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1 - Introdução
  A busca por fontes de energia renováveis vem 

ganhando espaço no cenário mundial uma vez que estas 
energias são consideradas ecologicamente corretas. Um 
exemplo da produção deste tipo de energia é a conversão de 
óleos, gorduras vegetais e animais, através de reações 
químicas para a obtenção de biodiesel. Porém, durante o 
processo reacional ocorre a produção de subprodutos, como 
é o caso do glicerol, obtido na reação de transesterificação 
de óleos, gorduras vegetais e animais.  Estima-se que na 
reação para obtenção de biodiesel, 10% do produto gerado 
seja glicerol1. Nesse contexto, o glicerol é utilizado em 
pesquisas para obtenção de diversos produtos. 
  Uma das aplicações do glicerol é a reação de 
oxidação através do uso de catalisadores e condições 
reacionais controladas, onde é possível obter uma gama de 
produtos (ácido tartrônico, ácido oxálico, gliceraldeído, 
ácido glicólico, ácido fórmico, ácido acético, ácido lático)2. 

parâmetros como exatidão, precisão, seletividade, 
linearidade, faixa de trabalho, limites de detecção e 
quantificação, todos baseados em normas como INMETRO 
DOQ-CGCRE-008 (Orientação sobre validação de métodos 
analíticos) (2011)3 e EURACHEM (European 
Collaboration in Analytical) (2014)4. 

2 - Material e Métodos
 As análises foram executadas em um cromatógrafo 

líquido SHIMADZU (Japão) modelo CTO-20A contendo 
uma bomba isocrática com detector de índice de refração 
RID-10A e um sistema de injeção manual com alça de 
amostragem de 10 . Na Figura 1 está representado o 
sistema cromatográfico utilizado com os parâmetros da 
metodologia analítica. 

-1, foi 
preparada pela medida de 0,0200g dos padrões analíticos ( 
ácido tartrônico, ácido oxálico, ácido fórmico, ácido 
glicólico, ácido acético glacial, ácido lático, gliceraldeído e 
glicerol,) em balão volumétrico de 5 mL. Estes padrões 
foram dissolvidos em solução de H3PO4, a solução foi 
previamente agitada no sistema de agitação Vortex 
(Quimis), até a completa diluição. 

Figura 1. Representação sistemática da metodologia 
analítica baseada em cromatografia líquida de alta 
eficiência. 

Tabela 1: Variações utilizadas para otimização do método 
cromatográfico de forma univariada.

3 - Resultados e Discussão
 O método proposto por HPLC apresentou 

seletividade de acordo com os requisitos exigidos pelo 
INMETRO DOQ-CGCRE-008 (2011). A Figura 2 mostra a 
sobreposição de uma matriz isenta dos analitos de interesse 
(azul) versus uma matriz fortificada com os analitos de 
interesse (preto). 

Figura 2. Sobreposição da matriz isenta dos analitos de 
interesse (azul) versus matriz fortificada com os analitos de 
interesse (preto). 
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 A linearidade do método proposto obtido pela 
regressão linear apresentou coeficientes de correlação (r) na 
faixa de 0,986  1,000, conforme os resultados 
apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Coeficientes de correlação dos padrões
analíticos, limites de detecção do método. 

Padrões r (altura) r (área) LD área
-1

LD altura
-1

Ácido oxálico 0,999 0,997 0,11 0,15
Ácido tartrônico 0,999 0,994 0,02 0,08
Gliceraldeído 1,000 0,987 0,13 0,02
Ácido glicólico 1,000 0,999 0,41 0,18
Ácido lático 0,998 0,999 0,37 0,26
Glicerol 1,000 0,991 0,14 0,02
Ácido fórmico 0,998 0,999 0,11 0,27
Ácido acético 0,986 0,990 0,28 0,12
  

 Os limites de quantificação do método foram 
-1 condicionados a menor 

concentração de qualquer analito estudado neste trabalho 
que poderá ser encontrado em amostras obtidas pela reação 
de oxidação do glicerol. Os limites de detecção foram 
obtidos através dos parâmetros obtidos nas curvas de 
calibração e estão representados na Tabela 2. Os menores 
LD encontrados nesta metodologia foram obtidos para o 
ácido tartrônico e o glicerol utilizando a área e altura 
respectivamente. 

 A precisão instrumental do método foi avaliada 
através da injeção de uma amostra 10 vezes, seguido por 
um branco com determinação do desvio padrão e do 
coeficiente de variação. Os valores obtidos estão 
apresentados na Tabela 3. Estes resultados mostram que a 
metodologia proposta é precisa, uma vez que os valores de 
desvio padrão e coeficiente de variação obtidos f
1,11 -1 e % respectivamente o que indica que 
estes parâmetros apresentam um conjunto de dados 
homogêneos. 

Tabela 3. Precisão instrumental. 
Área do pico Altura do Pico

Padrões Desvio Padrão
-1 CV % Desvio Padrão

-1 CV %

Ácido oxálico 1,11 3,60 0,83 2,69
Ácido tartrônico 1,09 3,59 0,90 2,87
Gliceraldeído 0,86 2,86 0,76 2,69
Ácido glicólico 0,87 2,68 0,79 2,49
Ácido lático 0,93 3,00 0,87 2,81
Glicerol 0,85 2,67 0,85 2,70
Ácido fórmico 1,00 3,27 0,88 2,83
Ácido acético 1,04 3,37 0,81 2,60

 A repetitividade foi avaliada com a injeção de 10 
amostras preparadas na concentração de 500 g mL-1. Os 
resultados de área e altura foram plotados nas curvas de 
calibração para determinação da concentração. Os CV 
obtidos tanto pela área como pela altura do pico foram
8,98% conforme mostra a Tabela 4. Estes resultados 
mostram que a metodologia proposta é precisa, uma vez que 
os valores de desvio 
mL-1 % respectivamente.

 A exatidão do método foi avaliada através do teste 
de recuperação onde uma amostra obtida na reação de 
oxidação do glicerol foi fortificada em 03 níveis e cada 
nível foi analisado em triplicata. A recuperação determinada 
pela área e pela altura do pico apresentaram valores na faixa 
de 85,6 ± 0,18 a 112,3 ± 0,11%.  

Tabela 4. Repetitividade.
Área do pico Altura do Pico 

Padrões Desvio Padrão
-1 CV % Desvio Padrão

-1 CV %

Ácido oxálico 1,29 3,57 2,29 6,44
Ácido tartrônico 1,59 7,18 1,54 6,53
Gliceraldeído 2,20 6,68 1,88 6,10
Ácido glicólico 1,97 6,12 1,98 5,88
Ácido lático 3,58 8,98 3,14 8,09
Glicerol 2,67 6,88 2,38 6,28
Ácido fórmico 1,88 5,43 1,98 5,51
Ácido acético 3,01 8,62 2,34 6,57

  A robustez do método foi avaliada com 
parâmetros estudados no desenvolvimento do método de 
forma univariada. O método proposto é robusto para 
pequenas variações de tempe
insignificativas na resolução e no tempo de retenção. Na 
avaliação da robustez pelo pH da fase móvel, foram 
observadas alterações quando o pH estudado foi 2,14, 
porém no pH 2,34 ocorreram pequenas alterações na 
resolução dos compostos tornando o método robusto apenas 
para o aumento do pH em 0,1. As modificações do fluxo 
estudadas alteraram apenas o tempo de análise. 
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