado um método exato, e a precisao foi verificada pelos coeficientes

de variacdo, que apresentaram valores maximos de 7,3%. Este valor, por sua vez,
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encontra-se dentro da faixa esperada - aceita-se uma imprecisdo menor que 15%

(critério determinado pela ANVISA).

Com isso, a analise do etanol em amostras de sangue, por meio do uso da
técnica de cromatografia gasosa, comprovou a confiabilidade do método nas condi¢cfes
estabelecidas. (REGO, 2008)

Sangiorge e Braga (2006) aplicaram a técnica de quantificagdo cromatografica
para analisar o teor de metanol na cachaca. Para a realizacao deste estudo, foi utilizado
um cromatografo gasoso de alta resolugdo, HP 6890, com detector de ionizacdo de
chama e coluna capilar Innowax, a temperatura do injetor em 180°C, e do detector
200°C, programacao de 60 °C, 2 minutos, 10°C/min até 150°C. Analisaram 3 amostras
de cachacas com a finalidade de selecionar a que possuia maior quantidade de

metanol.

Para a padronizacdo externa realizou-se a analise com solucbes padrédo de
metanol (0,05; 0,1; 0,2 e 0,3)% em acetona. Para a padronizacdo interna adicionou-se
uma quantidade conhecida de um padrédo interno (propanona e n-butanol, a 10%, em
etanol a 50%) tanto no padrdo quanto na amostra. Com isso, obteve-se a curva de
calibracdo e através da razdo de areas obtidas, a concentracdo da substancia na
amostra. Ndo houve variacdo nas concentracdes de metanol com os padrbes
propanona e n-butanol. Através das técnicas de quantificacdo utilizadas, encontrou-se
um valor de 0,08 mL/100 mL de concentracdo de metanol na cachaca. Este valor, por
sua vez, apresenta-se dentro dos limites permitidos pela legislacdo brasileira, que
apresenta um valor de 0,25 mL/ 100 mL de alcool anidro (SANGIORGE; BRAGA, 2006).

Apesar dos trabalhos apresentados por meio da analise de etanol por
cromatografia gasosa serem baseados na determinacdo da concentracdo de etanol em
misturas alcéolicas, sabe-se que a cromatografia gasosa permite a identificacdo de

impurezas a partir do surgimento de picos adicionais no cromatograma.

Baseado no levantamento bibliografico realizado até o momento dos principios

de funcionamento das técnicas de UV-VIS e cromatografia gasosa, bem como a revisédo
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de artigos e notas técnicas que permitiram verificar os métodos empregados no
monitoramento e na quantificacdo de etanol em misturas alcodlicas, propde-se um
roteiro experimental para aula de Laboratério de Andlise Instrumental do curso de
Licenciatura em Quimica do Instituto Federal de Brasilia (IFB), campus Gama.

Devido as restricdes estabelecidas pelas medidas de seguranca da pandemia da
COVID-19, o método néo foi testado e nem validado, sendo, portanto, a sugestdo de

instrumento para viabilizar o aprendizado das técnicas citadas no ensino superior.

7. CAPITULO 4 — IMPORTANCIA DAS AULAS PRATICAS NO ENSINO DE QUIMICA

As aulas de laboratorio facilitam o aprendizado, pois integram a teoria com a
parte pratica. Essa interacdo ocorre ndo somente na verificacdo experimental do que foi
aprendido na teoria, mas também na verificagdo de como as ferramentas que derivam

de principios e modelos tedricos surgem através da experiéncia. (CHECCHETTI, 2015)

A aula pratica no ensino de Quimica € considerada uma estratégia pedagodgica
dindmica permite gerar problematizacfes, questionamentos, discussdes, e procura de
respostas e explicacdes para aquilo que é observado durante a experimentacdo, o que
possibilita a evolucdo do aspecto fenomenoldgico (macroscopico) observado para o

tedrico (microscopico), até chegar ao representacional (MACHADO et al., 2007).

As atividades de laboratério sdo avaliadas em relacdo ao conhecimento basico
dos principios analiticos, habilidades organizacionais dos alunos na concepcéo e
realizacdo dos experimentos, na capacidade dos alunos de registrar os dados obtidos
do experimento e na capacidade de validacdo. (CHECCHETTI, 2015)

8. ROTEIRO PROPOSTO PARA UMA AULA DE LABORATORIO DE ANALISE
INSTRUMENTAL.

Titulo: Determinacdo de impurezas em amostras de alcool 70% na forma liquida e gel
por UV-VIS e CG.

Instrumentacéo: espectrofotdbmetro UV-VIS e um cromatografo gasoso.



Materiais:

2 Pipeta de Pauster

1 micropipeta

1 Balanca analitica

1 pipeta volumétrica de 1 mL

2 espatulas

6 baldes volumétricos de 10 mL

1 Eerlenmeyer de boca larga com
tampa

1 béquer de 250 mL (para descarte
de solugdes residuais.)

1 Banho ultrassonico

1 vidro de reldgio

4 béqueres de 100 mL

1 pipeta graduada de 5 mL

Reagentes:

Alcool 70 % liquido de varias marcas;

Alcool em gel 70% de varias marcas;

n-butanol.

Procedimento Experimental

38

8.1 Determinacao de impurezas em alcool 70% liquido por UV-VIS (Farmacopéia

Brasileira)

1. Transfira 2,5 mL da solucéo de etanol 70% para cubeta do UV-VIS

2. Trace os espectros de absorcdo entre 200 - 400 nm, com velocidade média e

largura da fenda 1 nm.

3. Utilize agua como branco.

4. Anote as absorbancias em 240 nm, entre 250-260 nm e entre 270 e 340 nm.

5. Repetir o experimento em triplicata.

8.1.2 Determinacédo de impurezas de alcool em gel 70% por UV-VIS

1. Pese 1g de alcool em gel 70%

2. Transfira para um frasco com tampa de rosca de boca larga.
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3. Adicione o n-butanol na propor¢cédo de 1:10 de alcool em gel, ou seja, 1 g de
alcool em gel em 10 mL de butanol. (O solvente também pode ser pesado)

4. Metade das amostras devem ser misturadas manualmente por 2 min e a outra
metade colocada em banho ultrassbnico por 2 minutos em 25 KHz. Nao
ultrapasse esse tempo para ndo provocar a volatilizacao do etanol.

5. Transfira 2,5 mL de cada amostra para a cubeta de UV-VIS. Considere 0 n-
butanol como branco.

6. Anote as absorbancias em 240 nm, entre 250-260 nm e entre 270 e 340 nm para
as amostras misturas manualmente e para aquelas homogeneizadas no banho
ultrassonico.

7. Repetir o experimento em triplicata

8.2 Determinacgdo de impureza organica volateis do etanol 70% via cromatografia

gasosa (Lacerda e colaboradores (2020)).
8.2.1 — Calibracédo do equipamento

1. O cromatoégrafo utilizado sera o CLARUS 600/680 da PerkinElmer. Considere, a

priori, a programacao do CG como: temperatura de entrada 250°C, injecdo modo
Split (1:50), gas de arraste: hélio (3,0 mL/min), coluna capilar (5% Fenil, 95%
Dimetilpolisiloxano), temperatura do forno: 85°C inicial por 2 minutos, rampa de
35°C/min até 260°C, mantida por 5 minutos, tempo de corrida equivalente a 15
minutos, temperatura do detector 280°C.
Como relatado anteriormente, devido as medidas de restricdo impostas para o
combate a pandemia de COVID-19, o experimento nao foi testado, portanto, as
configuracBes propostas para o cromatégrafo podem ser alteradas para obter
picos com melhores resolucoes.

2. Faca a calibracdo do cromatdgrafo com 6 solucdes de etanol na concentracéo de
2,0; 5,0; 8,0; 10,0; 15,0 e 20% de massa em n-butanol preparados em laboratério
(injecao de 0,5 pL de cada padréao).

3. Todos os pontos da calibragcdo devem ser analisados em triplicata.
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8.2.2 - Determinacao de impureza orgéanica volateis do alcool em gel 70%.

1. Pese 1g de alcool em gel 70%

2. Transfira para um frasco com tampa de rosca de boca larga.

3. Adicione o n-butanol na proporcédo de 1:10 de alcool em gel, ou seja, 1 g de
alcool em gel em 10 mL de butanol. (O solvente também pode ser pesado)

4. Metade das amostras devem ser misturadas manualmente por 2 min e a outra
metade colocada em banho ultrassbnico por 2 minutos em 25 KHz. Nao
ultrapasse esse tempo para ndo provocar a volatilizacéo do etanol.

5. Filtre todas as amostras com um filtro de seringa de PTFE para um frasco de 1,5
mL.

6. Injete 0,5 pL de cada amostra amostra no cromatégrafo com as mesmas
especificacdes descritas no item 7.3.

7. Analise os picos presentes e o tempo de retencao

8. Compare os picos da amostra com os do padrao.

OBS: A identificacdo do pico do etanol pode ser realizada por comparacédo com o

tempo de retencdo da (RT) das solucdes padrao.

9. CONSIDERACOES FINAIS

As técnicas de UV-VIS e cromatografia gasosa mostraram-se realmente Uteis e
amplamente utilizadas na determinacdo de concentracdo de etanol em misturas
alcoolicas. Sendo possivel, entdo, por meio dessas técnicas determinar o teor de etanol

assim como detectar possiveis impurezas em misturas alcéolicas.

Infelizmente, devido ao estado de emergéncia declarado no ano letivo de 2020
em decorréncia da pandemia de COVID-19, as habilidades praticas adquiridas nas
aulas experimentais foram prejudicadas por causa da impossibilidade do ensino
presencial. Diante disso, esse trabalho se resume a propor um roteiro (ndo testado)
para aula de Laboratério de analise Instrumental baseado na revisdo bibliografica de
trabalhos que visaram analises semelhantes. Espera-se que em momento oportuno, o
roteiro permita que o aluno tenha familiaridade com as duas técnicas utilizadas, bem

como visualize o conhecimento teérico aprendido em sala de aula na rotina de um



41

laboratério.
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