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RESUMO
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DETERMINACAO SIMULTANEA DE GLICEROL LIVRE E TOTAL, MONO-, DI- E
TRIGLICERIDEOS EM BIODIESEL ETILICO DE GIRASSOL, MAMONA E DA
MISTURA DE SEBO E SOJA EMPREGANDO GC-FID
AUTORA: ADRIANA NEVES DIAS
ORIENTADOR: PROF. Dr. EDNEI GILBERTO PRIMEL
Rio Grande, 29 de marco de 2010

O biodiesel produzido para ser comercializado no Brasil deve estar de acordo aos padrdes de
qualidade estabelecidos pela resolugdo de 4 de fevereiro de 2010 da Agéncia Nacional do
Petréleo, Gas Natural e do Biocombustivel (ANP, 04/2010). Neste trabalho, foi estudada a
aplicacdo dos métodos ASTM D 6584 e EN 14105 para o biodiesel de mamona e biodiesel
oriundo de rota etilica. Ambos os métodos empregam GC (Cromatografia Gasosa, do inglés
Gas Chromatography) com FID (Detecgao por lonizagao em Chama, do inglés Flame lonization
Detection) e reagdo de sillagdo com N-metil-N-(trimetilsilil)trifluoracetamida (MSTFA). Os
compostos foram identificados para quantificacdo pelos tempos de retengdo, para os
diglicerideos e triglicerideos foram utilizadas bandas de tempo de retencdo. Os parametros de
validacdo considerados foram: curva analitica, linearidade, sensibilidade, robustez, preciséo e
exatidao. Os métodos ASTM D 6584 e EN 14105 apresentaram sensibilidade semelhante para
todos os compostos. Foram escolhidas as condi¢gdes cromatograficas estabelecidas pelo
método ASTM D 6584 por ser mais rapido que o EN14105 e ter sensibilidade semelhante. O
método apresentou boa linearidade com todas as curvas analiticas com r maiores que 0,999. A
reacao de sililacdo com MSTFA foi otimizada para o biodiesel etilico de mamona em virtude da
sua composicao quimica. Um volume de 500 uL de MSTFA foi escolhido para realizacdo dos
ensaios de exatiddo e precisdo. Os valores de exatidao ficaram entre 67 e 145,9% com valores
de precisdao menores que 11%. Foi avaliada a ocorréncia de efeito matriz para biodiesel etilico
de mamona, sendo que esse efeito foi considerado baixo para glicerol, monooleina e dioleina e
médio para trioleina. Mesmo havendo efeito de matriz o preparo das curvas analiticas em
solvente conforme sugerido pelos métodos de referéncia foi mantido. O método foi robusto
frente as variagbes da composicdo quimica da matriz. Na aplicagdo do método, esse se
mostrou adequado para amostras de biodiesel etilico de mamona, de girassol e da mistura de
sebo e soja.

Palavras-chave: biodiesel etilico; mamona; girassol; sebo e soja; glicerol; glicerideos; GC-FID
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The biodiesel produced to be marketed in Brazil should be according to the quality standards
established by the Resolution of February 4, 2010 of the Agéncia Nacional do Petréleo, Gas
Natural e do Biocombustivel (ANP, 04/2010). In this work, the application of the methods ASTM
D 6584 e EN 14105 for castor oil biodiesel and biodiesel from ethylic routes was studied. Both
the methods use Gas Chromatography with Flame lonization Detection and silylation reaction
with N-Methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoroacetamide (MSTFA). The compounds were identified
by the retention times, and for di- and triglycerides were used bands of retention time. The
validation parameters were: analytical curve, linearity, sensibility, robustness, precision and
accuracy. The methods ASTM D 6584 e EN 14105 showed similar sensitivity for all the
compounds. The chromatographic conditions established by the method ASTM D 6584 were
chosen because it is faster than the method EN14105. The method presented good linearity with
r greater than 0,999 for all analytical curves. The silylation reaction was optimized for the ethylic
castor biodiesel because of its different chemical composition. A volume of 500 yL of MSTFA
was chosen for the realization of the precision and accuracy assays. The accuracy values were
between 67.0 and 145.9% with precision values lower than 11%. The matrix effect occurrence
for ethylic castor oil biodiesel was evaluated. The effect was considered low for glycerol, mono-
and diolein and it was considered media for triolein. But, the analytical curves were prepared in
solvent even though the matrix effect. The method was robust regarding variations of the matrix
chemical composition. In the application of the method, this proved to be suitable to the samples
of ethylic biodiesel of castor oil, sunflower and tallow/soybean mixture.

Key words: ethylic biodiesel, castor oil, sunflower, tallow/soybean, glycerol, glycerides, GC-FID
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TFAA - Anidrido trifluoracético

TLC - Cromatografia de Camada Fina, do inglés Thin Layer Chromatography
TMCS - Trimetilclorosilano

TMSI — N-trimetilsililimidazol

tr — tempo de retengao

UV - Detecgdo no Ultravioleta, do inglés Ultraviolet Detector

Xm — Mmédia de medidas em réplica
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1 INTRODUGAO

Os combustiveis sdo essenciais para atividades humanas como: producéo
agricola, produgao industrial e transporte; com isso, estdo diretamente relacionados
com a economia. Portanto, os combustiveis sao imprescindiveis a vida do homem.
A previsdo de esgotamento do petrdleo, principal fonte de combustivel mundial,
ameacga a producdo dos seus derivados como a gasolina e o diesel, gerando
incentivos para a produgao de biocombustiveis alternativos como o etanol e o
biodiesel.

Aliado ao esgotamento, ha as questdes ambientais no que se refere as
emissoes liberadas na queima dos combustiveis oriundos do petréleo. Essas
emissdes sdo consideradas as maiores agressoras do meio ambiente atualmente.
Os biocombustiveis, com origem na biomassa, apresentam vantagem com relagao a
diminuicdo da emissao de compostos considerados toxicos, como hidrocarbonetos
alifaticos, hidrocarbonetos aromaticos, dioxido de carbono (devido a participagéo no
ciclo do carbono), dentre outros. Além do que, os biocombustiveis sao
biodegradaveis.

O Brasil, pelas suas condi¢gdes de solo e clima, se destaca na producao
mundial de biocombustiveis estando em crescente desenvolvimento. Para a
producdo de biodiesel ha uma ampla diversidade de oleaginosas incluindo: soja,
mamona, girassol entre outras; destacando também a producao de biodiesel a partir
da gordura bovina, a qual é a segunda maior fonte de matéria-prima do pais para a
obtencdo de biodiesel, depois da soja. A producdo de biodiesel no pais via rota
etilica vem ganhando cada vez mais espaco, pelo fato do etanol no Brasil ter grande
disponibilidade a partir da biomassa.

A fim de garantir um bom funcionamento nos motores a diesel, um controle de
qualidade é necessario para o biodiesel produzido. Varios pardmetros sédo exigidos
pelas normas que regulam a qualidade desse produto. A avaliagdo dos teores de
glicerol livre e total, mono-, di- e triglicerideos apds o processo de transesterificagéo
sao os principais indicadores da qualidade do biodiesel.

Existem métodos de referéncia estabelecidos para analise desses
contaminantes. No Brasil, esses métodos sao indicados pela Agéncia Nacional do

Petréleo, Gas Natural e do Biocombustivel (ANP), nos Estados Unidos da América



(EUA) pela American Society for Testing and Materials (ASTM) e na Unido Européia
pela European Standard (EN).

Os métodos ABNT NBR 15341 e EN 14106 s&o estabelecidos para
determinacao de glicerol livre em qualquer biodiesel. O método ABNT NBR 15342 é
indicado para analise de mono- e diglicerideos em biodiesel de mamona. O método
ABNT NBR 15344 ¢ indicado para determinagao de glicerol total no biodiesel de
mamona, e caso os métodos ABNT NBR 15341 e ABNT NBR 15342 sejam
aplicados é possivel determinar o conteudo de triglicerideos. Ja os métodos ASTM D
6584 e EN 14105 séao indicados para quantificagdo simultdnea dos teores de glicerol
livre e total, mono-, di- e triglicerideos em biodiesel metilico oriundo de d6leo de colza,
girassol, soja ou ésteres metilicos de composicdo semelhante a esses. Todos os
métodos anteriormente citados empregam GC (Cromatografia Gasosa, do inglés
Gas Chromatography) com detector FID (Detec¢ao por lonizagdo em Chama, do
inglés Flame lonization Detection), com excecao do método ABNT NBR 15344, que
emprega a iodometria.

Para a avaliagao dos teores de glicerol livre e total, mono-, di- e triglicerideos
em biodiesel de mamona é necessaria a utilizacdo de trés métodos distintos: ABNT
NBR 15341, ABNT NBR 15342 e ABNT NBR 15344; sendo o ultimo um método
classico. Baseado nisso, se torna importante o estudo analitico da aplicagdo dos
métodos ASTM D 6584 e EN 14105 ao biodiesel de mamona, pois com esses €&
possivel a determinagédo simultanea dos teores de glicerol livre e total, mono-, di- e
triglicerideos. Para tal € necessario uma otimizagao da reacao de sililagao utilizada
por esses metodos.

Além disso, esse estudo analitico amplia a gama de amostras para as quais
os métodos ASTM D 6584 e EN 14105 sao aplicaveis, incluindo biodiesel de
mamona com uma composi¢do quimica distinta das amostras para as quais esses
métodos s&o indicados e biodiesel da mistura de sebo:soja (20:80) a qual apresenta
composicao semelhante. Essa ampliacdo se da também no que se refere a
aplicagao desses métodos a biodiesel produzido via rota etilica, pois as amostras de
biodiesel que compdem o estudo sao: biodiesel etilico de girassol, biodiesel etilico
de mamona e biodiesel etilico da mistura de sebo:soja (20:80).

E ressaltada a importancia deste trabalho no ambito da producdo nacional
porque inclui como amostras possiveis de serem analisadas pelos métodos ASTM D

6584 e EN 14105 o biodiesel de mamona e biodiesel etilico, ou seja, colabora para



atender a necessidade de métodos que sejam adequados as matérias-primas

caracteristicas do Brasil, para a producgao de biodiesel.



2 OBJETIVOS

Geral
<> Determinacdo simultanea de glicerol livre e total, mono-, di- e
triglicerideos em biodiesel etilico de girassol, mamona, e da mistura de sebo e soja

empregando GC-FID.

Especificos
X Otimizar a reacao de sililagao para o biodiesel etilico de mamona;

X Testar a influéncia de aquecimento de temperatura mais brando
(EN 14105) e mais rapido (ASTM D 6584) na separagao de ésteres, mono-, di- e
triglicerideos em amostras de biodiesel etilico de mamona e da mistura de sebo e

soja

X/

X2 Validar o método, considerando: curva analitica, linearidade, precisao,
exatidao e robustez;
X Comparar a sensibilidade dos métodos ASTM D 6584 e EN 14105;

X Avaliar o efeito matriz na amostra de biodiesel etilico de mamona;

X/

X Aplicar o método para amostras de biodiesel etilico de girassol,
mamona e da mistura de sebo e soja produzidas nos laboratérios de Quimica
Orgénica da FURG;



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Processos para utilizagao de 6leos vegetais e gorduras animais como
combustiveis

O interesse no uso de combustiveis renovaveis iniciou com o uso direto de
Oleos vegetais como substituto para o diesel. H4 mais de cem anos o inventor do
motor diesel Rudolph Diesel realizou os primeiros testes com 6leo de amendoim
(BALAT e BALAT, 2008). Nas décadas de 1930 e 1940 dleos vegetais foram usados
como combustiveis para motores diesel, mas geralmente em situagdes de
emergéncia.

Os oOleos vegetais apresentam injecdo, atomizacdo e combustao
significativamente diferente do diesel (SRIVASTAVA e PRASADA, 2000). Possuem
poder calorifico comparavel ao diesel, no entanto a injegdo direta deles é restringida
devido as propriedades fisicas desfavoraveis, principalmente a alta viscosidade
(RAMADHAS et al., 2004). A viscosidade dos 6leos vegetais € de dez a dezessete
vezes maior que a do diesel (DEMIRBAS, 2009). A baixa volatilidade e o carater
poliinsaturado desses Oleos também se apresentam como restricdes ao uso dos
mesmos como combustivel. Além do que os motores diesel devem ser modificados
para atuarem com oleos vegetais (FUKUDA et al., 2001; DEMIRBAS, 2009).

A alta viscosidade dos 6leos vegetais influencia no processo de injecao e leva
a pobre atomizacdo dos mesmos. A baixa volatilidade lhes confere alto ponto de
fulgor e a ineficiente mistura formada entre o éleo e o ar contribui para a combustéo
incompleta (SRIVASTAVA e PRASADA, 2000). Como consequéncia ha formacgéao de
depdsitos no motor e carbonizacdo nos bicos do injetor. A combinacdo da alta
viscosidade e baixa volatilidade dos 6leos vegetais provocam mau arranque e atraso
na ignicdo. A oxidagdo dos 6leos, favorecida pelo seu carater poliinsaturado, forma
depdsitos sobre os injetores prejudicando a combustao.

Pesquisas tém sido desenvolvidas para produzir derivados de 6leos vegetais
a fim de superar as restricdes de uso dos Oleos para garantir que o desempenho
desses derivados se aproxime da performance do diesel (SRIVASTAVA e
PRASADA, 2000). Processos como diluigdo dos 6leos, pirdlise termal, pirdlise

catalitica, microemulsdo e transesterificacdo foram especialmente desenvolvidos



para reduzir a viscosidade dos 6leos (DEMIRBAS, 2009).

Além dos Oleos vegetais as gorduras animais também surgiram como
substitutas ao diesel, sendo mais recentes as pesquisas relacionadas as gorduras.
As gorduras animais s&o altamente viscosas e, em geral, permanecem solidas a
temperatura ambiente (ONER e ALTUN, 2009). A alta viscosidade leva & atomizacéo
pobre e combustao incompleta. Os processos que possibilitam de forma eficaz o uso
de derivados de gorduras animais em motores diesel sdo a transesterificacdo e a

emulsificagao.

3.1.1  Diluigdo dos 6leos vegetais

A diluicdo dos oleos vegetais pode ser feita com diesel ou etanol puro
(SRIVASTAVA e PRASADA, 2000). Algumas pesquisas na literatura relatam que o
processo de diluicdo de Oleos vegetais reduz a viscosidade, mas ndo de maneira

eficiente para uso a longo prazo em motores diesel (RAMADHAS et al., 2004).

3.1.2 Pirdlise termal e pirolise catalitica

Pirdlise termal € uma mudanga quimica causada pela aplicagdo de energia
térmica na presenca de nitrogénio. Quando se utiliza catalisadores denomina-se
pirdlise catalitica, processo mais conhecido como craqueamento catalitico. A
decomposicado térmica de triglicerideos produz compostos como alcanos, alcenos,
alcadienos, aromaticos e acidos carboxilicos (BALAT e BALAT, 2008). Os produtos
da pirdlise apresentam baixa viscosidade e alto numero de cetano quando
comparado os triglicerideos; aceitaveis quantidades de enxofre, valores de corrroséo
de cobre, agua e sedimentos; mas inaceitaveis em termos de conteudos de cinzas,
residuos de carbono e ponto de fluidez (SRIVASTAVA e PRASADA, 2000; SHARMA
et al, 2008).

Os produtos gerados na pirdlise sdo semelhantes aos derivados do petréleo,
ou seja, durante o processo o oxigénio € removido do combustivel. Com isso o
beneficio ambiental de usar um combustivel oxigenado é perdido (MA e HANNA,
1999).



3.1.3 Microemulsao

Microemulsbes de Oleos vegetais e de gorduras animais sao feitas com
solventes como metanol, etanol e 1-butanol. Pode ser definida como um sistema
termodinamicamente estavel, isotrépico e transparente de dois liquidos imisciveis e
normalmente um ou mais liquidos ibnicos ou nao-iénicos anfifilicos (sdo tensoativos
que formam coloides ou micelas em solugao) (RAMADHAS et al., 2004). Exemplo:
microemulsdo pela mistura de dleo de soja, metanol e 2-octanol. O 2-octanol &€ um
liquido ndo-ibnico anfifilico que faz a solubilizagdo micelar do metanol no dleo de
soja (MA e HANNA, 1999).

Alguns trabalhos que utilizaram microemulsdo relataram a reducdo da
viscosidade do combustivel, mas foi irregular para uso prolongado. Testes
laboratoriais em motores diesel mostraram a formacao de depdsitos de carbono e
combustéo incompleta, dentre outros (BALAT e BALAT, 2008).

3.1.4 Transesterificagcao

Transesterificagdo € uma reagao quimica entre uma molécula de triglicerideo
e trés moléculas de alcool de cadeia curta com ou sem catalisador formando trés
moléculas de ésteres de alquila (biodiesel) e uma molécula de glicerol. A
transesterificacdo consiste da seqléncia de trés reacdes reversiveis consecutivas
onde triglicerideos sdo convertidos a diglicerideos, e estes s&o convertidos a
monoglicerideos seguido pela conversdo de monoglicerideos a glicerol. Em cada
passo um éster é produzido, entdo trés moléculas de ésteres sido produzidas a partir
de uma molécula de triglicerideo. Dentre os processos para producéo de derivados
de oleos ou gorduras com redugéo na viscosidade, a reagao de transesterificagdo é
o mais viavel (SHARMA et al., 2008). Além disso, produz como co-produto o glicerol
o qual tem valor comercial. Os alcoois que podem ser usados na transesterificacao
sdo: metanol, etanol, propanol, butanol e alcool amilico (FUKUDA et al., 2001; MA e
HANNA, 1999). No entanto, os alcoois efetivamente utilizados sdo metanol e etanol.

O metanol, por ser mais reativo e ter menor custo, € amplamente utilizado na
produgdo mundial de biodiesel. No Brasil a produgdo em larga escala de etanol

obtido da cana-de-agucar torna o etanol mais barato que o metanol. Além disso, a



producao de biodiesel com etanol derivado da cana-de-agucar (biomassa) € um
processo independente do petroleo, diferentemente da producdo via metanol
(FERREIRA et al., 2008). O etanol, além de ter produg&o consolidada no Brasil, é
consideravelmente menos toxico que o metanol e produz biodiesel com maior
numero de cetano e lubricidade (LOBO e FERREIRA, 2009). Uma desvantagem do
etanol esta no fato deste promover uma maior dispersao da glicerina no biodiesel,
dificultando a sua separacgéo.

Como a reacgao de transesterificacdo € reversivel, um excesso de alcool é
utilizado em relagéo ao triglicerideo a fim de favorecer o equilibrio para a formagao
de ésteres de alquila e glicerol. Para o metanol que € mais reativo, a razdo molar
com relag&o ao triglicerideo comumente empregada € de 6:1, enquanto que para o
etanol, a razdo varia de 9:1 a 12:1 (LOBO e FERREIRA, 2009).

Os catalisadores empregados na reagao sao acidos, bases ou heterogéneos.
Os catalisadores acidos utilizados sao os acidos: sulfurico, hidrocloridrico ou
sulfénico. Os catalisadores basicos incluem hidroxidos de soédio e potassio,
carbonatos e alcoxidos. A transesterificacdo catalisada por bases € mais rapida que
a catalisada por acidos e frequentemente é mais utilizada na industria (MA e
HANNA, 1999). A escolha por catédlise acida ou basica depende do conteudo de
acidos graxos livres na matéria-prima. Esse conteudo n&o deve exceder certo limite
para ser possivel uma catélise basica (SHARMA et al., 2008). Nas Figuras 1 e 2 sao

apresentados os mecanismos de transesterificagado acida e basica, respectivamente.
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Figura 2 — Mecanismo de transesterificagao basica

Os catalisadores basicos e acidos sdo homogéneos e, portanto os ésteres e 0
glicerol tém que ser separados dos catalisadores por lavagens com agua destilada.
Assim, pesquisadores apresentam catalisadores heterogéneos como uma opg¢ao
para solucionar esse problema de consumo de agua e tempo, pois eles pode ser
separados por filtragdo (SHARMA et al., 2008). Os catalisadores heterogéneos
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incluem enzimas, silicatos de titdnio, compostos com metais alcalinos terrosos,
resinas trocadoras de anions e guanidinas heterogeinizadas sobre polimeros
organicos (VICENTE et al., 2004).

A reacao de transesterificacdo pode ocorrer sem catalisador. Neste caso, séo
controladas temperatura e pressado criticas do alcool. A transesterificacdo de
triglicerideos por fluido supercritico pode ser feita com metanol, etanol, propanol e
butanol (DEMIRBAS, 2006). Esse método livre de catalisador foi desenvolvido
recentemente empregando fluido supercritico com metanol para produgdo de
ésteres metilicos do 6leo de colza (SAKA e KUSDIANA, 2001).

3.1.5 Métodos enzimaticos, glicerdlises e esterificagao

A utilizagdo da reacdo de transesterificagdo com catalisadores basicos para
obtencao de biodiesel a partir de matérias-primas com teor de acidos graxos livres
superior a 2% forma sabdes que inibem a reagcédo e dificultam a separacdo do
glicerol do éster (NREL, 2004). Neste caso podem ser feitos dois processos:
eliminacdo dos acidos graxos por adicdo de hidroxido de sédio e posterior
centrifugac&o ou conversao dos mesmos a biodiesel.

Para o aproveitamento desses acidos para producdo de biodiesel sdo
utilizados: métodos enzimaticos, glicerdlise ou esterificagdo. Métodos enzimaticos
requerem enzimas caras e nao sdo usados em escala comercial (NREL, 2004). A
glicerdlise envolve a adicdo de glicerol a matéria-prima e aquecimento a alta
temperatura (200 °C), na presenga de um catalisador, como cloreto de zinco (NREL,
2004). O glicerol reage com os acidos graxos livres para formar mono-, diglicerideos
e agua, sendo a agua vaporizada imediatamente. Com isso € reduzido o teor de
acidos graxos livres para posterior transesterificacdo basica. No entanto, a
glicerdlise é uma reacao lenta e necessita de alta temperatura.

Quando postos para reagir 6leos ou gorduras com um alcool de cadeia curta
na presenga de um catalisador acido ocorrem duas reagdes: transesterificagdo dos
triglicerideos e esterificacdo dos acidos graxos livres (NREL, 2004). Entretanto, a
transesterificagcdo por catalise acida é lenta. Por isso, usualmente é realizada
primeiro a esterificagdo com reducao do teor de acidos graxos livres para possibilitar

posterior transesterificacao basica. A transesterificacio basica € mais rapida e com a
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utiizacdo de ambos os processos (transesterificacdo e esterificagdo) ha um
aproveitamento maior da matéria-prima para a conversao em biodiesel.

Recentemente, um novo método denominado adigdo on pot de acido sulfurico
foi desenvolvido para producdo de biodiesel (HAERTEL, 2009). O principio do
meétodo baseia-se na transesterificacdo basica com reagao de saponificacao paralela
seguida pela adigdo on pot de acido sulfurico com neutralizagao do sabao levando a
formagao de acidos graxos livres. ApOs etapas de purificacdo € realizada a reagéo
de esterificagéo.

Em matérias-primas com conteudo muito alto de &cidos graxos livres é
realizada somente a reagao de esterificacdo para obtencao de biodiesel (TESSER et
al., 2009). Pode ser via catalise homogénea acida, por catalise heterogénea com,
por exemplo, resinas acidas trocadoras de ions, ou ainda, sem catalisador utilizando
fluido supercritico (SHOTIPRUK et al., 2009).

3.2 Biodiesel

O Professor Expedito Parente, da Universidade Federal do Cearda, descobriu
o biodiesel a partir do 6leo de algodao e, em 1980, registrou a primeira patente
mundial de biodiesel (PETROBRAS, 2007). O biodiesel é definido como um
combustivel composto de ésteres de alquila de acidos graxos de cadeia longa,
derivados de Oleos vegetais ou de gorduras animais (ANP 04/2010). Embora as
microalgas nao fagam parte dessa definicao, atualmente tem se produzido biodiesel
de microalgas via reacdes de esterificacao e transesterificagcao, pois 6leos vegetais e
gorduras animais ndo sao suficientes para suprir a demanda de biodiesel
(SPOLAORE et al., 2006).

O biodiesel é bastante semelhante ao 6leo diesel em propriedades fisicas e
quimicas, como observado na Tabela 1, portanto € considerado como o melhor
substituto ao diesel (FERREIRA et al., 2008). Desse modo, pode ser usado puro ou
misturado ao 6leo diesel sem qualquer alteracdo no motor a diesel, na distribuicdo e
infra-estrutura de armazenamento de combustiveis existentes (TAN e VAN
GERPEN, 1999).
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Tabela 1 — Comparacgao das propriedades fisicas e quimicas do diesel N°2* e

do biodiesel
Propriedade Diesel Biodiesel
Poder calorifico superior (btu gal™) ~ 137,640 ~127,042
Poder calorifico inferior (but gal™) ~129,050 ~118, 170
Viscosidade cinematica (mm? s™') a 40 °C 1,3-4,1 4,0-6,0
Massa especifica (kg L™) a 15,5 °C 0,85 0,88
Densidade (Ib gal') a 15,5 °C 7.1 7.3
Carbono (% massa) 87 77
Hidrogénio (% massa) 13 12
Oxigénio, por dif.
(% massa) 0 M
Enxofre (% massa) 0,0015 max 0-0,0024
Ponto de ebuli¢cao (°C) 180 — 340 315-350
Ponto de fulgor (°C) 60 — 80 100 -170
Ponto de nuvem (°C) -35a5 -3a15
Ponto de fluidez (°C) -35a-15 -5a10
Numero de cetanos 40 a 55 48 — 65

Fonte: NREL, 2009

*Propriedades fisicas e quimicas do Diesel N°2 (gaso6leo que caminhdes e carros movidos a diesel
utilizam) segundo ASTM D 975 Standard Specification for Diesel Fuel Qils

*Propriedades fisicas e quimicas do biodiesel segundo ASTM D 6751 Standard Specification for
Biodiesel Fuel Blend Stock (B100) for Middle Distillate Fuels

A designagdo do biodiesel puro é B100 (100% de ésteres de alquila)
(FERREIRA et al., 2008). O biodiesel normalmente é utilizado misturado ao dleo
diesel conforme a legislacdo de cada pais. A mistura 6leo diesel/biodiesel é
nomeada, por exemplo, como B 4 sendo constituida de 4% de B100 (biodiesel) e
96% de diesel.

O biodiesel nao é derivado do petréleo e, por isso quando comparado ao 6leo
diesel reduz o acumulo de dioxido de carbono e reduz as emissdes de monoxido de
carbono, oxidos de enxofre, hidrocarbonetos, hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos nitrados, fuligem, material

particulado e, sob algumas condigbes, Oxidos de nitrogénio (DEMIRBAS, 2009;



13

FUKUDA, 2001). Essas redugdes aumentam conforme se adiciona mais biodiesel na
mistura 6leo diesel/biodiesel.

Além dessas vantagens o biodiesel € biodegradavel e pode ser produzido
internamente com a possibilidade de reduzir importagcées de petréleo (DEMIRBAS,
2009). A biodegradabilidade do biodiesel tem sido proposta como a solug¢ao para o
problema dos residuos. Ele se degrada quatro vezes mais rapido que o petrodiesel
em virtude da presenga do oxigénio em sua cadeia e ndo é toxico. Nas Figuras 3 e 4
sao representadas as estruturas quimicas caracteristicas dos constituintes do diesel

e do biodiesel.

P G G G G G P

Figura 3 — Estrutura quimica de um dos componentes da mistura do diesel

/\/\/\/\/\/\/\/\)L

Figura 4 — Estrutura quimica de um dos componentes da mistura do biodiesel

3.3 Producao e uso de biodiesel

Nos Estados Unidos e nos paises que integram a Unido Européia é produzido e
utilizado biodiesel comercialmente (MDIC, 2006). Ambos sdo os detentores das
maiores capacidades de produgdo no mundo. Outros paises como Canada,
Australia, Filipinas, Argentina, Japao, india, Malasia e Taiwan incentivam a produgéo
e o0 uso do biodiesel, assim como o Brasil.

A Unido Européia produz biodiesel em escala industrial desde 1992. Dados de
2006 apontam 120 plantas industriais € uma producédo de 6,92 milhdes de metros
cubicos (SEBRAE, 2007). As plantas ficam localizadas na Alemanha, na Franga, na
ltalia, na Austria e na Suécia, sendo a Alemanha o pais com maior numero de
plantas industriais. No ano de 2006, a Alemanha foi responsavel por 44% da
producdo de biodiesel da Unido Européia, seguida pela Itadlia com 14% e Franca
com 13%. A principal matéria-prima utilizada é a colza, e em menores proporg¢des a

soja, a palma e o girassol (SEBRAE, 2007).
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Em 2006, nos EUA 105 plantas industriais estavam em operagao produzindo
3,28 milhdes de metros cubicos de biodiesel (MDIC, 2006). A principal matéria-prima
€ 0 Oleo de soja, e em menores propor¢des 6leos de frituras e outras fontes.

No mundo, os percentuais de adicdo do biodiesel ao 6leo diesel variam de 2% a
30%. Dados de 2003 destacam Alemanha e Franga com parte de sua frota
circulando com biodiesel puro. E, além disso, na Alemanha é ofertado o biodiesel
puro para o consumidor definir qual percentagem de biodiesel Ihe convém a
adicionar no diesel.

A lei n°® 11.097, publicada em 13 de janeiro de 2005 introduziu o biodiesel na
matriz energética brasileira e ampliou a competéncia administrativa da ANP que
passou a denominar-se Agéncia Nacional do Petroleo, Gas Natural e
Biocombustiveis (ANP, 2009). Desde a introdugao do biodiesel na matriz energética
brasileira, em janeiro de 2005, até julho de 2009 houve um crescente aumento na

producgao de biodiesel, como observado na Figura 5.
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Figura 5 — Producgao de biodiesel no Brasil de 01/2005 a 09/2009 (Fonte: ANP,
2009)

Na Figura 6 é observada a participagdo de cada regido do pais nessa
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produgao.
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Figura 6 — Producao de biodiesel por regido no ano de 2007 (Fonte: MDIC,
2006)

Em 2008, ocorreu ampliagado da produgao brasileira de biodiesel em 190%.
Isso reduziu a necessidade nacional de importacédo do diesel, ocasionando ganho na
balangca comercial (MME, 2008). Foi evitada a importacao de 1,1 bilhdes de litros de
diesel o que representou um ganho de aproximadamente US$ 976 milhdes na
balanca comercial. Por outro lado, a importagcdo de diesel ultrapassou 4 bilhdes de
litros, aumento de 36% em relagdo a 2007. Em 2008 foram gastos 4,9 US$ bilhdes
com essa importagdo e em 2007 2,5 US$ bilhdes. Caso ndo houvesse a adigdo de
biodiesel esse gasto seria maior.

O biodiesel, além de ser um combustivel ambiental e socialmente correto, se
configura como uma alternativa para eliminar a dependéncia do diesel importado.
Propicia também a movimentagdo de economias locais e regionais, tanto na etapa
agricola como na industria de bens e servigos.

No Brasil o 6leo de soja € a matéria-prima mais utilizada para a fabricagao de
biodiesel, seguido da gordura bovina e do d6leo de algoddo. Em julho de 2009 a
participacéo do 6leo de soja foi de 78,7%, 14,62% para gordura bovina, 4,11% para
0 Oleo de algodéao e 2,57% para outras matérias-primas (ANP, 2009). O Brasil é um
pais que, por sua extensa area geografica, clima tropical e subtropical, favorece o
cultivo de uma ampla diversidade de oleaginosas para a produgdo de biodiesel

(SEBRAE, 2007). Sao elas: soja, algodao, amendoim, mamona, girassol, tungue,
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babacu, canola, dendé, gergelim, jojoba, linhaca, buriti, nabo forrageiro, palmiste,
pequi, pinhdo-manso, tucuma. Por isso, o Brasil € um pais com potencial invejavel
na producdo de biodiesel. Sdo usadas também matérias-primas como o6leos de
descarte, residuo industrial, gorduras animais e 6leos ja utilizados em frituras de
alimentos. Além disso, ha incentivo através de pesquisas para producao de biodiesel
de microalgas.

Entre janeiro e junho de 2008 passou a ser obrigatoria a utilizacdo do B2 no
Brasil. A partir de julho de 2008, o uso do B3 e a partir de 1° de julho de 2009 o uso
do B4. A excecéao € o dleo diesel para uso aquaviario que s6 devera conter biodiesel
a partir de 01/01/2011 (ANP, 2009). E em fevereiro desse ano passou a ser utilizado
o B5 (ANP 04/2010).

O estado do Rio Grande do Sul (RS) é o maior produtor de biodiesel no Brasil
e tem apresentado um crescimento notério na sua produgéo, como visto na Figura 7.
Além de oleaginosas comuns como soja e girassol, o estado apresenta potencial

para producao de biodiesel a partir de mamona, canola, pinhdo-manso e tungue.
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Figura 7 — Producgao de biodiesel no Rio Grande do Sul de 01/2007 a 09/2009
(Fonte: ANP, 2009)
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3.3.1  Matérias-primas utilizadas para produg¢ao de biodiesel

3.3.1.1 Girassol
O girassol, Helianthus annuus L., € uma oleaginosa anual da familia

Compositae, originaria do continente Norte Americano. O girassol atualmente é
cultivado em todos os continentes, sendo a quarta oleaginosa em produgao de graos
e a quinta em area cultivada no mundo (EMBRAPA, 2009).

E uma oleaginosa com caracteristicas importantes, como maior resisténcia a
seca, ao frio e ao calor; se adapta a diferentes condi¢des de solo e clima, podendo
ser cultivada desde o estado do RS, no Hemisfério Sul, até o estado de Roraima, no
hemisfério norte. Sua produgdo € pouco influenciada pela latitude, altitude e
fotoperiodo. E uma cultura que promove a ciclagem de nutrientes ao longo do solo e
disponibiliza uma grande quantidade de nutrientes pela mineralizacdo dos restos
culturais. Em virtude dessas caracteristicas pode ser utilizada nos sistemas de
rotacdo e sucessao de culturas nas regides produtoras de graos; pode ser cultivada
como primeira cultura, aproveitando o inicio das chuvas (inverno-primavera), ou
como segunda cultura (verao-outono), aproveitando o final das chuvas (EMBRAPA,
2009; CAMPOS LEITE, 2007).

A planta inteira do girassol pode ser utilizada como adubo verde, forragem e
silagem. Sua raiz serve como matéria organica e para reciclagem de nutrientes do
solo; seu caule é usado na construgdo civil como isolante térmico e acustico
(UNGARO, 1985 apud FIGUEIREDO et al., 2008); sua folha pode ser usada como
herbicida natural (ALVES, 2008 apud FIGUEIREDO et al.,, 2008); os capitulos
fornecem sementes utilizadas na alimentagdo animal e também podem ser
cultivados como pasto apicola, paisagismo e decoragdo (MOREIRA, 2007 apud
FIGUEIREDO et al., 2008). Das sementes € extraido 6leo, utilizado na alimentacéo
humana, producdo de biodiesel e cosméticos; as cascas sao usadas na alimentacao
animal, e ainda podem ser prensadas na forma de aglomerado para a industria de
moveis (FIGUEIREDO et al., 2008).

A obtencdo do dleo pode ser via extracdo com solvente, tendo como
subproduto o farelo, ou por processo mecanico tendo como subproduto a torta. A

torta e o farelo de girassol sao utilizados na producao de ragdes para animais.
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As sementes de girassol contém de 45 a 55% de 6leo (RASHID et al., 2008).
O odleo de girassol é comestivel e possui em sua constituicado pequena percentagem
em acidos saturados e apresenta como principal constituinte um acido poliinsaturado
(linoleico), como observado na Tabela 2 (CASAS et al., 2010). O acido linoleico é
essencial ao desempenho das fungdes fisioldgicas do organismo humano e deve ser
ingerido através dos alimentos, ja que nao é sintetizado pelo organismo (EMBRAPA,
2009). Por essas caracteristicas € um dos O6leos vegetais de melhor qualidade
nutricional e organoléptica do mundo, agindo na prevencao de diferentes doencgas
cardiovasculares e no controle do nivel de colesterol no sangue. O 6leo de girassol
também ¢é utilizado para produgcdo de biodiesel, sendo que ambos apresentam o

mesmo perfil graxo, Tabela 2.

Tabela 2 - Composig¢ao de acidos graxos no 6leo de girassol

Acido graxo Composicgao (%)
Acido Palmitico C16:0 6,2
Acido Estearico C18:0 3,7
Acido Oléico C18:1 25,2
Acido Linoléico C18:2 63
Acido Linolénico C18:3 0,1
Outros <18

Fonte: CASAS et. al., 2010

3.3.1.2 Mamona
A mamona, Ricinus communis, € uma oleaginosa da familia Euphorbiaceae.

Ela cresce na selva em grande quantidade na maioria dos paises tropicais e sub-
tropicais, e é toleravel a variagdes nas condigbes do tempo (OGUNNIYI, 2006). O
cultivo da mamona é um dos mais tradicionais no semi-arido brasileiro. A planta é
encontrada de forma espontanea em varias regides do Brasil, desde o estado do
Amazonas até o estado do RS.

As sementes de mamona sao consideradas venenosas para humanos e
animais porque contém ricina, ricinina e certos alérgenos que sao toxicos. A
ingestdo acidental de sementes de mamona causa dor no abdémen, vémitos e
diarrea. A ingestdo de uma pequena quantidade de ricina, 1 mg, pode matar um
adulto (OGUNNIYI, 2006).

Das sementes da mamona é extraido o 6leo, através da combinagcdo ou néo
de um mecanismo de prensagem e extracdo com solvente. Quando utilizado o

mecanismo de prensagem certa quantidade de 6leo permanece junto ao subproduto,
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a torta, e a forma de recuperar esse 6leo se da através do processo de extracao
com solvente.

O subproduto da extracdo do dleo, a torta, € principalmente usado como
fertilizante. Nao é adequado como alimento para animais devido a presenca da
proteina téxica ricina e alérgenos téxicos. Ha estudos na literatura sobre a
desintoxicacdo da torta para permitir o uso em alimentacdo animal, incluindo
tratamentos com aménia, soda caustica dentre outros. Embora o uso da torta
desintoxicada como alimentacdo bovina tenha sido relatada é necessaria extrema
cautela e experimentacao (WOODEND, 1993 apud OGUNNIYI, 2006).

Existe uma variedade de sementes de mamona e elas contém de 46 a 55%
de oleo. O dleo produzido ndo é tdxico, pois os componentes que conferem a
toxicidade as sementes n&o sdo carregados com o 6leo. O 6leo de mamona né&o é
comestivel e pode ser usado para diversos fins, principalmente como matéria-prima
para produtos quimicos industriais devido a sua “Unica estrutura”. E constituido em
torno de 90% de um triglicerideo derivado do acido ricinoléico e 10% de acidos
graxos nao-hidroxilados, principalmente os acidos linoléico e oléico. Na Tabela 3 é
apresentada a composi¢ao quimica detalhada desse 6éleo (CANOIRA et. al., 2010).
O ¢6leo de mamona é usado como matéria-prima para tintas, revestimento,
lubrificantes e uma variedade de outros produtos. As pontes de hidrogénio dos
grupos hidroxila conferem alta viscosidade ao 6leo, o que permite o seu uso em
misturas lubrificantes. O d6leo de mamona também possui varias aplicacdes
medicinais, por exemplo o uso como laxante.

Além disso, ha inumeras reacdes feitas com esse 6leo para modifica-lo e ter
novas aplicagdes. A redugdo com hidrogénio para produzir o 6leo de mamona
hidrogenado é uma delas, o qual é usado em comésticos, tratamentos para cabelos,
pomadas, preparagao do acido hidroxiestearico e seus derivados (OGUNNIYI,
2006). O maior destaque nesse caso € dado as reacbes de transesterificacdo e
esterificacdo para producdo do biodiesel de mamona, o qual tem o mesmo perfil

graxo do 6leo (Tabela 3).
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Tabela 3 - Composigao de acidos graxos no 6leo de mamona

Acido graxo Composigao (%)

Acido Ricinoléico C18:1(9)-OH (12) 87,10
Acido Linoléico C18:2 5,27
Acido Oléico C18:1 3,81
Acido Estearico C18:0 1,31
Acido Palmitico C16:0 1,25
Acido Linolénico C18:3 0,81
Acido Eicosanéico C20:1 (11) 0,38
Acido Linolénico C18:3 0,05
Acido Behénico C22:0 0,01
Acido Erucico C22:1 0,01

Fonte: CANOIRA et. al., 2010

Assim como 06leo, o biodiesel de mamona possui alta viscosidade em fungao
da alta concentracdo em sua composicdo do éster derivado do acido ricinoléico.
Essa caracteristica acarreta varios problemas quando o biodiesel de mamona é
utilizado: queima incompleta do biocombustivel provocando formacédo de acumulos
de carbono nos bicos injetores e nos anéis de pistdes (MACEDO BELTRAO e
OLIVEIRA, 2008). A mistura do biodiesel de mamona com biodiesel oriundo de
outras fontes com percentual de 40% do primeiro é o indicado para esse caso, pois
resulta em uma viscosidade dentro dos padrdes estabelecidos pela resolugcdo ANP
n° 7 de 19 de marco de 2008.

3.3.1.3 Soja
A soja (Glycine max (L.) Merrill) foi a unica cultura a ter um crescimento

expressivo na area cultivada nas ultimas trés décadas no Brasil (EMBRAPA, 2009).
O Brasil € um pais com uma variedade climatica muito grande, nao existindo uma
época para o cultivo da soja; de um modo geral a soja é plantada quando ja passou
o periodo de geadas e o solo estd umido. As sementes de soja geram 40% de
proteina e 20% de 6leo. Como o teor de 6leo é pequeno o processo de extragao é
somente por solvente (SARTORI et al., 2009). A proteina, farelo obtido na extracgao,
€ utilizada como ragéao animal. O dleo de soja tem varios usos como: para cozinhar
(assar e fritar alimentos), e como matéria-prima na produgdo industrial de tintas,
corantes, lubrificantes, plasticos e biodiesel (DYER e MULLEN, 2008; SHIBATA et

al., 2008). Na Tabela 4 é apresentado o perfil graxo do 6leo e do biodiesel de soja.
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Tabela 4 - Composigao de acidos graxos no 6leo de soja

Acido graxo Composigao (%)
Acido Linoléico C18:2 50,5
Acido Olgico C18:1 25,8
Acido Palmitico C16:0 11,3
Acido Linolénico C18:3 6,8
Acido Estearico C18:0 4.6

Fonte: ZHANG et. al., 2009

3.3.1.4 Sebo bovino
Residuos de carne das industrias alimenticias sdo caracterizados pelo

baixo custo, por isso o interesse no uso de gorduras de origem animal (sebo bovino
e banha de porco) para a producédo de biodiesel tem aumentado (LEBEDEVAS e
VAICEKAUSKAS, 2006). O sebo bovino é o tipo de gordura animal mais utilizado
para a obtencao de biodiesel, e é definido como o produto obtido a partir de residuos
de tecidos bovinos processados em: digestores de batelada ou continuos, extragéo
da gordura por prensa, centrifuga ou pelo método de extracdo de solventes
organicos (DA CUNHA, 2008).

O biodiesel produzido a partir de gorduras animais € dito economicamente
mais viavel que o oriundo de 6leos vegetais (CANAKCI et al., 2007). A composigao
quimica das gorduras animais e Oleos vegetais também determina vantagens e
desvantagens entre ambas as matérias-primas no biodiesel produzido. Oléos
vegetais (Tabelas 2, 3 e 4) e gorduras animais (Tabela 5) (WYATT et al., 2005)
apresentam composicdo quimica diferente: os 6leos sdo ricos em ésteres derivados
de acidos graxos insaturados e as gorduras em ésteres derivados de acidos graxos
saturados (IMAHARA et al., 2006). Em virtude disso, o biodiesel oriundo de dleos
vegetais quando comparado ao obtido de gorduras animais tem as vantagens de ter
baixos pontos de névoa, de entupimento de filtro e de fusdo; e as desvantagens de
baixo numero de cetanos e menor estabilidade a oxidacdo (LEBEDEVAS e
VAICEKAUSKAS, 2006). Como consequéncia, o biodiesel de origem vegetal é
indicado para uso em climas frios ao passo que o de origem animal n&o.

As misturas de ésteres de alquila de gorduras animais e 6leos vegetais sao
caracterizadas pelo melhor comportamento em temperaturas frias (LEBEDEVAS e
VAICEKAUSKAS, 2006). Portanto, os produtores tém misturado pequena

quantidade de sebo bovino em dleos vegetais para a producéo de biodiesel.
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Tabela 5 - Composigao de acidos graxos do sebo bovino

Acido graxo Composigao (%)
Acido Oléico C18:1 472
Acido Palmitico C16:0 23,8
Acido Estearico C18:0 12,7
Acido Palmitoléico C16:1 47
Acido Miristico C14:0 3,1
Acido Linoléico C18:2 2,6
Acido Heptadecanosico C17:0 1,1
Acido Miristoléico C14:1 1,3
Acido Linolénico C18:3 0,8
Acido Pentadendico C15:0 0,5

Fonte: WYATT et. al., 2005

3.4 Anadlise de glicerol livre e total, mono-, di- e triglicerideos no biodiesel

O biodiesel pode ser obtido pelas reacdes de transesterificacdao e
esterificacao.

Transesterificagdo € uma reagao quimica entre uma molécula de triglicerideo
e trés moléculas de alcool de cadeia curta com ou sem catalisador formando trés
moléculas de ésteres de alquila (biodiesel) e uma molécula de glicerol. Sendo ao
final o biodiesel separado do glicerol, chamado de glicerol livre, e dos residuos de
alcool. A reacdo de transesterificacdo consiste da sequéncia de trés reacgdes
reversiveis consecutivas onde triglicerideos s&o convertidos a diglicerideos, e estes
sdo convertidos a monoglicerideos seguido pela conversdo de monoglicerideos a
glicerol. Por isso a presencga de glicerol livre, mono-, di- e triglicerideos no biodiesel
€ possivel.

Contaminantes como glicerol livre, mono-, di- e triglicerideos apds o processo
de transesterificacdo sao os principais fatores determinantes na qualidade do
biodiesel (MITTELBACH, 1996; KNOTHE, 2000). Elevadas concentra¢des de glicerol
livre podem causar problemas de armazenamento, pois se observa nos tanques de
estocagem de misturas diesel:biodiesel a separacéo do glicerol (MITTELBACH et al.,
1983; RUPPEL e HALL, 2004). Nesse caso, essas misturas diesel:biodiesel quando
usadas também podem gerar problemas tais como emissdes de aldeidos, formagao
de depdsitos e entupimento dos bicos injetores do motor. Mono-, di- e triglicerideos
quando ndo reagem na transesterificagdo podem aumentar a viscosidade do

biodiesel e em virtude disso reduzir da combustéo, provocando entupimento do filtro
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de combustivel e depdsitos em pistdes, valvulas e bicos injetores do motor
(MITTELBACH et al., 1983; RUPPEL e HALL, 2004).

A determinagao de glicerol livre, mono-, di- e triglicerideos além de indicar a
qualidade do produto final, indica a eficiéncia do processo de produgao, pois glicerol
rlivre serve como parametro para avaliar a etapa de purificagdo do biodiesel e a
quantidade de mono-, di- e triglicerideos sao utilizadas para verificar a conversao de
Oleos e gorduras em biodiesel.

O somatorio do conteudo de glicerol livre e dos mono-, di- e triglicerideos
potencialmente ligaveis € denominado glicerol total.

A presenca de mono-, di- e triglicerideos residuais, assim como a composi¢cao
quimica do biodiesel, esta relacionada com o perfil graxo da gordura e/ou do 6leo
utilizado como matéria-prima. Sdo considerados na determinacéo desses residuos
os constituintes com maior porcentagem no perfil graxo. Portanto, no caso do
biodiesel de girassol e da mistura de sebo:soja (20:80) devem ser considerados
mono-, di- e triglicerideos referentes a C 16:0, C 18:0, C 18:1, C18:2; e no caso do
biodiesel de mamona os referentes a C 16:0, C 18:0, C 18:1, C 18:1-OH e C18:2.

3.4.1  Estruturas e informagdes quimicas (ANEXO A)

No ANEXO A sao apresentadas as estruturas e as informagdes quimicas dos
compostos considerados na determinagcdo de glicerol livre e total, mono-, di- e

triglicerideos em biodiesel de girassol, mamona e da mistura de sebo e soja.

3.4.2 Métodos de referéncia e os limites maximos de residuos

No Brasil, as especificacbes contidas na Resolugao n° 4 de 2 de fevereiro de
2010 da Agéncia Nacional do Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP
04/2010), foram constituidas com base nas normas: American Society for Testing
and Materials ASTM D 6751 dos Estados Unidos da América e Norme Européenne
14214 da Uniao Européia, ambas para B100.

Nas Tabelas 6 e 7 sao apresentados, respectivamente, os métodos de

referéncia e os limites maximos de residuos permitidos para glicerol livre e total,
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mono-, di- e triglicerideos no biodiesel estabelecidos pela ANP 04/2010, ASTM D
6751 e EN 14214.

Tabela 6 — Métodos de referéncia para analise de glicerol livre e total, mono-,
di- e triglicerideos no biodiesel de acordo com os padroes ANP 04/2010, ASTM
D 6751e EN 14214

ANP 04/2010 ASTM D 6751 EN14214
Parametro
Método Método Método
ABNT NBR 15341
ASTM EN 14105
EN 14105
Glicerol livre D 6584 EN 14106
EN 14106
ASTM D 6584
ABNT NBR 15342
ASTM
Monoglicerideos EN 14105 EN14105
D 6584
ASTM D 6584
ABNT NBR 15342 EN 14105
ASTM
Diglicerideos EN 14105
D 6584
ASTM D 6584
ABNT NBR 15344 EN 14105
ASTM
Triglicerideos EN 14105
D 6584
ASTM D 6584
ABNT NBR 15344
ASTM
Glicerol total ASTM D6584 EN14105
D 6584

EN 14105
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Com excecao do método ABNT NBR 15344 que emprega iodometria, os
outros métodos citados na Tabela 6 empregam GC-FID.

Os métodos, ASTM D 6584 e EN 14105, estabelecidos pelas normas ASTM D
6751 e EN 14214 sdo adequados para analise simultdnea de glicerol livre e total,
mono-, di- e triglicerideos em ésteres metilicos oriundos de 6leo de colza, girassol,
soja ou ésteres metilicos de composi¢cao quimica semelhante a esses. No entanto,
nao pode ser aplicado a ésteres metilicos obtidos de fontes que possuam em sua
constituigcdo graxa acido laurico (C12:0), devido a sobreposi¢géo de picos. Exemplos
desse tipo sdo os ésteres metilicos dos dleos de coco e palmiste. A Resolucdo ANP
04/2010 estabelece os mesmos métodos para analise desses parametros, mas
quando o biodiesel é oriundo de 6leo de mamona ou misturas de biodiesel em que
uma das matérias-primas € o 6leo de mamona sao indicados os métodos ABNT
NBR 15341, ABNT NBR 15342 e ABNT NBR 15344.

Para analise somente de glicerol livre podem ser usados os métodos ABNT
NBR 15341 (indicado para biodiesel de qualquer oleaginosa) e EN 14106 que foi

aplicado a biodiesel de girassol, colza e misturas de ambos.

Tabela 7 - Limites maximos de residuos permitidos para glicerol livre e total,
mono-, di- e triglicerideos no biodiesel de acordo com os padrées ANP
04/2010, ASTM D 6751e EN 14214

Parametro

ANP 04/2010

ASTM D 6751

EN 14214

Limite

Limite

Limite

Glicerol livre

Monoglicerideos

Diglicerideos

Triglicerideos

Glicerol total

0,02% (m/m) max

Anotar

Anotar

Anotar

0,25% (m/m) max

0,02% (m/m) max

0,24% (m/m) max

0,02% (m/m) max

0,8% (m/m) max

0,2% (m/m) max

0,2% (m/m) max

0,25% (m/m) max
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Com relacao aos limites maximos de residuos no biodiesel (Tabela 7), para
glicerol livre todas as normas estabelecem a mesma concentragao, para glicerol total
EN 14214 e ANP 04/2010 estabelecem o mesmo limite e a ASTM D 6751 uma
concentragdo semelhante. A EN 14214 indica também limite maximos de residuos

para mono-, di- e triglicerideos.

3.4.3 Reacao de sililagao

Derivatizacdo € um processo quimico para modificar os compostos, a fim de
gerar novos produtos com melhores propriedades cromatograficas (SCHUMMER et
al., 2009). As maiores limitagées para analise por cromatografia em fase gasosa, tais
como elevada polaridade, baixa volatilidade e instabilidade térmica dos compostos
podem ser contornadas pela derivatizagdo. Assim, muitos compostos que nao sao
analisados por cromatografia em fase gasosa podem ser analisados na forma de um
derivado (LANCAS, 1993).

Para analise por cromatografia gasosa, compostos contendo grupos
funcionais como carboxila, hidroxila, amino e tiol, por exemplo, agucares, esterdides
e colesterol, requerem derivatizacdo (SCHUMMER et al., 2009). Isto € devido a
capacidade destes compostos de formarem pontes de hidrogénio levando a fraca
volatilidade, insuficiente estabilidade térmica e interagbes dos compostos com a
coluna, resultando em baixa detectabilidade (HALKET e ZAIKIN, 2009).

No caso dos compostos analisados neste trabalho a etapa de derivatizacéo
também se faz necessaria, pois o glicerol interage por pontes de hidrogénio com os
grupos silandis da fase estacionaria da coluna levando a sua nao elui¢ao e, portanto,
nédo detecgdo. O mesmo pode ser considerado para o padrao interno, (S)-(-)-1, 2, 4-
butanotriol, utilizado para a determinagdo do glicerol. Por outro lado, os mono- e
diglicerideos também tém sensibilidade reduzida devido a interagdo por pontes de
hidrogénio com a fase estacionaria da coluna. Ja os triglicerideos e o padrao interno
(tricaprina) dos glicerideos, pela auséncia nas suas estruturas de grupos —OH, com
excecao da ricinoleina, ndo tém a deteccéao influenciada pela formacgao de pontes de
hidrogénio.

A derivatizacdo é usualmente feita pela substituicdo de grupos polares, sendo

as reacdes mais comuns a sililagcédo, a alquilacdo e a acilagdo. Sililacao é a técnica
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de derivatizagdo mais utilizada, e os reagentes mais comuns sao trimetilclorosilano
(TMCS), N-trimetilsililimidazol  (TMSI), N-Metil-(trimetilsilil)trifluoroacetamida
(MSTFA), N,O-Bis-(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA) e N-(t-Butildimetilsilil)-N-
trifluoroacetamida (MTBSTFA) (HALKET e ZAIKIN, 2009).

Na reacao de sililagdo, hidrogénios acidos de alcoois, tidis, aminas, amidas,
cetonas e aldeidos enolizaveis sao substituidos pelo grupo alquil silil. Na analise de
glicerol e glicerideos, estudos sobre a derivatizagdo desses compostos através da
reacao de sililagdo foram realizados, sendo que o melhor método foi com uso de
MSTFA como reagente derivatizante e piridina como catalisador e tempo de reagao
de 15 a 20 minutos a temperatura ambiente, conforme € visto na Figura 9 (PLANK e
LORBEER citado por PLANK e LORBEER, 1995).

A reacgao de sililagdo ocorre através do ataque nucleofilico (Sy2) ao agente
sililante, e a presenga de um bom grupo de saida geralmente melhora o rendimento
da reacdo. Normalmente os produtos da reagdo sao mais volateis e termicamente
estaveis, além do que ndo requerem etapa de purificagdo podendo ser injetados
diretamente no GC (SCHUMMER et al., 2009). Na Figura 8, a piridina, uma base
relativamente fraca, reage com os hidrogénios labeis (reagao acido-base), ou seja,

atua como catalisador facilitando o ataque nucleofilico (Sn2).
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~ 7 Uhol  OH 4 HO
OH OH

|
glicerol (S)~(-)-1,2,4-butar
| | - k/ -

Figura 8 — Representagcdao da reacao de sililagcao para analise de glicerol e

glicerideos
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3.4.4 Outros métodos para analise de glicerol livre, mono-, di- e triglicerideos

no biodiesel

Desde 1984 varios métodos cromatograficos tém sido desenvolvidos para a
analise de biodiesel. O primeiro método cromatografico para andlise de biodiesel
envolveu estudos cinéticos e determinagao de metil ésteres, mono-, di- triglicerideos
empregando TLC (Cromatografia de camada fina, do inglés Thin Layer
Chromatography) com deteccéo por FID (FREEDMAN et al., 1984 apud MONTEIRO
et al., 2008, LOBO et al., 2009). Para estudo da reacdo de transesterificacdo do 6leo
de soja antes da andlise por GC-FID as amostras foram derivatizadas com BSTFA
para analise de mono-, di- e triglicerideos (FREEDMAN et al.,, 1986 apud
MONTEIRO et al., 2008, LOBO et al., 2009). HPLC (Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia, do inglés High Performance Liquid Chromatography) com DD (Detecg¢ao
por Densidade do inglés Density Detection) foi utilizada para o monitoramento da
reacao de transesterificagdo com determinagdo de mono-, di- triglicerideos e ésteres
metilicos (TRATHNIGG e MITTELBACH, 1990 apud MONTEIRO et al., 2008, LOBO
et al.,, 2009). As analises foram realizadas pelo acoplamento de coluna de silica
(modificada com grupo ciano) com duas colunas de GPC (Cromatografia por
Permeacdo em Gel, do inglés Gel Permeation Chromatography), usando eluigao
isocratica (cloroformio/etanol 0,6%). MARIANI et al. (1991) utilizaram GC — FID com
coluna capilar SE 52 (6 m, x 0,1 um espessura do filme), reagcéo de sililagdo com
dimetildiclorosilano (DMDCS) e piridina e padronizagao interna com C17metil éster,
C17 monoglicerideo, C38 diglicerideo para a quantificacdo de metil ésteres, mono-,
di- e triglicerideos em biodiesel.

BONDIOLI et al. (1992) desenvolveram um método por GC-FID para
determinagao de glicerol livre por GC-FID em ésteres metilicos de canola, girassol,
soja, palma e amendoim, apds a extragdo com solvente hidroalcodlico contendo o
padrdo interno 1,4 butanodiol. Ndo houve a necessidade de derivatizagdo foi
utilizada coluna empacotada de vidro (2 m x 4 mm d.i.) preenchida com Chromosorb
101. Glicerol livre foi analisado por GC com deteccdo por FID ou MS em metil
ésteres apds a derivatizagcdo com BSTFA, usando uma coluna DB-5 (60 m x 0,25
mm) (MITTELBACH, 1993 apud MONTEIRO et al., 2008). Esse método é

semelhante a outro que envolve derivatizagdo com BSTFA e analise por GC-MS no
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modo SIM (Monitoramento do ion Selecionado, do inglés Selected lon Monitoring)
para determinacdo de mono-, di- e triglicerideos (PLANK e LORBEER, 1992 apud
MONTEIRO et al., 2008 e PLANK e LORBEER, 1995). Um método para
determinacdo simultanea de metanol e glicerol livre foi desenvolvido. O preparo da
amostra inclui dissolugao em dimetilformamida e sililagdo com BSTFA. A separacao
foi em coluna capilar de metil silicone e detec¢cdo por FID ou MS. Etanol e 1,4
butanodiol foram usados como padrdes internos (MITTELBACH et al., 1996 apud
MONTEIRO et al., 2008)

Em 1995, foi desenvolvido método que serviu como base para os métodos de
referéncia ASTM D 6584 e EN 14105. Nesse método foi empregado GC-FID e
derivatizacdo com MSTFA para determinagcdo de glicerol livre, mono-, di- e
triglicerideos e consequentemente de glicerol total em biodiesel metilico de colza
(PLANK e LORBEER, 1995). Esse método pode ser aplicado sem modificagdes a
esteres metilicos com composi¢ao quimica semelhante ao de colza, como é o caso
do biodiesel de girassol, soja e o obtido por éleos usados em frituras. No entanto,
nao pode ser aplicado a ésteres metilicos obtidos de dleos que possuam em sua
constituicdo graxa o acido laurico (C12:0).

O monitoramento da reagcdo de transesterificacdo entre 6leo de colza e
metanol foi feito por HPLC acoplada a diferentes modos de deteccédo: APCI-MS
(Espectrometria de Massas, do inglés Mass Spectrometry com lonizagdo Quimica a
Pressdo Atmosférica, do inglés Atmospheric Pressure Chemical lonization), ELSD
(Deteccao por dispersdo de luz por evaporagdo, do inglés Evaporative Light
Scattering Detector) e UV (Detecc&o no Ultravioleta, do inglés Ultraviolet Detector)
em 205 nm (HOLCAPEK et al., 1999). Os autores empregaram fase reversa com
eluicdo por gradiente, sendo desenvolvidos dois métodos diferentes. O primeiro
método usou fase mével ndo aquosa, 100% de metanol a 50% de metanol e 50% 2-
propanol-hexano (5:4, v/v) em 15 min, e foi utilizado para um rapido monitoramento
da conversdo a biodiesel e quantificacdo residual de triglicerideos. O segundo
método empregou uma combinacao de fase mdvel aquosa-organica e nao aquosa:
70% de acetonitrila e 30% de agua em 0 min, 100% acetonitrila em 10 min, 50%
acetonitrila e 50% 2-propanol/hexano (5:4, viv) em 20 min e 5 min de
recondicionamento. Assim, foi melhorada a separacéo de todos os acidos graxos
livres, metil ésteres, mono-, di- e triglicerideos diferenciando pelo numero

equivalente de carbono; e através de APCI-MS todos compostos foram identificados.
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A deteccgao por UV apresentou a desvantagem da fraca absorbancia de glicerideos
em comprimento de onda maior que 220 nm, além da nao quantificagcdo dos
glicerideos saturados. Por outro lado, ELSD e APCI-MS apresentaram decréscimo
na sensibilidade com o aumento de ligagdes duplas nos triglicerideos. Mas por
elucidar informacdes adicionais sobre as estruturas dos compostos APCI-MS foi
considerado o melhor modo de detecgéo.

A aplicacédo da ASTM D 6584 foi realizada em biodiesel metilico de soja
utilizando injetor on-column, pré-coluna com dimensdes 254 mm x 0,53 mm d.i. e
coluna capilar 5-HT marca Elite de 15 m x 0,32mm d.i., 0,1 um de espessura do
filme (RUPPEL e HALL, 2004). O uso de GC-FID, HPLC-ELSD e HPLC com PDA
(Deteccéo por Arranjo de Fotodiodos, do inglés Photodiode Array Detector) foram
comparados na determinacédo de glicerideos em biodiesel metilico de soja e colza
(FLOGIA et al.,, 2004). Em algumas amostras de soja houve superestimagado na
concentracdo de diglicerideos quando analisadas por HPLC porque produtos de
degradagao do biodiesel eluiram na mesma regido.

Um método baseado em FTIR (Espectroscopia no Infravermelho com
Transformada de Fourier, do inglés Fourier Transform Infrared Spectroscopy) e GC-
MS foi usado para determinagcdo de mono- e diglicerideos apds reagdao com anidrido
trifluoracético (TFAA) (CHONG et al., 2007).

Biodiesel metilico de mamona foi produzido e alguns dos paréametros de
qualidade exigidos foram determinados dentre eles, glicerol livre e total mono-, di- e
triglicerideos (CANORIA et al., 2010). E relatado apenas que o contetido de mono-,
di- e triglicerideos foi baixo indicando boa convers&o a biodiesel, e que o conteudo
de glicerol livre e total se encontra fora das especificagdes estabelecidas pela EN
14214 ou ASTM D6751.

O primeiro método por HPLC com PAD (Deteccao Amperométrica Pulsada,
do inglés Pulsed Amperometric Detection) para determinagdo de glicerol livre em
biodiesel metilico e etilico foi descrito por LOZANO et al. (1996) apud MONTEIRO et
al., 2008).

A quantificacao de glicerol livre por duas metodologias distintas foi avaliada:
uma empregando meétodo classico e outra por HPLC. A primeira mostrou boa
precisdo e exatiddo e a segunda foi mais rapida e com mais informag¢des sobre a
amostra (SALA e BONDIOLI, 1998).
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Um método baseado na extragdo de glicerol livre do biodiesel com agua e
subseqiiente analise por HPLC com RID (Deteccéo por indice de Refracéo do inglés
Refractive Index Detection), utilizando coluna TM SGX Separon com 7 pm de
tamanho de particula foi desenvolvido por HAJEK et al. (2006). A comparagao do
meétodo desenvolvido com outro por GC-FID levou aos mesmos resultados.

Métodos foram desenvolvidos para determinacdo de ésteres, mono-,di-
triglicerideos, metanol e glicerol no biodiesel de girassol utilizando cromatografia
liquida com fase reversa, elui¢cdo isocratica e gradiente (SANTORI et al., 2009).

Por HPLC-DAD e GC-FID mono-, di- triglicerideos foram determinados em
ésteres metilicos (LECHNER et al., 1997 apud MONTEIRO et al., 2008). O método
empregando a combinac¢do de HPLC e GC foi desenvolvido para a determinagao de
mono-, di- e triglicerideos em amostras de biodiesel metilico, com tempo de analise
de 52 minutos. Antes das determinacbes, as amostras foram submetidas a
acetilacao e depois analisadas por HPLC-DAD e GC-FID.

Métodos ndo cromatograficos também tém sido desenvolvidos para a
determinacdo de glicerol livre e glicerideos em biodiesel. Para determinagdo de
glicerol livre foram desenvolvidos métodos os quais t€ém como principio a oxidagao
do glicerol com acido periddico: fotométrico baseado em reagdes enzimaticas
(BAILER e DE HUEBER, 1991 apud MONTEIRO et al., 2008); espectrofotométrico
(BONDIOLI e DELLA BELLA, 2005), por eletroforese capilar (GONCALVES FILHO e
MICKE, 2007) e por titulagdo (SALA e BONDIOLI, 1998). Estdo descritos na
literatura trabalhos para o monitoramento da reacdo de transesterificacdo com
determinacao de triglicerideos utilizando ressonéancia magnética nuclear (GELBARD
et al.,, 1995 e KNOTHE, 2000 apud MONTEIRO et al., 2008), espectroscopia de
infravermelho  (KNOTHE, 1999, SIATIS, 2006 e ARZAMENDI, 2006 apud
MONTEIRO et al., 2008), a quantificagdo de monoglicerideos por GPC com RID e a
soma de mono-, di- triglicerideos por espectroscopia de infravermelho (DUBE et al.,
2004 apud MONTEIRO et al., 2008). Para determinagcéo da presenga ou nao de
mono-, di- triglicerideos e glicerol no biodiesel foi desenvolvido um método por MS
(Espectrometria de Massas, do inglés Mass Spectrometry) com ESI (lonizagao por
Eletrospray, do inglés Electrospray lonization) (CATHARINO et al., 2007). Esse
método também permitiu o monitoramento da degradagdo, adulteracédo e

identificagcao do alcool usado na transesterificacao.
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3.5 Cromatografia Gasosa

Os termos e expressdes “cromatografia”, “cromatograma” e método
cromatografico sdo atribuidos ao boténico russo Mikhael SemenovichTswett, que,
em 1906, os utilizou em dois trabalhos. O nome deriva das palavras gregas chrom
(cor) e graphe (escrever) embora ele tenha explicitado que o processo nao depende
da cor, exceto para facilitar a identificacdo dos componentes separados (COLLINS
et al., 2006).

Cromatografia € um método fisico-quimico de separagao dos componentes de
uma mistura, realizada através da distribuicdo desses componentes em duas fases,
que estdo em contato intimo. Uma das fases permanece estacionaria, enquanto a
outra se move através dela. Durante a passagem da fase médvel sobre a fase
estacionaria, os componentes da mistura sao distribuidos pelas duas fases de tal
forma que cada um deles ¢é seletivamente retido pela fase estacionaria, o que resulta
em migragoes diferenciais desses componentes (COLLINS et al., 2006).

Em cromatografia gasosa, a fase mével é um gas inerte e a separagao ocorre
devido as interacbes das moléculas da amostra com a fase estacionaria contida em
uma coluna (COLLINS et al., 2006). Os processos fisicos envolvidos na separagao
sdo de sorgdo: adsorgdo ou absorgédo (particdo). A fase estacionaria sendo um
solido ocorre a adsorcdo dos compostos e no caso de ser um liquido ocorre a
particdo. Em GC o retorno dos compostos a fase mével esta relacionado com a
volatilidade dos mesmos.

A grande maioria das analises por GC é realizada em colunas capilares
estreitas e compridas, as quais oferecem maior resolucdo, menores tempos de
analise e maior sensibilidade do que as colunas empacotadas, mas tém menos
capacidade de amostra (HARRIS, 2008). A fase moével, gas de arraste, é
normalmente hélio, nitrogénio, hidrogénio ou argbnio; a escolha da mesma depende
da disponibilidade, pureza e consumo do gas além do tipo de detector utilizado
(MENDHAM et al., 2002).

Os compostos separados por GC devem ser gases ou substancias volateis e
termicamente estaveis. Quando o0s compostos n&o apresentam essas
caracteristicas, caso em que tem elevada massa molecular e/ou contendo grupos
funcionais fortemente polares, ha necessidade de derivatizagcdo (COLLINS et al.,
2006).



34

Na determinacao de glicerol livre e glicerideos € indicado injetor on-column,
ou seja, modo de injecao direta na coluna. Este tipo de injetor é usado para

amostras que se decompdem acima de seus pontos de ebulicdo (HARRIS, 2008).

3.5.1 Deteccéo por lonizagcdo em Chama

Os métodos de referéncia estabelecidos pelos padrées ANP 04/2010, ASTM
D 6751 e EN 14214 indicam GC-FID para analise de glicerol livre e glicerideos no
biodiesel.

O FID utilizado na determinagéo de glicerol livre e glicerideos no biodiesel tem
grande aplicabilidade em GC sendo praticamente universal para compostos
organicos (MENDHAM et al., 2002). Nesse tipo de detecgao o efluente da coluna é
dirigido para uma pequena chama ar/hidrogénio e a maioria dos compostos
organicos quando submetidos a essa chama produz ions e elétrons. A detecgéo
envolve o monitoramento da corrente produzida pela coleta desses portadores de
carga. Poucas centenas de volts sdo aplicadas entre a ponta do queimador e um
eletrodo, localizado acima da chama, que serve para coletar os ions e elétrons
(SKOOG, 2006).

3.5.2 Espectrometria de Massas

O espectrdmetro de massas € um dos detectores mais poderosos para GC
(SKOOG, 2006). A espectrometria de massas & uma técnica usada para o estudo
das massas de atomos, moléculas ou fragmentos de moléculas. Para obter um
espectro de massas, as moléculas no estado gasoso ou as espécies dessorvidas a
partir de fases condensadas sao ionizadas. Os ions obtidos sao acelarados por um
campo elétrico e separados de acordo com a razdo entre suas massas e suas
cargas elétricas por uma campo elétrico e separados de acordo com a razédo entre
suas massas e suas cargas elétricas, m/z. Se todas as cargas forem +1, entdo m/z
sera numericamente igual a massa. Se, por exemplo, um ion tiver carga +2, m/z sera
Y2 da sua massa (HARRIS, 2008).
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Um diagrama de blocos de um espectrébmetro de massas moleculares é

mostrado na Figura 9.

Fonte \ \ Detector \ Sistema
de Analisador 'de de
ionizagao —\/ —\/ lons —\/ Dados

A
|

Entrada

Figura 9 — Diagrama de blocos de um espectrometro de massas moleculares

As moléculas da amostra entram no espectrémetro de massas pelo sistema
de entrada. No caso da GC, a amostra esta na forma de vapor e a entrada deve ser
interfaceada entre a presséo atmosférica do sistema de GC e a baixa pressdo (10° a
10 Pa) do sistema do espectrémetro de massas (SKOOG, 2006). Um sistema de
vacuo € necessario de modo a evitar que os ions sejam defletidos por colisbes com
moléculas do gas residual (HARRIS, 2008).

As moléculas da amostra entram em uma fonte de ionizagdo que as ioniza. As
fontes de ionizagao sdo energéticas o suficiente para quebrar as ligagbes quimicas
das moléculas da amostra, e elas produzem fragmentos os quais podem também
ser ionizados. Os tipos de ionizagao disponiveis para a GC sao: El (Impacto de
elétrons, do inglés Electron Impact lonization) e Cl (lonizagdo Quimica do inglés
Chemical lonization) (SKOOG, 2006).

Na El os elétrons emitidos por um filamento aquecido (semelhante ao de uma
ldampada incandescente) sao acelerados por meio de um potencial de 70 eV, antes
de interagirem com as moléculas que entram na fonte de ions. Algumas moléculas
(M) do analito (0,01%) absorvem energia na faixa de 12-15 elétron-volt
(1eV=96,5kJ/mol), é que suficiente para a ionizagdo. Praticamente todas as
moléculas estaveis possuem um numero par de elétrons. Quando um elétron é
perdido, o cation resultante, com um elétron desemparelhado, é representado com
M*, um ion molecular. Apds a ionizagdo, o ion M™ normalmente possui energia
residual interna suficiente ~1eV para que ele se fragmente (HARRIS, 2008).

Um pequeno potencial aplicado na placa repulsora da fonte de ions empurra
os ions na direcado do tubo analisador, préxima sec¢ao do espectrometro de massas.
O analisador serve para selecionar os ions de acordo com seus valores m/z. Um dos

analisadores mais comuns sao os filtros de massa tipo quadrupolo, nesses o
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principio da analise € a movimentagcao do ion em campos cc e de radiofrequéncia,
onde somente certos valores de m/z.

O espectrometro de massas pode ser programado em diferentes modos de
operacao para a aquisicdo de dados. No modo scan o espectrometro de massas
analisa todas as massas do seu espectro de operagao ou dentro de uma faixa
determinada de m/z (VEKEY, 2001). No modo SIM (Monitoramento do ion
Selecionado, do inglés Selected lon Monitoring) pode selecionar um valor unico de

m/z e monitora-lo durante o experimento cromatografico, (SKOOG, 2006).

3.6 Validacao de métodos cromatograficos

A necessidade de se mostrar a qualidade de medi¢cdes quimicas, através de
sua comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade, estd cada vez mais
reconhecida e exigida (RIBANI et al., 2004). Com isso, todo novo método analitico
deve sofrer uma avaliagcdo denominada validagdo. A validacdo deve garantir, por
meio de estudos experimentais, que o método atenda as exigéncias das aplicagdes
analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados (ANVISA, 2003). A validagéo
envolve um procedimento o qual prova que o método fornece os resultados
esperados com credibilidade, precisao e exatiddao adequadas (LANCAS, 2004).

Orgaos como ICH (International Conference on Harmonization), IUPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry), ISO (International Standard
Organization), ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), INMETRO
(Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagdo e Qualidade Industrial) e outros
exigem a validagdo de métodos analiticos como um requisito fundamental no
credenciamento para qualidade assegurada e demonstracdo de competéncia
técnica. No que se refere as técnicas de separacao, cromatografia gasosa, liquida e
eletroforese capilar, ndo ha um procedimento normatizado que estabeleca como
executar a validagcéo (RIBANI et al., 2004).

No Brasil, a ANVISA e o INMETRO sao as duas agéncias credenciadoras
para verificar a competéncia de laboratérios de ensaios. Os guias disponibilizados
para validacdo de métodos analiticos sdo a Resolugdo ANVISA RE n°® 899, de
29/05/2003 e o documento INMETRO DOQ-CGCRE-008, de marco/2003. Nesses

guias, parametros como limite de detecgéao, limite de quantificagdo, curva analitica,
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linearidade, sensibilidade, precisédo, exatidao, robustez e outros sao indicados para a

validagao de métodos.

3.6.1 Curva analitica e 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 (ICH, 1995 apud RIBANI et al., 2004).

A linearidade é determinada por intermédio de graficos de calibragéo,
denominados curvas analiticas, seguidos de um tratamento estatistico (LANCAS,
2004). As curvas analiticas sado representadas pela Equacédo (1) da funcgao,
usualmente uma reta, sendo:

y=ax+b (1)
em que:
y = variavel dependente — sinal detectado
X = variavel independente — concentragao da substancia em analise
a = coeficiente angular
b = coeficiente linear

A estimativa dos coeficientes de uma curva analitica a partir de um conjunto
de medicdes experimentais pode ser efetuada usando o método matematico
conhecido como regressao linear (CUSTODIO et al.,, 1997 apud RIBANI et al.,
2004). Além dos coeficientes de regressao a e b, também é possivel calcular, a
partir dos pontos experimentais, a correlacdo que permite uma estimativa da
qualidade da curva obtida. A correlagdo € normalmente calculada por intermédio do
coeficiente de Pearson, r ou pelo coeficiente de determinagao, r* (MESLEY et al.,
1991; MCTAGGART e FARWELL, 1992 apud LANCAS, 2004). Quanto mais proximo
de 1,0 for o valor do coeficiente de Pearson ou de determinacdo, menor é a
dispersado do conjunto de pontos experimentais € menor a incerteza dos coeficientes
de regressao estimados. Um valor de correlagdo maior que 0,999 é considerado
como evidéncia de um ajuste ideal dos dados para a linha de regressdo (SHABIR,
2003; JENKE, 1998; GREEN 1996 apud RIBANI et al., 2004). A Resolugao ANVISA
RE n° 899, de 29/05/2003 recomenda um coeficiente de correlagao igual a 0,99 e o
documento INMETRO DOQ-CGCRE-008, de mar¢co/2003 um valor acima de 0,90.
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E recomendado que a linearidade seja determinada pela andlise de, no

minimo, 5 concentragdes diferentes (ANVISA, 2003).

3.6.1.1 Padronizagao interna
Uma variacdo da curva de calibragdo consiste em adicionar um padréo

interno a cada solugdo do padrdo analitico de forma a corrigir desvios durante o
procedimento analitico devido a pequenas mudangas em variaveis experimentais
como temperatura da coluna e volume de injegcdo entre uma concentragao e outra no
caso de método por cromatografia gasosa.

O padrao interno deve: (a) sempre estar ausente da amostra, (b) deve ser
similar a substancia a ser quantificada, (c) ndo reagir com a substancia ou outro
componente da matriz, (d) ter tempo de retencdo préximo a esta substancia, (e)
estar disponivel em elevado grau de pureza, (f) ser adicionado a amostra em
concentragbes similares ao composto a ser analisado, (g) ser bem resolvido dos
outros picos e (h) quando cromatografado, ficar separado de todas as demais
substancias presentes na amostra (LANCAS, 2004; RIBANI et al., 2004).

O método de padronizacdo interna consiste na preparagcdo das solugdes
padrao de concentragcdes conhecidas, as quais se adiciona uma concentracao
constante do padrao interno. Apds analise dessas solugdes, € construido um grafico,
relacionando a razao de areas (area do padrao/area do padrao interno) com a razao
das concentragbes (concentragdo do padrédo/concentragdo do padrdo interno)
(LANCAS, 2004). A amostra também é analisada apos a adicdo da mesma

quantidade conhecida do padrao interno.

3.6.2 Precisao

A precisdao do método analitico € a avaliacdo da dispersdo dos resultados
entre ensaios independentes de uma mesma amostra ou amostras semelhantes.
Uma forma de expressar a precisdo € através da estimativa do desvio padrao

relativo (RSD) (Equacgao (2)), também conhecido como coeficiente de variagao (CV).

RSD% ou CV% = ——x100 2)
Xm

onde:

s = estimativa do desvio padréo absoluto
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Xm = média de uma série de medidas (replicatas)

Métodos que quantificam compostos em quantidades macro requerem valores
de RSD de 1 a 2% e métodos para analise de tracos sao aceitaveis valores de RSD
de até 20% (RIBANI et al., 2004).

A precisao é considerada em trés niveis: repetitividade ou repetibilidade,
precisao intermediaria e reprodutibilidade.

Os parametros de validagao sdo adequados conforme sera o uso do método
a ser validado. Se o método a ser desenvolvido tera aplicagdo em somente um
laboratério ndo se faz necessaria a avaliagdo da precisdo em termos de
reprodutibilidade, o que inclui estudos interlaboratoriais.

Repetitividade e repetibilidade sdo diferentes designagbes para uma mesma
situagdo sendo a primeira adotada pelo INMETRO e a segunda pela ANVISA. Ha
ainda outras denominagbes como precisdo intraensaio ou intra-corrida. A
repetitividade trata da concordancia entre os resultados de medi¢cdes sucessivas de
um mesmo método, efetuadas sob as chamadas condicbes de repetitividade:
mesmo procedimento; mesmo analista; mesmo instrumento usado sob as mesmas
condi¢gdes; mesmo local; repeticdes em um curto intervalo de tempo. A ANVISA
indica a avaliagédo da repetitividade com nove determinagdes no minimo, de forma a
contemplar o intervalo linear do método, ou seja, trés concentragdes, baixa (limite de
quantificagdo), média e alta, com trés réplicas cada no minimo.

A precisao intermediaria do método esta relacionada as variagdes dentro de
um mesmo laboratério como diferentes dias e/ou analistas, e/ou equipamentos
(LANCAS, 2004). Através da preciséo intermediaria € possivel verificar se no mesmo
laboratério o método fornecera os mesmos resultados. Os ensaios necessarios para
a avaliagdo da precisao intermediaria seguem a mesma recomendagdao da
repetitividade.

Além da precisao do método € comum a avaliacdo da precisao instrumental,
sendo calculado RSD (%) para o sinal medido de inje¢bes repetitivas de um mesmo
ensaio, ou seja, mesma amostra ou mesmo nivel de concentragcdo da curva

analitica.
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3.6.3 Exatidao

A exatidao representa a concordancia entre o valor encontrado em um ensaio
e o valor de referéncia aceito como verdadeiro, e pode ser expressa como
apresentado na Equacgao (3) (LANCAS 2004; INMETRO 2003).

concentragdo média experimental «
concentracao teorica

Exatid&o = 100 (3)

A exatidao esta sempre associada a precisdo, sendo ambas avaliadas de
forma concomitante. Ou seja, séo verificadas com nove determinagdes no minimo,
de forma a contemplar o intervalo linear do método, ou melhor, trés concentragdes,
baixa (limite de quantificagdo), média e alta, com trés réplicas cada no minimo.

Ensaios de recuperacdo e o método de adicao padrao sao utilizados para
verificar a exatiddo de um método analitico. O primeiro requer um branco da matriz e
0 segundo € empregado quando se tem uma matriz muito complexa, ha interacdes
significativas do composto a ser analisado com a matriz, quando houver dificuldade
de encontrar um padrio interno adequado ou uma matriz isenta do composto em
interesse.

Os ensaios de recuperagao consistem na fortificagdo da amostra, ou seja, na
adicdo de solugbes com diferentes concentracbes do analito seguida pela
determinagcdo da concentracdo do analito adicionado (BRITO et al., 2003 apud
CALDAS 2009).

O método de adigao padrao consiste na adicdo de quantidades conhecidas da
substancia de interesse em diferentes niveis na amostra, antes do seu preparo
(RIBANI et al., 2004). Inicialmente &€ determinada a area do pico da substancia na
amostra e em seguida sdo determinadas as areas resultantes dos diferentes niveis
de adicdo. ApoOs é construida uma curva analitica, sendo tracada uma reta
correspondendo a melhor linha entre os pontos. O ponto onde a reta corta o eixo das
ordenadas corresponde a area do pico da substancia na amostra e a extrapolagao
da reta no eixo das abcissas define a concentracdo da substancia na amostra. O
calculo da exatidao por adicao padrdo deve considerar a priori a concentragao da

substancia na amostra e relacionar sua respectiva area com as areas resultantes da
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adicao em diferentes niveis da substancia na amostra. Assim é possivel encontrar
os valores experimentais em termos de concentracdo dos diferentes niveis
adicionados, e desta forma relacionar com a concentracdo tedrica esperada.

Séo estabelecidas faixas de valores aceitaveis de exatiddo com determinados
valores de precisdo associados. Por exemplo, na analise de residuos geralmente
estdo entre 70 e 120%, com precisao de até + 20% (SANCO, 2007). Naturalmente
essas faixas estdo correlacionadas com a complexidade da amostra e do método

empregado, podendo ser ampliadas ou restringidas.

3.6.4 Sensibilidade

A sensibilidade de um método indica sua capacidade de discriminar com uma
precisao estabelecida, concentragdes proximas de um analito, (LANCAS, 2004).

A sensibilidade pode ser determinada pela inclinacdo da curva analitica,
considerando que quanto maior a inclinagdo mais sensivel € o método. Ou ainda, ao
comparar equacgodes de retas de diferentes métodos aquela que apresentar o maior

coeficiente angular representa o método mais sensivel.

3.6.5 Robustez

A robustez de um método mede a sensibilidade que este apresenta face a
pequenas variagdes. Um método é dito robusto quando ele nao é afetado por uma
modificagdo pequena e deliberada em seus parametros (INMETRO, 2003).

Alguns exemplos e variagdes sdo: estabilidade das solugdes analiticas, tempo
de extragdo; e em cromatografia liquida influéncia da variagao de pH da fase mével
e da variagao da composicao da fase mével dentre outras; em cromatografia gasosa
temperatura, velocidade de fluxo e outras (ANVISA, 2003).

A robustez do método também pode ser avaliada através da variacao da
matriz. PIRARD et al. (2007) desenvolveram um método multiresiduo para
determinagcado de agrotoxicos em mel por OCLLE (Extracdo Liquido-Liquido em
Coluna, do inglés On-column Liquid—liquid Extraction) usando terra diatomacea

como suporte sélido inerte e LC-MS/MS - (Cromatografia Liquida acoplada a
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Espectrometria de Massas tandem Espectrometria de Massas, do inglés Liquid
Chromatography with Electrospray lonization with Mass Spectrometry tandem Mass
Spectrometry). A robustez desse método foi avaliada frente a mais de cem tipos de
mel coletados em diferentes areas na Bélgica, e frente a outras matrizes, abelhas e
ceras. Para a aplicagcao do método a abelhas e ceras foi necessaria modificagdo no
procedimento de preparo da amostra. Os resultados mostraram a robustez do

método frente a diferentes tipos de matrizes.

3.7 Efeito matriz

A interferéncia dos componentes da matriz na quantificagdo dos compostos,
suprimindo ou enriquecendo o sinal analitico, € denominada de efeito matriz
(GONZALEZ et al., 2002). A ocorréncia e a intensidade do efeito matriz podem variar
dependendo do carater da matriz e do analito, e da razdo entre analito e matriz
(GONZALEZ et al., 2008 e JALONEN et al., 2007).

O efeito matriz em GC pode ocorrer no injetor, na coluna e no detector.
Estudos sobre efeito matriz relacionado ao injetor sdo mais frequentes, por outro
lado ha poucos estudos na literatura que associam esse efeito a coluna e ao
detector, mas se tem conhecimento que as conexdes entre injetor e coluna, e as
conexdes entre coluna e detector também podem promover o efeito matriz (PINHO
et al., 2009).

Sitios ativos no injetor (no tubo de vidro - insersor) o qual adsorve e/ou induz
degradacgao térmica de certos analitos, sao as principais fontes de enriquecimento
de efeito matriz (SHENCK e LEHOTAY, 2000). O insersor € formado por grupos
silandis livres e metais. Até mesmo insersores de alta qualidade possuem estas
caracteristicas. Sitios ativos adicionais podem se originar a partir de co-extratos néao
volateis das amostras que se depositam durante repetidas analises (HAJSLOVA et
al., 2003). Com isso a quantidade do analito introduzida na coluna € baixa quando
preparado em solvente comparado a injecdo realizada na presenga da matriz.
Impurezas sdo mais abundantes na matriz e competem efetivamente pelos sitos
ativos com os analitos e isso reduz as interagbes e consequentemente perdas no
injetor. Dessa forma, quando a calibragdo em solvente € usada a superestimagao

dos resutados pode ocorrer. Mudangas na temperatura do injetor também podem
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afetar diferentemente o efeito de matriz. Em temperaturas mais altas, a adsorgao
tanto dos analitos como dos extrativos na superficie do insertor € reduzida. Em
contrapartida, acelera a decomposi¢cdo de compostos termicamente labeis (ERNEY
et al., 1993 e POOLE, 2007 apud PINHO et al. 2009).

Quando se faz uso de uma coluna capilar nova, inicialmente pouco ou
nenhum efeito matriz € observado, apds a realizacdo de varias analises o efeito
matriz comega a aparecer em razdo das sucessivas inje¢des e contaminagdo do
sistema cromatografico (PINHO et al. 2009). O didmetro interno da coluna também
tem influéncia na magnitude do efeito matriz em uma analise (SHENCK e LEHOTAY,
2000). Normalmente, colunas de maior didmetro interno apresentam maiores
distorcbes dos resultados em relagcéo as de diametros menores (DOMOTOROVA et
al., 2006 apud PINHO et al. 2009).

Varias precaugdes podem ser usadas para eliminar ou reduzir o efeito matriz:
a) uso de padrbes preparados em brancos da matriz, (b) uso do método de adigcao
padrdo, (c) extensiva limpeza para reduzir componentes da matriz, (d) uso de
padrées internos, com tempos de retengao préoximos ou idénticos aos do analito,
afetados similarmente aos analitos pelos componentes da matriz, (e) uso de on-
column ou outras formas de injecdo em GC para evitar o efeito de sitios ativos, (f)
colocar componentes da matriz com a tentativa de preencher os sitios ativos, (Q)
compensacao dos resultados calculados pelo fator de enriquecimento da matriz. O
uso de insersores desativados e/ou técnicas de inje¢ao alternativas, como splitless
pulsado ou on-column, pode ser muito efetivo na reducédo do efeito, mas sdo mais
caras, e a baixa de robustez faz essas técnicas menos populares (SHENCK e
LEHOTAY, 2000). J& o método de adigdo padrédo tem a desvantagem de ser
necessario uma curva analitica para cada amostra (PINHO et al. 2009). O uso de
padrdes preparados em extratos dos brancos € a opgao mais comum utilizada pelos

laboratérios para resolver o problema de efeito matriz.
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4 MATERIAIS E METODOS

O desenvolvimento experimental consistiu na validacdo de método para
determinagcdo de glicerol livre e total, mono-, di- e triglicerideos em biodiesel

empregando GC-FID.

4.1 Instrumentagao

X GC-2010 Shimadzu equipado com auto injetor AOC-20i, injetor on-
column, técnica de injecdo simple on-column, e Detector de lonizagdo em chama
(FID);

X GC-MS-QP 2010 Plus Shimadzu equipado com injetor split/splitless;

X Colunas capilares de silica fundida: HTS5 - 5% fenil polisiloxano —
carborano marca SGE com dimensdes 25 m x 0,32 mm d.i., 0,1 um de espessura do
filme; Rtx® - 5 MS marca Restek com dimensdes 30 m x 0,25 mm d.i., 0,25 ym de
espessura do filme;

X Aquisicdo de dados pelo software GC solution Shimadzu;

X Balanca Analitica Bioprecisa modelo FA 2104N;

4.2 Reagentes, solventes e materiais

X Glicerol, pureza = 99,5%;

X Tricaprina (1,2,3 — tridecanolilglicerol) (padrao interno), pureza 99%,
Sigma-Aldrich, EUA;

<> Monooleina (1-monolcis-octadecenoil] —glicerol), pureza ~99%, Sigma-
Aldrich, EUA,;

X Monopalmitina  (1-monohexadecanoil-rac-glicerol), pureza ~99%,
Sigma-Aldrich, EUA;

<> Monoestearina  (1-monooctadecanoil-rac-glicerol), pureza 299%,
Sigma-Aldrich, EUA;

X Monolinoleina  (1-([cis,cis]-9,12-octadecadienoil)-rac-glicerol)  ~99%
Sigma-Aldrich, EUA;

<> Dioleina (1,3-di[cis-octadecenoil]-glicerol), pureza 99%, Sigma-Aldrich,
EUA;
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X Trioleina (glicerol trioleato) = 99%, Sigma-Aldrich, EUA_;
X (S) -(-)-1,2,4- butanotriol (padrao interno), pureza = 95% GC, Fluka,
EUA;
<> N-Metil-N-(trimetilsilil)trifluoroacetamida (MSTFA), Sigma-Aldrich, EUA;
X Metil laurato, pureza 99,7%, Supelco, EUA;
X Metil tridecanoato, pureza 99,9%, Supelco, EUA,;
X Metil tetradecanoato, pureza 99,9%, Supelco, EUA;
X Metil pentadecanoato, pureza 99,6%, Supelco, EUA,
X Metil hexadecanoato, pureza 99,9%, Supelco, EUA;
X Metil heptadecanoato, pureza 99,8%, Supelco, EUA;
X Metil linolenato pureza, 99,9%, Supelco, EUA;
X Metil octadecanoato, pureza 99,9%, Supelco, EUA;
X Metil nonadecanoato, pureza 97,9%, Supelco, EUA;
X Metil araquidato, pureza 99,8%, Supelco, EUA;
X Metil heneicosanoato, pureza 99,6%, Supelco, EUA;
X Metil docosanoato, pureza 99,7%, Supelco, EUA;
X Metil tricosanoato, pureza 99,8%, Supelco, EUA;
X Metil lignocerato, pureza 99,9%, Supelco, EUA;
X Metil miristoleato, pureza 99,9%, Supelco, EUA,;
X Metil palmitoleato, pureza 99,5%, Supelco, EUA;
X Metil linoleato, pureza 99,7%, Supelco, EUA;
X Metil eicosaenoato, pureza 99,7%, Supelco, EUA;
X Metil elaidato, pureza 96,9%, Supelco, EUA;
X Metil docosahexaenoato, pureza 99,5%, Supelco, EUA;
X Metil nervonato, pureza 99,9%, Supelco, EUA;
X Metil oleato, pureza 99,7%, Supelco, EUA;
X Metil 2-hidréxi estearato, pureza 99%, Supelco, EUA,;
X Metil eicosatetrenoato, pureza 98,5%, Supelco, EUA;
X Metil 12-hidréxitetracosanoato, pureza 98%, Sigma-Aldrich, EUA,;
X Metil lesquerolato, pureza 99%, Sigma-Aldrich, EUA;
<> Piridina, solvente grau HPLC e espectrofotométrico, J.T.Baker, EUA,;
X Heptano, solvente HPLC e espectrofotométrico, J.T.Baker, EUA;
X Hexano, solvente HPLC e espectrofotométrico, J.T.Baker, EUA,;

<> Extran® neutro (Merk, Brasil);
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X Gas hidrogénio para GC, pureza 99,999%;
X Gas nitrogénio para GC, pureza 99,999%;
X Ar sintético para GC, pureza 99,999%;

X Gas hélio para GC, pureza 99,999%;

X4 Micro-seringas de vidro com capacidade de 50 pyL e 250 uL, Hamilton
CO., Reno, Nevada, EUA;

X Balbes volumétricos com capacidade de 10 mL;

X Micropipetadores automaticos com capacidade variavel (100 - 5000pL)
(Labmate, Polénia, Digipet);

X Pipetas Pasteur;

X Frascos para amostrador automatico;

X Frasco ambar com capacidade de 30 mL com tampa;

4.3 Preparo das solugdes analiticas

As solugdes estoque individuais dos ésteres para determinacdo da
composi¢cado quimica do biodiesel da mistura de sebo e soja foram preparadas na
concentragao de 1000 mg L', e através de diluicdes sucessivas foram preparadas
novas solugdes individuais de 100 e 10 mg L™. E a partir das solu¢des individuais de
100 mg L™ foram preparadas duas misturas: uma de todos os ésteres saturados e o
metil linolenato e outra de todos os ésteres insaturados; nas concentragdes de 4 mg
L™". O solvente utilizado no preparo das solugdes foi o n-hexano.

As solugbes estoque (Tabela 8) e as solugdes trabalho (Tabela 9) de glicerol,
glicerideos e os respectivos padrdes internos foram preparadas conforme método de
referéncia ASTM D 6584.
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Tabela 8 — Preparo das solugdes estoque

Composto Massa (mg) Baldo volumétrico (mL) Concentragao
(mg mL™)
Glicerol 25 50 05
Monooleina 50 10 5
Dioleina 50 10 5
Trioleina 50 10 5
(S)-(-)-1,2,4 butanotriol 25 25 1
Tricaprina 80 10 8

As solugdes trabalho (Tabela 9), 1° nivel ao 5° nivel de concentragdo das
curvas analiticas dos compostos, foram preparadas diariamente a partir das

solucdes estoque.

Tabela 9 — Volumes, em pL, das solugdes estoque para preparo das curvas

analiticas de cada composto

Volumes em uL do 1° ao 5° nivel de concentragao

Composto
1° 2° 3° 4° 5°
Glicerol 10 30 50 70 100
Monooleina 20 50 100 150 200
Dioleina 10 20 40 70 100
Trioleina 10 20 40 70 100
(S)-(-)-1,2,4 butanotriol 100 100 100 100 100

Tricaprina 100 100 100 100 100
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Os procedimentos adotados para o preparo dos niveis das curvas analiticas
foram: para medida de volumes inferiores a 40 pL foi utilizada microseringa de vidro
de 50 puL; para volumes superiores ou iguais a 50 uL foi utilizada microseringa de
250 pL. Apds colocar em frascos ambar volumes adequados dos padrdes para todos
os niveis foi adicionado a cada frasco 100 yL de MSTFA com micropipetador
automatico de 100 pL, com posterior agitagao.

Foi deixado ocorrer a reagao de sililacdo por 20 minutos sendo na sequéncia
adicionados duas vezes 4mL de n-heptano com micropipetador automatico de 5000
ML.

4.4 Amostras de biodiesel

As amostras de biodiesel utilizadas para validagdo do método foram
produzidas nos laboratérios de Quimica Organica da FURG. Elas consistiram de
biodiesel etilico de: girassol, mamona e da mistura de sebo e soja. Estas amostras
foram sempre utilizadas com no maximo dois meses apds a sua producdo. A

amostragem foi realizada de forma aleatéria.

4.5 Preparo das amostras para determinagao da composi¢ao quimica do
biodiesel da mistura de sebo e soja

As amostras foram diluidas mil vezes em n-hexano para posterior injegao no
GC-MS.

4.6 Otimizacao da reagcao de sililagao para o biodiesel etilico de mamona

A reacao de sililagao foi otimizada apenas para o biodiesel de mamona em
virtude da sua composi¢ao quimica.

Em 100 mg de amostra foram adicionados 100 pL da solugéo estoque de (S)-
(-)-1,2,4-butanotriol e 100 yL da solugdo estoque de tricaprina. Apés a amostra foi

sililada com um volume de 100 uL de MSTFA conforme indicado pelo método ASTM
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D 6584 para outros tipos de biodiesel. Posteriormente foi testado o uso de 500 uL de
MSTFA.

ApOs colocar o reagente derivatizante a amostra foi agitada e o tempo de
reacao de sililagao foi de 20 minutos, na sequéncia foram adicionados 8 mL de n-
heptano.

Nesses ensaios foram adotados procedimentos como: para volumes de 100
ML dos padrdes internos foi utilizada micro-seringa de 250 uL; para volumes de 100
ML e 500 yL MSTFA foram utilizados micropipetadores automaticos de 100 e 1000
ML, respectivamente; e para volumes de 8 mL (2x 4mL) n-heptano foi utilizado

micropipetador automatico de 5000 pL.

4.7 Composicao quimica do biodiesel etilico da mistura de sebo e soja
(20/80%)

Antes da determinagdo dos contaminantes no biodiesel etilico da mistura de
sebo:soja (20:80) nos métodos ASTM D6584 e EN 14105, a composigdo quimica
desse biodiesel foi determinada por GC-MS.

As solugdes individuais dos ésteres de 10 mg L™ foram injetadas, no GC-MS
para identificar os tempos de retencdo e os espectros dos mesmos. Apds foram
injetadas as duas misturas: uma de todos os ésteres saturados e o metil linolenato e
outra de todos os ésteres insaturados; nas concentragbes de 4 mg L' para
determinacado da composi¢ao quimica da amostra de biodiesel. Normalizagdo de
areas foi o método utilizado para determinagdo da porcentagem de cada constituinte
na amostra.

As condi¢des utilizadas no sistema GC-MS foram: coluna capilar de silica
fundida Rtx® - 5 MS marca Restek com dimensdes 30 m x 0,25 mm d.i., 0,25 ym de
espessura do filme; volume de injegdo de 1 pL; forno a 80 °C por 1 min, 10 °C min™*
até 180 °C, 7 °C min™ até 330 °C por 1 min; injetor split/splitess com modo de
injecao splitless e temperatura de 250 °C; gas de arraste hélio com velocidade linear
de 42 cm seg’’; temperatura de 230 °C na fonte de ions; temperatura na interface de
280 °C; Deteccao por Espectrometria de Massas com ionizagdo por impacto de
elétrons (El) com energia de ionizagdo de 70 eV e varredura de massas 29 a 500

m/z.
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4.8 Sistema cromatografico GC-FID

O sistema de cromatografia adotado para analise de glicerol livre e total,
mono, di e triglicerideos foi baseado nos métodos de referéncia ASTM D 6584 e EN
14105. Foram realizadas inje¢des das amostras e dos niveis de concentragao dos
padrbées nas condigbes cromatograficas dos dois métodos, com o objetivo de
selecionar a rampa de temperatura que proporcionasse menor tempo de analise
sem comprometer a separagao entre glicerol, ésteres e glicerideos.

Para ambos os métodos foram utilizados: coluna capilar de silica fundida HT5
- 5% fenil polisiloxano — carborano marca SGE, com dimensdes 25 m x 0,32 mm d.i.,
0,1 um de espessura do filme; volume de injegdo de 1 uL; gas de arraste Hyg) com
velocidade linear de 50 cm s™; injetor on-column com técnica de injecdo simple on-
column e modo de injecdo direct; temperatura no injetor 70 °C por 1 min, 20 °C min™
até 380 °C por 10,31 min; detector (FID) a 380 °C e com Hyg) a 40 mL min™, ar
sintético a 400 mL min™" e Ny como gas make up a 30 mL min™.

Os métodos se distinguem na programacdo de temperatura do forno
cromatografico, ASTM D 6584: 50 °C por 1 min, 15 °C min™ até 180 °C, 7 °C min™
até 230 °C, 30 °C min™" até 380 °C por 10 min; EN 14105: 50 °C por 1 min, 15 °C min-
'até 180 °C, 7 °C min™" até 230 °C, 10 °C min™ até 370 °C por 12 min.

4.9 Identificacao e quantificagdo de mono-, di- e triglicerideos

Para identificacdo e quantificagdo dos monoglicerideos foram feitas solugdes
individuais e mistura no terceiro nivel de concentracdo ASTM D 6584 de
monopalmitina, monoestearina, monooleina, e monolinoleina a partir das solucdes
estoque de 5 mg mL™".

Para amostras de biodiesel etilico de girassol e da mistura de sebo:soja
(20:80) a identificacado e quantificagdo dos monoglicerideos foi realizada através da

sobreposi¢ao dos cromatogramas das amostras e da mistura de monoglicerideos.
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No caso do biodiesel etilico de mamona foi feita a sobreposi¢cdao dos
cromatogramas da amostra de biodiesel etilico de girassol, da amostra de biodiesel
etilico de mamona e da mistura dos monoglicerideos.

Para os diglicerideos e triglicerideos foram estabelecidas bandas de tempos
de retengao através da sobreposigao de cromatogramas. Para amostras de biodiesel
etilico de girassol e da mistura de sebo:soja (20:80) essas bandas foram
estabelecidas através da sobreposicdo dos cromatogramas dessas amostras e do
quinto nivel de concentragao dos padroes.

Para o biodiesel etilico de mamona foi feita sobreposi¢cao dos cromatogramas
da amostra de biodiesel etilico de girassol, da amostra de biodiesel etilico de
mamona e do quinto nivel de concentracdo dos padroes.

O estabelecimento das bandas de diglicerideos e triglicerideos consideraram
um conjunto de trés picos referentes a C16:0, C18:0, C18:1 e C18:2 para as
amostras de biodiesel etilico de girassol e da mistura de sebo e soja. Para as
amostras de biodiesel etilico de mamona foram considerados os mesmos picos com

acréscimo dos picos referentes a C18:1-OH.

4.9.1 GC-MS para confirmacado dos compostos

Apenas para a amostra de biodiesel etilico de mamona foi necessaria analise
por GC-MS. Foram injetadas no sistema GC-MS a amostra do biodiesel etilico de
mamona e o terceiro nivel de concentragao dos padrdes.

As condi¢des utilizadas no sistema GC-MS foram: coluna capilar de silica
fundida HT5 - 5% fenil polisiloxano — carborano marca SGE, com dimensdes 25 m x
0,32 mm d.i., 0,1 ym de espessura do filme; volume de injecdo de 1 uL; forno a 50
°C por 1 min, 15 °C min™ até 180 °C, 7 °C min™' até 230 °C e 30 °C min™ até 350 °C
por 30 min; injetor split/splitess com modo de injecédo split, razdo de split 1:50 e
temperatura de 250 °C; gas de arraste hélio com velocidade linear de 64,7 cm s'1;
temperatura de 250 °C na fonte de ions; temperatura na interface de 320 °C;
deteccdo por Espectrometria de Massas com ionizagao por impacto de elétrons (El)

com energia de ionizagao de 70 eV e varredura de massas 70 a 1090 m/z.
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410 Calculo para quantificagdao de glicerol livre e total, mono-, di- e
triglicerideos em biodiesel

O teor de glicerol livre e total, mono-, di- e triglicerideos nas amostras de
biodiesel foi calculado com o auxilio do software GC Solution.

Apds observar que nas curvas analiticas para todos compostos foi obtida boa
linearidade, no software foi alterado o tipo de curva de linear para “manual RF
linear”. O RF (fator de corre¢do) dado para a monooleina foi copiado para os demais
monoglicerideos, assim o RF da dioleina foi copiado para os demais diglicerideos e
o RF da trioleina foi copiado para os demais triglicerideos. Com isso foi possivel
quantificar os demais glicerideos tendo somente curvas analiticas da monooleina,
dioleina e trioleina.

O software forneceu a razao entre a concentragcdo de cada composto e a
concentracdo do respectivo padrdo interno na amostra, para determinar a

concentragcao de cada composto o valor dado foi substituido na Equacéo (4).

conc composto
concPI

Conc composto = xconcPlI (4)

A partir da Equagao (4) foi determinada a concentragdo de glicerol livre,
mono-, di e triglicerideos nas amostras.
Os valores encontrados na Equacao (4) foram substituidos na Equagao (5)

para determinar o teor de glicerol total.

Glicerol total % (m/m) =glicerol livre + 0,2591 monoglicer ideos + 0,1488 diglicerid eos + 0,1044 trigliceri deos (5)

4.11 Validagao do método
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4.11.1 Curva analitica e linearidade

As curvas analiticas para os compostos foram construidas conforme descrito
no item 4.3 paginas 46 a 48, e na Tabela 10 sdo apresentados os cinco niveis de
concentracdo de cada composto.

Tabela 10 — Niveis de concentragdao, % (m/m), para os compostos segundo
ASTM D 6584

Composto 1° 2° 3° 4° 5°

Glicerol 0,005 0,015 0,025 0,035 0,05
Monooleina 0,1 0,25 0,50 0,75 1
Dioleina 0,05 0,1 0,2 0,35 0,5

Trioleina 0,05 0,1 0,2 0,35 0,5

Foi empregada padronizagdo interna sendo o (S)-(-)-1,2,4 butanotriol o
padrdo interno do glicerol e a tricaprina o padrdo interno dos glicerideos, nas
concentragdes de 0,1 e 0,8 %, respectivamente (m/m).

Cada nivel de concentracao foi injetado trés vezes no sistema cromatografico.
A partir disso o software construi a curva analitica para cada composto relacionando
a razdo de areas (area do padrao/area do padrdo interno) com a razdo das
concentragdes (concentragao do padrao/concentragao do padrao interno). Com base
nas curvas analiticas foi avaliada a linearidade do método para cada composto

através do coeficiente de Pearson (r).

4.11.2 Sensibilidade

A sensibilidade dos métodos de referéncia ASTM D 6584 e EN 14105 foi
comparada através do coeficiente angular da equacao de reta de cada composto,

sendo que quanto maior o coeficiente angular mais sensivel é o método.
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4.11.3 Precisao

A precisdao do método foi avaliada para o biodiesel etilico de mamona devido
a modificacdo da reagao de sililagao para esse biodiesel.

O estudo da precisdo do método em termos de repetitividade e precisédo
intermediaria foi realizado para o 1° nivel, 3° nivel e 5° nivel de concentracdo através
da fortificagdo da amostra com os compostos, foram efetuados trés ensaios para
cada nivel com posterior injecdo em triplicata no GC-FID para cada ensaio. Para
avaliar a precisao intermediaria esse procedimento foi efetuado em dois dias
diferentes.

A precisao instrumental foi avaliada para os cinco niveis de concentragcédo da
curva analitica de cada composto, considerando trés injecbes repetitivas de um
mesmo ensaio.

A precisao foi expressa através da estimativa do desvio padrdo relativo
(RSD), Equacao (6).

RSD% = ——x100 (6)
Xm

4.11.4 Exatidao

A exatidao foi verificada pelo método de adicdo padrao e por ensaios de
recuperacao. O método de adigao padrao foi utilizado para compostos que estavam
presentes na matriz (ou seja, caso em que a matriz ndo estava isenta dos
compostos de interesse). O ensaio de recuperacao foi usado no caso em que a
matriz estava isenta do composto de interesse. Baseado nisso, a exatiddo para o
glicerol, monooléina e dioleina foi avaliada pelo método de adi¢do padrao, e para a
trioleina foi utilizado ensaios de recuperacao.

Ao considerar que a exatiddo esta sempre associada a precisdo, ambas
foram avaliadas de forma concomitante, ou seja, para 0os mesmos niveis de
concentracio e para a mesma amostra: biodiesel etilico de mamona.

Para avaliagao da exatidao pelo método de adi¢cao o ideal é ter um material
de referéncia acompanhado de um certificado com o valor da concentragdo de cada

composto de interesse no biodiesel. A partir disso os sinais medidos e o valor da
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concentracdo dado pelo material de referéncia para cada composto é aplicado
diretamente nas Equacdes (7) e (8). Como nesse caso isso nao foi possivel a
concentragdo de cada composto na amostra nao fortificada foi determinada atraves
do método de adicdo padrao para posterior calculo da exatiddo. Ao considerar que
esses valores de concentracdo encontrados para os compostos na amostra nao
fortificada foram utilizados como referéncia para o calculo da exatidao; para garantir
a confiabilidade esses valores foram também determinados através das curvas
analiticas e comparados aqueles determinados pelo método de adicao padrao.

O método de adi¢ao padrao foi realizado tendo como base a Figura 10.

5% nivel conc

i 37 nivel conc

Arog

12 nivel conc

Armostra

l = Concentragdo
conc amostra

Figura 10 — Modelo de curva utilizado no método de adi¢ao padrao

A concentragdo encontrada na amostra através da extrapolacdo da reta,
Figura 10, no eixo das abscissas foi definido como a concentragdo na amostra n&o

fortificada e foi substituido na Equacao (7).

conc amostra ndo fortificada X (area amostra fortificada - area amostra nao fortificada) (7)
area amostra nao fortificada

Concdetamostrafortificada =

Ap0s o valor encontrado foi substituido na Equacao (8).

Exatid&o (%) = conc determlnada~na amosFr.a fo~rt|f|cada x100 (8)
concentragdo da fortificagédo
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Logo, quando o padréao interno foi considerado no calculo da exatidao a reta,
Figura 10, relacionou a razéo de areas (area do padrao/area do padrao interno) com
a razado das concentragdes (concentracdo do padrao/concentracdo do padréo
interno). E a Equagcdo (7) também considerou as razbes de areas e de
concentracdes entre padrdo e padrdao interno, onde o valor encontrado foi
multiplicado pela concentragao do padrao interno.

Nos ensaios de recuperacdo o valor de area medido foi substituido nas
equacodes de reta das curvas analiticas no solvente e na matriz de forma a obter a
concentragdo na amostra fortificada (C1). Apds foram expressos conforme Equagéao
(9).

Ci—-C2
—X

3

R(%) = 100 (9)

onde:
C4= concentragcao determinada na amostra fortificada
C,= concentracao determinada na amostra nao fortificada

C3= concentracao da fortificacao

4.11.5 Robustez

A robustez foi avaliada frente a variagdo da matriz. Visto que os métodos de
referéncia sdo indicados para ésteres metilicos oriundos de 6leo de colza, girassol,
soja ou ésteres de composi¢cao quimica semelhante a esses; e o estudo foi realizado
com biodiesel de mamona, que apresenta composicdo quimica distinta desses

ésteres, e com biodiesel etilico.

4.12 Avaliagao do efeito matriz

A avaliacdo da ocorréncia ou nao do efeito matriz foi realizada para o
biodiesel etilico de mamona. Para isso foram construidas curvas no solvente e na
matriz.

As curvas na matriz foram preparadas da seguinte forma: em 100 mg de
amostra foram adicionados volumes adequados das solugdes estoque dos padrdes

para resultar em cinco niveis de concentracdo, e volumes constantes das solugcdes
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estoque dos padrdes internos, conforme ASTM D 6584. Apds foi realizada reagao de
sililagdo com 500 yL de MSTFA com tempo de reacdo de 20 minutos, com posterior
adicdo de 8 mL de n-heptano.

O efeito matriz foi calculado através da Equacgéo (11) conforme PRESTES
(2007) e KOLBERG (2008):

inclinag&o (X1)—inclinagdo (X2)
inclinacao (X2) x100 (1)

Efeitomatriz% =
onde:
X+1= inclinagdo da curva obtida pela injegdo das solugbes analiticas de cada
composto, preparadas no biodiesel etilico de mamona (matriz)
Xo= inclinagdo da curva obtida pela inje¢cdo das solugbes analiticas de cada
composto, preparadas em heptano (solvente)

O efeito matriz €& considerado baixo para uma faixa de
supressao/enriquecimento de sinal de —20% < C% < +20%, médio para faixas de -
50%< C% <-20% ou +20% > C% > +50% e alto para C% <-50% ou C% > +50%
(ECONOMOU et al., 2009).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Otimizagao da reagao de sililagao para o biodiesel etilico de mamona

O 6leo de mamona é constituido em 90% de um triglicerideo derivado do
acido ricinoléico, o que distingue o biodiesel gerado a partir desse 6leo dos demais
tipos de biodiesel. Dessa forma, o principal constituinte do biodiesel de mamona e
contaminantes mono-, di- e triglicerideos presentes no mesmo, na sua maioria, séo
hidroxilados.

A reacéo de sililagdo empregada como preparo de amostra pelos métodos de
referéncia ASTM D 6584 e EN 14105 para determinagcédo de glicerol livre e total,
mono-, di- e triglicerideos em biodiesel ocorre substituindo os hidrogénios acidos
desses compostos pelo grupo trimetilsilil ((CH3)3Si) do agente derivatizante. Esses
métodos de referéncia sao indicados para ésteres oriundos de 6leo de colza,
girassol, soja ou ésteres de composigdo quimica semelhante a esses. Como o
biodiesel de mamona apresenta composi¢cao quimica distinta desses ésteres, ou
seja, principal constituinte e contaminantes hidroxilados, o estudo da reacdo de
sililagao se faz necessario.

Na otimizacdo da reacdo de sililagdo para o biodiesel etilico de mamona o
fator tido como indicativo de uma reagdo completa foi a altura do pico do (S)-(-)-
1,2,4-butanotriol. Estudos iniciais que foram base para os métodos de referéncia
relatam o padrao interno (S)-(-)-1,2,4-butanotriol como o indicador mais sensivel de
uma incompleta reacdo de sillagdo (PLANK e LORBEER, 1995). No caso de
sililagao insuficiente os trés grupos hidroxilas do padrao interno ndo séo sililados e
seu pico se apresenta dividido e com uma reducao drastica na altura.

Baseado nisso, primeiramente foi sillada uma amostra de biodiesel metilico
de girassol, para a qual o método ASTM D 6584 ¢ indicado, determinando a altura
do pico do (S)-(-)-1,2,4-butanotriol como indicativo de uma reagéo completa; e desse
modo como referéncia para o estudo dessa mesma reacdo para o biodiesel de

mamona.
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No primeiro ensaio para o biodiesel etilico de mamona foi feita derivatizagao
segundo ASTM D 6584, utilizando 100 yL de MSTFA.

Ao comparar, Figura 11, a altura do pico do (S)-(-)-1,2,4-butanotriol na reag&o
de sililagdo com 100 uL de MSTFA para o biodiesel de mamona com a altura do pico
do (S)-(-)-1,2,4-butanotriol tida como referéncia foi verificada uma reagao de sililagéo

incompleta.

SO |

Figura 11 — Em rosa pico do (S)-(-)-1,2,4-butanotriol (referéncia) e preto pico do
(S)-(-)-1,2,4-butanotriol (biodiesel de mamona derivatizado com 100 pL de
MSTFA)

Em virtude da presengca de mais hidrogénios aptos a sofrerem reacdo de
sililacado foi avaliada a influéncia do uso de um volume maior de MSTFA na reagao
de sililagao.

Com a utilizagdo de um volume de 500 yL MSTFA a altura do (S)-(-)-1,2,4-
butanotriol foi aproximadamente o dobro comparada a altura obtida com o volume de
100 pL de MSTFA.

Logo, com um volume de 500 uL de MSTFA o pico do (S)-(-)-1,2,4-butanotriol
se sobrepds totalmente ao pico do (S)-(-)-1,2,4-butanotriol tido como referéncia,
Figura 12. Isso € um indicativo que a reacgao de sililagédo ocorreu de forma completa
para o biodiesel de mamona nessas condi¢des. Desse modo, um volume de 500 pL

de MSTFA para a reacao sililacao foi escolhido para continuacéo do estudo.
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J

Figura 12 — Em rosa pico do (S)-(-)-1,2,4-butanotriol (referéncia) e preto pico do
(S)-(-)-1,2,4-butanotriol (biodiesel de mamona derivatizado com 500 pL de
MSTFA)

Com base nos parametros de identificacdo para monoricinoleina e 1,3-
diricinoleina posteriormente estabelecidos no item 5.4 deste trabalho, esses
compostos foram identificados nos cromatogramas dos ensaios utilizando 100 e 500
ML de MSTFA. A partir disso foi realizada a comparagéo das areas do glicerol, (S)-(-
)-1,2,4-butanotriol, monoricinoleina e 1,3-diricinoleina utilizando 100 e 500 pyL de
MSTFA. Nas Figuras 13, 14 e na Tabela 11 a seguir apresentadas foram destacadas

as areas desses compostos.
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Figura 13 - Perfil cromatografico do biodiesel etilico de mamona derivatizado
com 100 pL de MSTFA
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Figura 14 - Perfil cromatografico do biodiesel etilico de mamona derivatizado
com 500 uL de MSTFA

Como pode ser observado nos cromatogramas e constatado na Tabela 11
com um volume de 500 uL de reagente a area dos compostos aumentou de 1,78
vezes a 3,25 vezes. Isto também leva a concluir que a reagdo com um volume de

500 uL foi completa.

Tabela 11 - Relagao de areas dos compostos nas Figuras 13 e 14

Composto Figura 1 Figura 2 Razao areas
Fig. 2/Fig.1
Glicerol 3319409 5899556 1,78
(S)-(-)-1,2,4-butanotriol 117578 231255 1,97
Monoricinoleina 10110185 24965921 2,47

1,3 Diricinoleina 3580443 11626663 3,25
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Os calculos estequiométricos abaixo também indicam que é necessario um
volume maior que 100 uL de MSTFA para reacao sililacdo completa do biodiesel de

mamona.

Dados:

Massa de amostra analisada = 100 mg =0,1 g
Massa molar do ricinoleato de etila = 323 g mol™
Densidade do MSTFA = 1,075 g mL™

Massa Molar do MSTFA = 199,25 g mol™”

0,1 g de amostra (biodiesel) ------------ X

323 g de biodiesel 1 mol

x = 3,1 10 mol de biodiesel

Ao considerar que: a amostra de biodiesel tem 100% de pureza, um mol de
biodiesel de mamona tem um mol de hidrogénio acido a reagir e que a relagao
estequiométrica com o MSTFA é 1:1; logo € necessario 3,1 10 mol de MSTFA para

uma massa de 0,1 g de biodiesel.

1 mol de MSTFA 199,25 g (OY£ Y [ m— 1 mL
3,1 10* mol de MSTFA ------------- X (07— X
x = 0,062 g de MSTFA x = 0,0576 mL = 57,67 uL de MSTFA

O biodiesel de mamona por ter seu principal constituinte hidroxilado
(ricinoleato de etila), faz com esse constituinte concorra na reagéo de sililagdo com
os contaminantes, glicerol e glicerideos, e com o padrédo interno (S)-(-)-1,2,4-
butanotriol. Como pode ser visto nos calculos acima esse constituinte consome
aproximadamente 58 uL de MSTFA, restando somente 42 yL do reagente para
reagir com os contaminantes. Para as demais amostras de biodiesel os métodos de
referéncia ASTM D 6584 e EN 14105 indicam 100 pL de MSTFA para os
contaminantes e o (S)-(-)-1,2,4-butanotriol. Isso justifica ser insuficiente 42 yL de
reagente no caso da amostra de biodiesel de mamona, principalmente se considerar
que os glicerideos em maior concentragdo sao hidroxilados, monoricinoleina, 1,3-
diricinoleina e ricinoleina. Portanto, os calculos estequiométricos indicam que um

volume maior que 100 yL de MSTFA é necessario para uma reacao de sililagao



63

completa. Ao utilizar o volume de 500 uL de MSTFA selecionado para a seqiéncia
do estudo restam aproximadamente 440 uL de MSTFA para reagir com glicerol e
glicerideos, e com o padrao interno. O volume de 440 pL de MSTFA utilizado para a
amostra de biodiesel de mamona € 4,4 vezes maior que o volume de 100 uL

indicado para as demais amostras.

5.2 Determinagcao da composicao quimica do biodiesel etilico da mistura
de sebo:soja (20:80)

Os métodos de referéncia ASTM D 6584 e EN 14105 nado podem ser
aplicados sem modificacbes a ésteres oriundos de triglicerideos que possuam em
sua constituigdo graxa o acido laurico (C12:0), devido as sobreposigdes de picos de
ésteres de longa cadeia com monoglicerideos de cadeia curta. O sebo por ser uma
gordura animal € rico em ésteres derivados de acidos graxos saturados podendo ter
em sua constituicdo graxa o acido laurico (C12:0).

Para verificar a presenga ou nao de éster do acido laurico no biodiesel etilico
da mistura de sebo:soja (20:80) foi determinada a sua composi¢cao graxa por GC—
MS e os resultados estdo mostrados na Figura 15 e Tabela 12. E imprescindivel que
o perfil graxo seja sempre realizado em amostras da mistura de sebo:soja (20:80)
antes da determinag¢ao do conteudo do glicerol livre e total, mono-, di- e triglicerideos

para assegurar a auséncia de ésteres do acido laurico (C12:0).
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Figura 15 — Perfil cromatografico da composi¢ao quimica do biodiesel etilico

da mistura de sebo:soja (20:80)
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Tabela 12 - Composicao graxa do biodiesel etilico da mistura de sebo:soja
(20:80)

Tempo de retencgéao (tr) Composicao

Acido graxo em minutos (%)
Acido Linoléico C18:2 18,3 42,44
Acido Oléico C18:1 18,4 35,78
Acido Estearico C18:0 18,6 11,22
Acido Palmitico C16:0 16,2 9,62
Acido Miristico C14:0 13,7 0,38
Acido Heptadecanoico C17:0 17,4 0,27

Como pode ser observado em ambos Figura 15 e Tabela 12 éster do acido
laurico ndo esta presente na constituicdo quimica no biodiesel etilico da mistura de
sebo:soja (20:80), portanto a amostra ndo tem restricbes para ser analisada pelos

métodos de referéncia.

5.3 Condicoes cromatograficas escolhidas para analise das amostras

As condi¢des do sistema GC-FID dos métodos de referéncia ASTM D 6584 e
EN 14105 sao aplicaveis a metil ésteres de girassol, e os ensaios mostraram que
eles também podem ser utilizados para biodiesel etilico: de girassol, mamona e da
mistura de sebo:soja (20:80).

No caso do biodiesel etilico de mamona que possui composi¢ao quimica
distinta do biodiesel etilico de girassol testes com EN 14105 foram considerados
importantes. Isso porque o método EN 14105 em comparagdo com ASTM D 6584
possui aquecimento mais lento para chegar a ultima temperatura do forno, o que
influencia na separagao dos ésteres, mono-, di- e triglicerideos, pois passa a atuar a
partir de 16,8 minutos em diante. O biodiesel etilico da mistura de sebo e soja
apresentou constituicdo semelhante ao biodiesel de girassol, no entanto sua
constituicdo tem uma pequena porcentagem de ésteres saturados, por isso ensaios
com o método EN 14105 também foram realizados.

O fato de ter apresentado um mesmo perfil cromatografico para as amostras
de biodiesel da mistura de sebo e soja (Figura 16) e biodiesel de mamona (Figura

17) nos dois métodos descartou a possibilidade de coeluicdo entre os compostos
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(ésteres, mono-, di- e triglicerideos) quando foi utilizado o método ASTM D 6584.

Uma vez que ao se utilizar um aquecimento mais brando para chegar a ultima

temperatura do forno (EN 14105) o perfil obtido foi semelhante aquele obtido com

um aquecimento mais rapido (ASTM D 6584).
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Figura 16 — Perfil cromatografico do biodiesel etilico da mistura de sebo e soja

“ado . min

(20/80%) nas condigcoes de analise do método EN 14105 (em preto) e do
método ASTM D 6584 (em rosa)




66

W (1,000,000

4.0
3.5—5
3.D—f
2.5—3

2.0

S A RS LA, L
]

0.0

HJChromatodrar] Time 14650 Inten. 2895 436

120 175 200 235 250 275 0o
Figura 17 - Perfil cromatografico do biodiesel etilico de mamona nas
condi¢cées de analise do método EN 14105 (em preto) e do método ASTM D
6584 (em rosa)

Portanto, por ser indiferente a eluigdo das amostras no método EN 14105 ou
no método ASTM D 6584, foi escolhida a programacéo de temperatura do forno do
método ASTM D 6584 por resultar em um tempo de corrida cromatografica menor. O
método ASTM D 6584 tem um tempo de analise de 31,81 minutos e o EN 14105 de
42,81 minutos; o primeiro € onze minutos mais rapido. Isso porque o método ASTM
D 6584 utiliza como ultimo incremento de temperatura 30 °C min™ até 380 °C e o0 EN
14105 emprega 10 °C min™" até 370 °C.

5.4 Identificagao e quantificagdao de mono-, di- e triglicerideos

A ordem de eluicdo dos mono-, di- e triglicerideos nas condi¢des utilizadas
esta relacionada com o numero de carbonos, aqueles com mesmo numero de
carbonos e com duplas ligagdes coeluem, ja os saturados e insaturados que
possuem mesmo numero de carbonos sao separados, eluindo primeiro os
insaturados.

Na Figura 18 € apresentado o cromatograma da mistura dos monoglicerideos:

monopalmitina, monoestearina, monooleina, e monolinoleina.
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Figura 18 — Perfil cromatografico do 3° nivel de concentragdo da mistura dos
padroes dos monoglicerideos sob as condi¢oes de analise do método ASTM D
6584

Monooleina e monolinoleina coeluem como ja explicado anteriormente, o
mesmo ocorreu em cromatogramas de amostras apresentados nos métodos de
referéncia ASTM D 6584 e EN 14105.

Na Figura 19 foi feita a sobreposigdo dos padrées dos monoglicerideos e das
amostras de biodiesel de girassol e da mistura de sebo e soja identificando os

compostos através dos tempos de retengao para posterior quantificagao.
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Figura 19 - Perfil cromatografico do 3° nivel de concentragcao da mistura dos
padroes dos monoglicerideos em preto, amostra de biodiesel etilico de
girassol em azul e amostra de biodiesel etilico da mistura de sebo:soja (20:80)

em rosa sob as condi¢oes de analise do método ASTM D 6584

Para o biodiesel de mamona o principal contaminante dos monoglicerideos é
a monoricinoleina, sé ha disponivel padrao analitico deste composto nos EUA e nao
ha representante de venda no Brasil, portanto a compra desse produto implica em
custo e tempo.

Na Figura 20, por ndo dispor do padrdo da monoricinoleina no laboratério, foi
feita a sobreposi¢cdo dos cromatogramas da amostra de biodiesel etilico de girassol,
da amostra de biodiesel etilico de mamona e da mistura dos monoglicerideos. A
monoricinoleina foi identificada com tg= 19,3 minutos com base em trés requisitos:
pico de area majoritaria com relagdo aos outros monoglicerideos, eluicdo posterior
aos demais monoglicerideos e pico que nao esta presente no cromatograma da
amostra de biodiesel etilico de girassol. Além da monoricinoleina foram identificadas
monopalmitina com tg= 17,8 minutos , monooleina tg= 18,6 minutos, monolinoleina

tr= 18,6 minutos e monoestearina com tg= 18,7 minutos,
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Figura 20 — Perfil cromatografico do 3° nivel de concentragao da mistura dos
padroes dos monoglicerideos em preto, amostra de biodiesel etilico de
girassol em azul e amostra de biodiesel etilico de mamona em rosa sob as
condigcoes de analise do método ASTM D 6584

Através da Figura 21, foi estabelecida para as amostras de girassol e da
mistura de sebo e soja banda de tempo de retencdo de 22,18 a 22,48 minutos para

identificacéo e quantificagdo dos diglicerideos.
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Figura 21 — Perfil cromatografico do 5° nivel de concentracao da dioleina em

preto, amostra de biodiesel etilico de girassol em azul e amostra de biodiesel
etilico da mistura de sebo:soja (20:80) em rosa sob as condi¢ées de analise do
método ASTM D 6584

Para o biodiesel etilico de mamona, Figura 22, além de considerar a banda de
22,18 a 22,48 minutos para os diglicerideos, foi identificada a diricinoleina com
tempo de retencao de 22,8 minutos. Os requisitos considerados para identificagao
da diricinoleina foram os mesmos utilizados para a monoricinoleina, pois para esse

composto ndo ha padrao analitico disponivel nem mesmo em nivel de importacao.
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Figura 22 — Perfil cromatografico do 5° nivel de concentragao da dioleina em
preto, amostra de biodiesel etilico de girassol em azul e amostra de biodiesel
etilico de mamona em rosa sob as condi¢coes de analise do método ASTM D
6584

Ainda para o biodiesel de mamona foram desconsiderados dois picos eluidos
entre os diglicerideos nos tempos de retencdao de 22,6 e 22,7 minutos, por se
tratarem provavelmente de dimeros formados no processo de producéo do biodiesel.
No biodiesel de mamona produzido por catélise alcalina homogénea costuma haver
a formagao de dimeros que eluem na mesma regido dos diglicerideos (VIEIRA et al.,
2008). Estudo realizado no Centro de Pesquisa da Petrobras (CENPES) demonstrou
qgue a hidroxila do ricinoleato em presencga do catalisador reage com a carboxila dos
ésteres formando dimeros denominados estolides, mesmo a temperatura ambiente.
A férmula e a massa molecular do dimero do ricinoleato no caso de rota metilica séo
C37Hss05 € 592,51; respectivamente (VIEIRA et al., 2008).

Ao se tratar de biodiesel produzido por rota etilica € sugerido neste trabalho
que o dimero, Figura 23, tenha como formula molecular C3sH70Os € como massa

molecular 606,51. Além disso, a presenca de dois picos com tempo de retencao de
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22,6 e 22,7 minutos, Figura 22, sugere a formagao de dois dimeros diferentes. A
partir disso é concluido a possivel formagao de dimeros entre os ésteres de

ricinoleato e os outros ésteres presente no biodiesel de mamona.

\/\/\)\/=\/\/\/\/U\
\/\/\/\/2\/\/\/\/[]\

Figura 23 — Dimero formado por ésteres etilicos de ricinoleato
Para os triglicerideos, Figura 24, foi estabelecida banda de tempo de retengao

de 29 a 31 minutos para amostras de biodiesel etilico de girassol e da mistura de
sebo:soja (20:80).
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Figura 24 — Perfil cromatografico do 5° nivel de concentragao da trioleina em
preto, amostra de biodiesel etilico de girassol em azul e amostra de biodiesel
etilico da mistura de sebo e soja (20:80) em rosa sob as condigoes de analise
do método ASTM D 6584

Para amostra de biodiesel etilico de mamona, Figura 25, a banda de tempo
de retencao foi maior, 29 a 33 minutos, em virtude da presenca da ricinoleina com

tr= 32,8 minutos. Também nao ha padrao analitico para a ricinoleina nem a nivel de
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importacdo, por isso os requisitos para identificacdo desse composto foram os
mesmos utilizados para a monoricinoleina.

Para permitir a eluicdo da ricinoleina o tempo de analise foi prolongado em
cinco minutos trocado de 10 para 15 minutos a permanéncia da temperatura de 380

°C no forno.
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Figura 25 - Perfil cromatografico do 5° nivel de concentragao da trioleina,
amostra de biodiesel etilico de girassol em azul e amostra de biodiesel etilico

de mamona em rosa sob as condi¢goes de analise do método ASTM D 6584

541 GC-MS para confirmacédo dos compostos

Devido a indisponibilidade dos padrbes de monoricinoleina, 1,3-diricinoleina e
ricinoleina foram realizados testes no GC-MS para confirmacao desses compostos.
Nesses ensaios nao foi possivel a eluicdo dos triglicerideos por serem compostos
pouco volateis, sendo necessarias temperaturas mais elevadas que as permitidas na
fonte de ions e na interface do GC-MS. A néo eluicido desses compostos pode ser
percebida nas Figuras 26 e 27, cromatogramas da mistura dos padrdes e da

amostra, respectivamente.
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Figura 27 — Perfil cromatografico da amostra de biodiesel etilico de mamona

derivatizada com 500 yL de MSTFA

Nas Figuras 28 e 29 sdo destacadas as faixas de mono- e diglicerideos da

amostra de mamona no GC-MS e é possivel perceber a semelhangca com as faixas

obtidas no GC-FID (item 5.4 pagina69e 71 ).

Na Figura 28 o pico com tempo de retengédo de 18,6 minutos foi considerado

como sendo a monoricinoleina, da mesma maneira que no cromatograma obtido no

GC-FID.
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Figura 28 — Perfil cromatografico da regidao de monoglicerideos da amostra de

biodiesel etilico de mamona
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Figura 29 — Perfil cromatografico da regiao de diglicerideos da amostra de

biodiesel etilico de mamona

Na Figura 29 os picos com tempos de retengdo de 22,2 e 22,4 minutos foram
considerados os estdlides e em 22,6 minutos a 1,3 diricinoleina. Do mesmo modo
que no cromatograma do GC-FID.

Nas Figuras de 30 a 33 sao apresentados os espectros de massas desses
compostos de m/z 70 a 400, embora tenha sido realizada varredua de m/z 70 a

1090, na faixa de m/z 400 a 1090 n&o houve fragmentos intensos.
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Figura 30 — Espectro de massas m/z de 70 a 400 para monoricinoleina
derivatizada com MSTFA
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Figura 31 — Espectro de massas m/z de 70 a 400 para estélide derivatizado com

MSTFA
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Figura 32 — Espectro de massas m/z de 70 a 400 para estélide derivatizado com
MSTFA
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Figura 33 - Espectro de massas m/z de 70 a 400 para 1,3-diricinoleina
derivatizada com MSTFA

SHIBAHARA et al. (2008) desenvolveram um método por GC-MS com
ionizacado por impacto de elétrons para determinacao de tracos de acido ricinoleico
em Oleos. ldentificaram o ion mais intenso m/z 73, (CH3)sSi+, como sendo
caracteristico de compostos trimetilsillados e o m/z 187 no espectro do metil

ricinoleato originario da quebra da ligagao a ao grupo silil éter.
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Através dos espectros de massas obtidos no GC-MS foi possivel confirmar
que os compostos que estavam sendo considerados anteriormente como derivados

do éster do acido ricinoléico, realmente sdo derivados.

5.5 Validagao do método

551 Curva analitica e linearidade

Os dados de linearidade de cada composto estdo descritos na Tabela 13 e na

Figura 34 é apresentado um cromatograma da mistura dos padroes.

Tabela 13 — Resultados de linearidade e curva analitica de cada composto no

método
Composto Faixa linear % (m/m) Equacao dareta r
Glicerol 0,005 - 0,05 y=2,9004x — 4,710  0,9996
Monooleina 0,1-1,0 y=1,5778x —2,210°  0,9998
Dioleina 0,05-0,5 y=1,0665x — 9,910*  0,9998
Trioleina 0,0522 - 0,5220 y=0,2334x — 810 0,9996

A ANVISA recomenda uma linearidade de 0,99 e o INMETRO um valor acima
de 0,90, como pode ser observado na Tabela 13 o método apresentou r >0,999 para

todos compostos, o que representa uma boa linearidade.
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Figura 34 — Perfil cromatografico do 5° nivel de concentragdo da mistura dos

padroes sob as condi¢oes de analise do método ASTM D 6584

Tabela 14 — Tempos de retengao (tg) e areas dos compostos na Figura 34

Composto tr (Min) Area
Glicerol 5,6 309185
(S)-(-)-1,2,4-butanotriol (PI) 6,4 223939
Monooleina 18,6 3893474
Tricaprina (PI) 20,8 1986570
Dioleina 22,3 131930
Trioleina 29,7 290049

5.5.2 Sensibilidade

A sensibilidade foi avaliada para saber se a escolha pelo método mais rapido,

ASTM D 6584, ndo comprometeu o sinal obtido para cada composto.
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Na Tabela 15 sdo apresentadas a equagédo da reta de cada composto nos
dois métodos: ASTM D 6584 e EN 14105.

Tabela 15 — Equacao da reta para cada composto nos métodos: ASTM D 6584 e

EN 14105 para avaliagao da sensibilidade

Faixa linear %

Equacéo da reta

Equacéo da reta

Composto r r
(m/m) método ASTM D 6584 Método EN 14105
Glicerol 0,005 — 0,05 y= 2,9004x — 4,710 0,9996 y=2,89x — 4,7.10 0,9995
Monooleina 0,1-1,0 y=1,5778x — 2,210° 0,9998 y=1,5620x — 1,65.10°> 0,9995
Dioleina 0,05-0,5 y=1,0665x — 9,910°* 0,9998 y=1,0693x — 6,8.10° 0,9994
Trioleina  0,0552 — 0,552 y=0,2334x — 810 0,9996 y=0,2788x — 7,5.10° 0,9994

Ao comparar o coeficiente angular para cada composto dado pela equagéo da

reta obtida em cada método foi concluido que n&o ha diferenca de sensibilidade dos

métodos, pois os coeficientes angulares apresentaram semelhanca.

5.5.3 Precisao

A precisdo instrumental (Tabela 16) foi avaliada para todos os niveis de

concentracdo, na curva analitica, para cada composto.
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Tabela 16 — Precisao instrumental (RSD;) para os compostos nos niveis de

concentragao da curva analitica

1° nivel RSDi 2° nivel RSDi 3° nivel RSDi 4° nivel RSDi 5° nivel RSDi

Composto . . . . .
% mm) | (%) | % mmm) | ®) | %mm) | ®) | %mm) | ®) | %mm) | (%)
Glicerol 0,005 3,3 0,015 0,48 0,025 0,24 0,035 0,40 0,05 0,44
Monooléina 0,1 0,08 0,25 0,07 0,50 0,12 0,75 0,15 1 0,13
Dioleina 0,05 2,38 0,1 1,0 0,2 1,47 0,35 0,18 0,5 0,43
Trioléina 0,05 7.9 0,1 4,0 0,2 1,31 0,35 1,47 0,5 0,16

Os resultados de precisdo para o método em termos de repetitividade (RSDy)
e precisdo intermediaria (RSD,) estdo apresentados nas Tabelas 17, 18 e 19
juntamente com os de exatiddo. Os valores de repetitividade ficaram entre 1,1 e
4,2% e de precisao intermediaria ficaram entre 1,8 e 8,2% para glicerol, monooleina
e dioleina, quando foram considerados nos calculos pelo método de adi¢cdo os
padrées internos. Ja quando os padrbes internos nao foram considerados nos
calculos pelo método de adigdo os valores de repetitividade e de precisdo
intermediaria para esses compostos ficaram entre 2,3 e 4,7, 34 e 8,8
respectivamente. Para a trioleina os valores de repetitividade ficaram 4,7 e 10,7% e
os de precisao intermediaria entre 1,8 € 6,8%.

Os valores de precisdo tanto para o método como para o instrumento foram

aceitaveis, visto que os valores de RSD foram inferiores a 20% (RIBANI et al., 2004).

5.5.4 Exatidao

Em ensaio prévio realizado, foi constatado que a amostra de biodiesel etilico
de mamona apresentava um teor de glicerol muito elevado. Por isso, essa amostra
passou por procedimento de purificacdo para diminuicdo do teor de glicerol livre. O
procedimento consistiu da extragcdo com volume de 50 mL de acetato de etila, apos

a amostra foi lavada seis vezes com agua destilada a 60 °C, as fases foram
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separadas e posteriormente a amostra foi seca com MgSO,4. Em seguida foi feita a
filtracdo, em papel filtro e evaporacao.
Nas Tabelas 17 e 18 sdo apresentados os valores de exatidao calculados

pelo método de adi¢cdo de padrao para o glicerol, monooleina e dioleina.

Tabela 17 — Exatidao (%) e RSD (%) do método para os compostos no biodiesel

etilico de mamona em diferentes niveis considerando os padroes internos

Repetitividade Precisao intermediaria
Ni_\/_el d? Exatidao RSD Exatiddo RSD
Composto fortificagéo
% mim) (%) (%) (%) (%)
0,005 67 1,4 72 6,7
Glicerol 0,025 93,4 1,5 93 2,5
0,05 97,4 1,9 108,3 1,8
0,1 67 1,1 90,1 8,2
Monooleina 0,5 104,2 1,6 105,7 5,8
1 96,8 2,5 108,1 3,2
0,05 53,1 2,4 98,5 4,0
Dioleina 0,2 93,2 2,2 119,8 3,3

0,5 95,8 2,3 106,8 2,7
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Tabela 18 — Exatidao (%) e RSD (%) do método para os compostos no biodiesel

etilico de mamona em diferentes niveis sem considerar os padroes internos.

Repetitividade Precisao intermediaria
Ni_\/_el d? Exatiddo RSD Exatiddo RSD
Composto fortificagéo
(% mim) (%) (%) (%) (%)
0,005 80,6 3,5 82,6 7,5
Glicerol 0,025 96 2,6 88,8 3,4
0,05 101,6 4,1 119,3 5,6
0,1 91,9 2,3 70 8,8
Monooleina 0,5 96,4 4,2 114,2 6,6
1 941 4,7 101,7 6,5
0,05 104,9 2,6 98,5 4,3
Dioleina 0,2 104,6 4,0 119,8 4,2
0,5 107,6 4,4 106,8 5,0

Ao comparar as Tabelas 17 e 18 foi verificado que os valores de RSD (%) do
método foram menores ao considerar os padrdes internos. Desse modo, as adigbes
dos padrdes internos melhoraram a precisdo do método. Segundo BROWN et al.
(2009) o uso padrdes internos no método de adigdo padrdo melhora a precisdo em

comparacgao ao tradicional método de adicdo padrao sem padronizagao interna.
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A trioleina € unico composto, dentre os analisados, que nao possui
hidrogénios aptos a sofrerem reacgao de sililagao; além de ndo estar presente na
matriz estudada. O estudo da exatiddo do método para esse composto (Tabela 19)

foi feito por ensaios de recuperagao conforme PLANK e LORBEER (1995).

Tabela 19 — Recuperacao (%) e RSD (%) do método para a trioleina no biodiesel

etilico de mamona em diferentes niveis

Repetitividade Precisao intermediaria
Nivel de
L RSD RSD
Composto fortificagao R(%) R(%)
(%) (%)
(% m/m)
0,0522 100,9 10,7 115,5 6,8
Trioleina 0,2088 82,5 4,7 85,6 5,7
0,5220 76,5 5,1 80,2 1,8

Os valores de exatidado para glicerol, monooleina e dioleina variaram de 70 a
126,7% quando nao foram considerados nos calculos os padrdes internos e de 53,1
a 119,8% quando foram considerados os padrbes internos. Ja para trioleina as
recuperagodes variaram de 76,5 a 115,5%.

Os valores de exatiddo foram satisfatéorios uma vez que na analise de
residuos sao aceitos valores entre 70 e 120% (SANCO, 2007). E em alguns casos
dependendo da complexidade da amostra e do método empregado, essa faixa de

valores pode ser ampliada ou restringida.
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555 Robustez

O método foi robusto frente as variagbes da composi¢cao quimica da matriz,
ou seja, na aplicagdo a biodiesel de mamona e a ésteres etilicos. Para o biodiesel

de mamona uma otimizacao da reacgao de sililagao foi necessaria.

5.6 Efeito matriz

A ocorréncia ou nado do efeito matriz no biodiesel etilico de mamona foi
avaliada através das curvas analiticas dos compostos de interesse.

Na Figura 35 sédo apresentadas as curvas analiticas no solvente e na matriz
para o glicerol.

& curva no solvente

curva na matriz

-
»
|

y =2,9107x - 0,0488

<

N

iy r =0,9995

TE 12

(7

53

£3 %% :

S g y =2,5336x - 0,0507

g s 04 r =0,9950

o

e 0 ‘ ‘ ‘

o

© 0 0,2 0,4 0,6
conc glicerol/conc (s)-(-)-1,2,4-butanotriol (Pl)

Figura 35 — Curvas analiticas do glicerol no solvente e na matriz

Na Figura 36 s&o apresentadas as curvas analiticas no solvente e na matriz

para a monooleina.
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Figura 36 — Curvas analiticas da monooleina no solvente e na matriz

Na Figura 37 s&o apresentadas as curvas analiticas no solvente e na matriz

para a dioleina.
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Figura 37 — Curvas analiticas da dioleina no solvente e na matriz

Na Figura 38 s&o apresentadas as curvas analiticas no solvente e na matriz

para a trioleina
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Figura 38 — Curvas analiticas da trioleina no solvente e na matriz

A comparacao visual entre as curvas no solvente e na matriz mostrou a
ocorréncia de efeito matriz para todos os compostos, sendo mais acentuado para a
trioleina. Isso pode ser confirmado através dos resultados apresentados na Tabela
20. Para todos os compostos o efeito matriz deu negativo, ou seja, uma supresséo
do sinal, indicando para os compostos estudados um comportamento diferente do
que se tem descrito na literatura, item 3.7 pagina 42, sobre efeito matriz em analises

por GC, pois em analises por GC normalmente €& observado o enriquecimento do
sinal.

Tabela 20 - Efeito matriz (%) para os compostos calculado a partir das

inclinagdes das curvas analiticas no solvente e na matriz

Composto Efeito matriz (%)
Glicerol -12,9
Monooleina -18,4
Dioleina -15,5
Trioleina -48,7

Para o glicerol, monooleina e dioleina o efeito matriz € considerado baixo e
para trioleina é considerado médio (ECONOMOU et al., 2009).
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Como o método de adicdo padrao € uma das formas de superar ou reduzir o
efeito matriz os resultados de exatidao anteriormente apresentados (Tabelas 17 e
18) para o glicerol, a monooleina e a dioleina ndo precisam ser corrigidos. No
entanto, para a trioleina esses resultados foram calculados novamente considerando
a curva na matriz (Tabela 21), a qual se trata de outra maneira de compensar o

efeito matriz.

Tabela 21 — Recuperagao (%) do método para a trioleina calculada pelas curvas

na matriz e no solvente

Nivel de R: (%) R: (%) Ryi (%) Roi (%)
Composto fortificagdo Curva no Curva na Curva no Curva na

(% m/m) solvente matriz solvente matriz

0,05 100,9 91 115,5 119,3

Trioleina 0,2 82,5 128,2 85,6 140,5

0,5 76,5 138,6 80,2 145,9

Embora tenha sido observado efeito matriz para todos os compostos, em
analises de rotina é preferivel a quantificacdo através de curvas analiticas no
solvente em comparagao a utilizagdo de curvas analiticas na matriz ou método de
adicao padrao.

A ampla diversidade de matérias-primas para a producéo de biodiesel leva a
uma variedade nas composigdes quimicas no biodiesel gerado. E ao considerar que
o efeito matriz pode variar dependendo do carater da matriz e da razdo entre o
analito e a matriz, para quantificacdo dos analitos em questao € necessario construir
curvas na matriz para cada tipo de biodiesel. Por exemplo, curva na matriz para o
biodiesel etilico de mamona e outra curva na matriz para o biodiesel etilico de
girassol.

O método de adicdo padrao também nao é o mais indicado para superar ou
reduzir o efeito matriz em analises de rotina, pois com esse método € necessario
uma curva para cada amostra, independente se as amostras tiverem a mesma

origem ou nao.
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5.7 Resumo do método utilizado para determinacao de glicerol livre e total,
mono-, di- e triglicerideos em biodiesel etilico de girassol, mamona e da
mistura de sebo e soja

<> Solugdes analiticas

As solugdes estoque foram preparadas em piridina resultando nas seguintes
concentracdes para cada composto: 0, 5 mg mL™ para glicerol, 1 mg mL™" para (S)-(-
)-1,2,4-butanotriol, 8 mg mL™" para tricaprina, 5 mg mL™" para monooleina, dioleina e
trioleina. A partir dessas solugdes foram preparadas as solugdes trabalho obtendo
as faixas lineares de: 0,005 a 0,05% (m/m) para glicerol, 0,1 a 1% (m/m) para
monooleina e 0,05 a 0,5% (m/m) para dioleina e trioleina. E concentracdes
constantes para os padrdes internos de 0,1% (m/m) para (S)-(-)-1,2,4-butanotriol e
0,8% (m/m) para tricaprina.

As solugdes trabalho foram sililadas com 100 yL de MSTFA e tempo de

reacao de 20 minutos com posterior adicido de 8 mL de n-heptano.

X Preparo das amostras
Em 100 mg de amostra foram adicionados 100 pL da solugéo estoque de (S)-(-)-
1,2,4-butanotriol, 100 pL da solucao estoque de tricaprina e um volume de 100 uL de
MSTFA. Ja as amostras de biodiesel de mamona foram sililadas com de 500 pL de
MSTFA. O tempo de reacao de sililagao foi de 20 minutos com posterior adigao de 8

mL de n-heptano.

X Condig¢des GC-FID

As condic¢bes utilizadas foram: coluna capilar de silica fundida HT5 - 5% fenil
polisiloxano — carborano marca SGE, com dimensdes 25 m x 0,32 mm D.I., 0,1 ym
de espessura do filme; volume de injecdo de 1 pL; gas de arraste Hyg com
velocidade linear de 50 cm s™; injetor on-column com técnica de injecdo simple on-
column e modo de injegao direct; temperatura no injetor 70 °C por 1 min, 20 °C min™
até 380 °C por 15,31 min; detector (FID) a 380 °C e com Hyg a 40 mL min™, ar

sintético a 400 mL min™" e Ny como gas make up a 30 mL min™.

X Tempos e bandas de retencao
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Na Tabela 22 sao apresentados os compostos com os tempos e as bandas

de retencao.

Tabela 22 — Tempos e bandas de retencao utilizados para identificagao e

quantificagao dos compostos

Tempos ou bandas

Composto de retencao
Glicerol 5,6
(S)-(-)-1,2,4-butanotriol (PI) 6,4
Monopalmitina 17,8
Monooleina e monolinoleina 18,6
Monoesteriana 18,7
*Monoricinoleina 19,2
Tricaprina (PI) 20,8
Dioleina 22,3
Diglicerideos 22,18 a 22,48
*Diricinoleina 22,8
Trioleina 29,7
Triglicerideos 29a 31
*Triglicerideos 29a33

*Sao referentes ao biodiesel de mamona

X Método para quantificagcao

As curvas analiticas obtidas foram respectivas as faixas lineares descritas

anteriormente. O modo de integracao inicialmente usado foi o modo linear, sendo na

sequéncia trocado para o modo “manual RF linear” para ser possivel a quantificagao

dos glicerideos.
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6 Aplicagao do método

O método foi aplicado a amostras de biodiesel etilico: de mamona, da mistura
de sebo/soja (20/80%) e de girassol produzidas nos laboratdrios de Quimica
Orgénica da FURG. Na Tabela 23 sao apresentados os resultados para os

compostos analisados.

Tabela 23 — Concentragées (%m/m) para glicerol livre e total, mono-, di- e

triglicerideos nas amostras analisadas

Glicerol livre | Monoglicerideos Diglicerideos Triglicerideos | Glicerol total
Amostra
(% m/m) (% m/m) (% m/m) (% m/m (% m/m)
Biodiesel etilico
0,053 6,164 4,507 1,315 2,458
de mamona
Biodiesel etilico
de sebo/soja 0,07 1,641 1,189 0,213 0,694
(20/80%)
Biodiesel etilico
. 0,02 0,571 0,381 0,022 0,227
de girassol

Para as amostras de biodiesel etilico de mamona e da mistura de sebo/soja
(20/80%) os valores de concentragao (%m/m) em negrito mostrados na Tabela 23
sao apenas uma estimativa, pois ultrapassaram o ultimo nivel de concentragado da
faixa linear, Tabela 10. Essas amostras também estdo fora dos padrdes exigidos
pelas normas ANP 04/2010, ASTM D 6751 e EN 14214 (Tabela 7) em termos do
conteudo (%m/m) de glicerol livre e total, mono-, di- e triglicerideos.

Conforme os limites maximos de residuos permitidos (Tabela 7) o biodiesel
etilico de girassol € a unica amostra que se encontra dentro dos padrbes exigidos
pelas normas ANP 04/2010, ASTM D 6751 e EN 14214 em termos de (%m/m) de
glicerol livre e total.

Dentre as normas a EN 14214 é a unica que estabelece limites maximos de
residuos para mono-, di- e triglicerideos. Com base nela o biodiesel etilico de

girassol apresentou concentragdes de mono- e triglicerideos inferiores aos limites
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maximos de residuos; no entanto no que se refere ao conteudo de diglicerideos o
limite maximo de residuo foi ultrapassado

Na Figura 39 é apresentado cromatograma das amostras analisadas.
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Figura 39 — Perfil cromatografico da amostra de biodiesel etilico de mamona

analisada
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Tabela 24 — Tempos de retengao (tr) e as areas para os compostos na Figura

32
Composto t (min) Area
Glicerol 5,6 347222
(S)-(-)-1,2,4-butanotriol (PI) 6,4 233959
Monopalmitina 17,8 273137
Monooleina e monolinoleina 18,5 2132153
Monoesteriana 18,7 160127
Monoricinoleina 19,2 21806539
Tricaprina (PI) 20,8 2040061
Diglicerideos 22,2 365745
Dioleina 22,3 133067
Diglicerideos 22,4 811253
Diricinoleina 22,8 10976915
Triglicerideos 29,5 39649
Triglicerideos 30,8 18734
Triglicerideos 31,7 192169
Ricinoleina 32,8 541281
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7 CONCLUSOES

A maior contribuicdo cientifica deste trabalho consiste no fato de utilizar um
unico método para analise de glicerol livre e total, mono-, di- e triglicerideos em
biodiesel de mamona. Sendo que, para tal determinacédo, a resolucdo brasileira
estabelece a utilizagdo de trés diferentes métodos. Além disso, amplia a gama de
amostras para as quais os métodos ASTM D 6584 e EN 14105 incluindo biodiesel
de mamona e biodiesel obtido via rota etilica de girassol, mamona e da mistura de
sebo e soja.

A reacao de sililagao para o biodiesel etilico de mamona se mostrou eficiente
ao utilizar um volume de MSTFA de 500 pL.

Ensaios com as amostras para testar a influéncia de uma programagao de
temperatura mais branda (EN 14105) na separagao de ésteres, mono-, di- e
triglicerideos em comparacgao ao perfil cromatografico dessas mesmas amostras no
método ASTM D 6584, mostraram que as amostras apresentam um mesmo perfil
para ambos os métodos. Em vista disso, foram escolhidas as condigdes
cromatograficas do método ASTM D 6584 por permitir analises em menor tempo em
comparacgao ao metodo EN 14105.

O preparo das solugdes, das curvas analiticas e das amostras também foi
baseado no método ASTM D 6584, principalmente por esse avaliar a linearidade em
cinco niveis de concentragao, ao passo que o método EN 14105 avalia em quatro
niveis de concentracdo, visto que, é recomendado que a linearidade seja
determinada pela analise de, no minimo, cinco concentragdes diferentes.

Foram obtidos resultados satisfatérios para todos os parametros de validacéo
avaliados. As curvas analiticas apresentaram boa linearidade com r maiores que
0,999. A sensibilidade dos métodos ASTM D 6584 e EN 14105 para todos os
compostos foram semelhantes, mostrando mais uma vez a indiferenga em termos
analiticos por optar pelas condi¢bes cromatograficas de um ou do outro método. A
exatidao e precisdo do método foram avaliadas somente para a amostra de biodiesel
etilico de mamona, em virtude da otimizacdo da reacao de sililagdo. Os valores de
exatiddo do método ficaram entre 67 e 145,9%, com valores de precisdo menores
que 10,7%. O método se mostrou robusto frente a variagdo da composi¢cao quimica

das amostras.
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O efeito matriz para o glicerol, monooleina e dioleina foi considerado baixo e
para trioleina foi considerado médio. Ainda assim é preferivel a opcédo pela
quantificacado a partir das curvas analiticas no solvente.

Durante a aplicacdo do método, o mesmo se mostrou adequado para
amostras de biodiesel etilico de mamona, de girassol e da mistura de sebo e soja
(20/80%). A partir disso se obteve um perfil ndo representativo, pois a amostragem
foi feita de forma aleatdria, quanto a presenca de contaminantes, das amostras que

sdo produzidas nos laboratorios de Quimica Organica da FURG.
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8 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

<> Monitorar o teor de glicerol livre e total, mono-, di- e triglicerideos das
amostras de biodiesel etilico de girassol, mamona e da mistura de sebo e soja
produzidas nos laboratérios de Quimica Organica da FURG;

X Quando houver disponibilidade de padrées analiticos para
monoricinoleina, 1,3 diricinoleina e ricinoleina fazer corridas cromatograficas para
confirmacao dos mesmos;

X Desenvolver método por LC-MS/MS e comparar com o método

apresentado neste trabalho;
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9 TRATAMENTO DOS RESIDUOS GERADOS

Os residuos gerados das analises foram separados em frascos, rotulados e
armazenados adequadamente aguardando procedimento a ser adotado pela

instituicao.
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ANEXO A - Estruturas e informagdes quimicas para glicerol livre, mono-, di-
triglicerideos, padroes internos (S) - (-) -1,2,4- butanotriol e tricaprina e do

agente derivatizante MSTFA

As informacdes quimicas dos compostos abaixo foram obtidas nos sites da
Sigma-Aldrich Brasil, do banco de dados dos Estados Unidos da América -National

Center for Biotechnology Information (NCBI) e do Chemical Book.

o Glicerol

Funcéo organica: alcool

Nome quimico (IUPAC): 1, 2, 3 propanotriol

Sinénimo: glicerina

Formula molecular: CgHgO3

Numero no Chemical Abstracts Service (CAS): 56-81-5

Massa molar: 92,09 g mol”

<> (S) - (-) -1,2,4- butanotriol

/\/\/

Fungdo organica: alcool

Nome quimico (IUPAC): (2S)-butano-1,2,4-triol

Sindnimo: ndo encontrado

Formula molecular: C4H1903

Numero no Chemical Abstracts Service (CAS):42890-76-6

Massa molar: 106,12 g mol”
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o 1-Monooleina

—

Nome quimico (IUPAC): 2,3-dihidroxipropil (Z)-octadec-9-enoato

Fungao organica: éster

Sinbnimos: 1-mono[cis-octadecenoil]-rac-glicerol, rac-glicerol 1 —monooleato, DL-a-
monooleina

Foérmula molecular: C21H4004

Numero no CAS: 111-03-5

Massa molar: 356,54 g mol”

o 1-Monoestearina

\)\/\)l\/\/\/\/\/\/\/\/

Fungao organica: éster

Nome quimico (IUPAC): 2,3-dihidroxipropil octadecanoato

Sindénimos: 1-monooctadecanoil-rac-glicerol, rac-glicerol 1-estearato, DL-a-estearina
Formula molecular: C21H4204

Numero no CAS: 123-94-4

Massa molar: 358,56 g mol”

X 1-Monopalmitina

\)\/\)j\/\/\/\/\/\/\/

Fungao organica: éster

Nome quimico (IUPAC): 2,3-dihidroxipropil hexadecanoato
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Sinénimos: 1-monohexadecanoil-rac-glicerol, a-monopalmitina, rac-1-palmitoilglicerol
Formula molecular: C1gH3504
Numero no CAS: 542-44-9

Massa molar: 330, 50 g mol™

o 1-Monolinoleina

Fungao organica: éster

Nome quimico (IUPAC): 2,3-dihidroxipropil (92, 12Z)-octadeca-9 ,12-dienoato
Sindnimos: 1-mono [(cis, cis) -9,12-octadecadienoil]-rac-glicerol, 1-linoleoil-rac-
glicerol, 1-monolinoleoil-rac-glicerol

Formula molecular: Cz1H3504

Numero no CAS: 2277-28-3

Massa molar: 354, 52 g mol™

o 1-Monoricinoleina

Funcao organica: éster
Nome quimico (IUPAC): 2,3-dihidroxipropil 12-hidroxioctadec-9-enoato
Sinénimos: glicerol ricinoleato, 12-hidroxi-9-octadecendico

Foérmula molecular: Co1H4005
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Numero no CAS: 1323-38-2

Massa molar: 372,54 g mol™

o 1,3-Dioleina

. C

Fungao organica: éster

Nome quimico (IUPAC): [2-hidroxi-3-[(Z)-octadec-9-enoil oOxipropil]] (£)-octadec-9-
enoato

Sinénimos:1,3-di(cis-9-octadecenoil) glicerol, 1,3-di-([cis]-9-octadecenoil)-rac-glicerol
Formula molecular: CsgH7205

Numero no CAS: 2465-32-9

Massa molar: 620,99 g mol™

o 1,3-Diestearina

~_

Fungao organica: éster

Nome quimico (IUPAC): (2-hidréxi-3-octadecanoildxipropil) octadecanoato
Sinénimos: 1,3-dioctadecanoilglicerol, 1,3-distearoilglicerol, gliceril 1,3-diestearato
Formula molecular: C3gH7605

Numero no CAS: 504-40-5

Massa molar: 625,02 g mol”
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< 1,3-Dipalmitina

Fungao organica: éster

Nome quimico (IUPAC): (3-hexadecanoiloxi-2-hidréxipropil) hexadecanoato
Sinénimos: 1,3-dipalmitoil-glicerol, 1,3-dihexadecanoilglicerol

Formula molecular: CzsHgsOs

Numero no CAS: 502-52-3

Massa molar: 568,91 g mol™

1,3-Dilinoleina

Fungao organica: éster

Nome quimico (IUPAC): ndo encontrado

Sinénimos: gliceril 1,3-dilinoleato, 1,3-di-([cis,cis]-9,12-octadecadienoil)-rac-glicerol
Formula molecular: CsgHgsOs

Numero no CAS: 15818-46-9

Massa molar: 616,95 g mol™

X 1,3-Diricinoleina
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Fungao organica: éster

Nome quimico (IUPAC): ndo encontrado
Sinbnimos: ndo encontrado

Formula molecular: CzgHgsOs

Numero no CAS: n&o encontrado
Massa molar: 652,99

++ Oleina

Fungao organica: éster

Nome quimico (IUPAC): 2,3-bis [[(Z)-octadec-9-enoil] 6xi] propil (Z)-octadec-9-enoato
Sinbnimos: trioleina, 1, 2, 3-tri(cis-9-octadecenoil)glicerol, glicerol triolato

Formula molecular: Cs7H10406

Numero no CAS: 122-32-7
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Massa molar: 885,43 g mol™

++ Estearina

\/\/\/\/\/\/\/\/‘kk(\n/w\/\/\w

Fungao organica: éster

Nome quimico (IUPAC): 1,3-di (octadecanoildxi) propan-2-il octadecanoato
Sinénimos: triestearina, 1,2,3-trioctadecanoilglicerol, glicerol triesterarato
Formula molecular: Cs7H1100s

Numero no CAS: 555-43-1

Massa molar: 891,48 g mol™

« Palmitina

MM/\/\/\/U\\(\H/\NV\/\NV

Fungao organica: éster
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Nome quimico (IUPAC): 1,3-di (hexadecanoiloxi) propan-2-il hexadecanoato
Sinénimos: tripalmitina, glicerol tripalmitato, tripalmitoilglicerol

Formula molecular: Cs1HggOg

Numero no CAS: 555-44-2

Massa molar: 807,32 g mol™

++ Linoleina

Fungao organica: éster

Nome quimico (IUPAC): 2,3-di (octadeca-9 ,12-dienoiloxi octadeca) propil-9 ,12-
dienoato

Sinénimos: 1,2,3-tri-(cis, cis-9, 12-octadecadienoil) glicerol, gicerol trilinoleato
Formula molecular: Cs7HgsOg

Numero no CAS: 537-40-6

Massa molar: 879,38 g mol™

+ Ricinoleina
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Fungao organica: éster

Nome quimico (IUPAC): 2,3-bis[[(E)-12-hidréxioctadec-9-enoil]oxilpropil (E)-12-
hidroxioctadec-9-enoato

Sinénimos: triricinoleina, gliceril triricinoleato

Formula molecular: Cs7H10409

Numero no CAS: 2540-54-7

Massa molar: 933,43 g mol™

% Tricaprina

L

Fungao organica: éster

Nome quimico (IUPAC): 1,3-di (decanoildxi) propan-2-il decanoato

Sinénimos: tridecanoato de glicerina, glicerol tricaprato, 1,2,3- tridecanoilglicerol,
tridecanoato glicerol

Formula molecular: Cz3Hg2O6

Numero no CAS: 621-71-6
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Massa molar: 554,84 g mol™

o,

% MSTFA

Fungao organica: amida

Nome quimico (IUPAC): 2,2,2-trifluoro-N-metil-N-trimetilsililacetamida

Sinénimos: N-metil-N-(trimetilsilil)trifluoroacetamida, N-trimetilsilil-N-metil
trifluoroacetamida

Formula molecular: CegH12F3NOSI

Numero no CAS: 24589-78-4

Massa molar: 199,25 g mol
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