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RESUMO

Neste estudo, foi desenvolvido e validado um método analitico baseado em
cromatografia gasosa rapida com fator de resposta (Fast GCRF) e detector de
ionizacdo em chama, onde foi utilizada uma coluna capilar apolar, polidimetilsiloxano,
(20 mx 0,10 mm x 0,10 um),submetida a programacéao de temperatura com uma Unica
rampa de aquecimento (60 — 360 °C) na velocidade de 60 °C mint com tempo total
de andlise de 5 min. O método Fast GCRF foi aplicado na quantificacdo de ésteres
metilicos de acidos graxos (FAME - Fatty acid methyl esters) totais em quinze tipos
de biodiesel. As misturas de FAME (C8 — C20) foram produzidas a partir do 6leo de
algoddo, amendoim, améndoa, canola, chia, coco, dendé, gergelim, girassol,
macauba, milho, mamona, soja, 6leo residual de fritura e gordura de frango. As
amostras de biodiesel e padréo interno (tricaprilina), foram dissolvidos em hexano. A
metodologia validada € seletiva, por meio da qual € possivel identificar e quantificar
ésteres alquilicos totais. Quando efetuada a troca do solvente hexano por uma mistura
de alcool isopropilico e toluol ou adicionado NaCl no processo de dissolugdo da
amostra em hexano, o método permaneceu robusto. No estudo da precisdo foram
realizadas analises sucessivas em diferentes dias e por analistas diferentes, com
valores maximos de desvio padrédo relativo (RSD) de 2,3%, 3,6% e 2,8%, para
precisdo instrumental, repetitividade e intermediaria, respectivamente. Na
comparacgdo com ouros métodos, foram obtidos os valores de r? = 0,9953 (coeficiente
angular = 0,99725) e r’ = 0,9962 (coeficiente angular = 1,00337), em comparagdo com
a norma EN14103 e a metodologia de GC com coluna curta e fator de resposta
(GCSCREF), respectivamente, indicando exatiddo e excelente grau de concordancia
entre os resultados nas trés metodologias. Os ensaios de recuperacdo estdo dentro
do intervalo de 86,16% a 119,12% e os valores de RSD entre 0,4% - 4,49%.

Palavras-chave: Material graxo. Biodiesel. FAME. Fast GC.



ABSTRACT

An analytical method based on fast gas chromatography with a response factor (Fast
GCRF) and flame ionization detector was developed and validated In this study. It was
used an apolar capillary column, polydimethylsiloxane, (10 m x 0.10 mm x 0, 10 um),
submitted to temperature programming with a single heating ramp (60 - 360 ° C) at a
60 ° C mint speed and total analysis time of 5 min. The Fast GCRF method was
applied to quantify total fatty acid methyl esters (FAME) in fifteen biodiesel samples
types. The FAME mixtures (C8 - C20) were produced from cottonseed oil, peanuts,
almonds, canola, chia, coconut, palm oil, sesame, sunflower, macauba, corn, castor
bean, soy, residual frying oil and chicken fat. hexane was used to dissolve the biodiesel
samples and the internal standard (tricapriline). The validated methodology is selective
and it able to identify and quantify total alkyl esters. Changing sample preparations
conditions like hexane changed for an isopropyl alcohol and toluol mixture or adding
NacCl in the at sample dissolving didn't affects the Fast GCRF method robustness. The
maximum values of relative standard deviation (RSD) of 2.3%, 3.6% and 2.8%, were
calculated for instrumental precision, repeatability and intermediate precision,
respectively, by successive analyzes in different days and different analysts. In
comparison with other methods, the values of r> = 0.9953 and slope = 0.99725 (for
Fast GCRF versus GCEN14103 standard), r? = 0.9962 and slope = 1.00337 (for Fast
GCRF versus GC methodology with short column and response factor - GCSCRF)
indicating accuracy and agreement between the results in the three methodologies.
The recovery tests are within the range of 86.16% to 119.12% and the RSD values
between 0.4% - 4.49%.

keywords: Fatty material. Biodiesel. FAME. Fast GC.
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1 INTRODUCAO

O biodiesel, formado por uma mistura de ésteres metilicos de acidos graxos,
atrai atencao significativa devido a sua caracteristica renovavel e disponibilidade de
Oleos e gorduras vegetais ou animais dos quais, esse biocombustivel é produzido.
Logo é definido como uma mistura de ésteres de acidos graxos de cadeia longa (C6
— C20) que pode ser sintetizado por meio de reacdes de esterificacdo e

transesterificacdo a partir de diferentes matérias-primas (PASA et al., 2020).

Atualmente, 46% do biodiesel é produzido nos EUA, 24% no Brasil e 15% na
Unido Europeia e, dependendo da regido, o biodiesel é produzido a partir de diversas
matérias-primas, tais como, o 6leo vegetal, 6leo vegetal residual, algas, gorduras
animais (sebo bovino, banha de porco, restos de pele de aves, peixes e insetos),
microorganismos, dentre outras (ABID e BENHIMA, 2019)

Além de renovavel e biodegradavel, o biodiesel pode ser adicionado ao diesel
convencional devido as suas propriedades fisico-quimicas semelhantes e, mesmo
uma pequena adicdo de biodiesel como 12% v/v (percentual minimo de biodiesel
acrescido ao oleo diesel no Brasil atualmente), gera diminuicdo de cerca de 11% das
emissdes de hidrocarbonetos e 8% das emiss6es de mondxido de carbono (SILVA et
al., 2018; HUPP et al., 2018; ANP, 20120).

De acordo com as orientagdes da norma EN 14103, indicada pela ANP,
Agéncia Nacional de Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis, a pureza do biodiesel
€ expressa como o teor de ésteres alquilicos de acidos graxos, determinado por
cromatografia em fase gasosa com detector de ionizacdo por chama (Gas
Chromatography — Flame lonization Detector, GC/FID) (ANP, 2014; Braun et al.,
2017).

No Brasil, muitas matérias-primas diferem substancialmente daquelas
utilizadas na Europa e nos Estados Unidos para producdo de biodiesel, com isto, 0s
parametros da norma EN 14103 ndo sao adequadas para analise de qualquer tipo de
biodiesel produzido no Brasil, devido ao uso de padrbes internos no preparo da
amostra, 0s quais sdo encontrados em alguns tipos de materiais graxos (PRADOS et
al., 2012).
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Cada tipo de matéria-prima tem sua constituicdo caracteristica em termos de
acidos graxos e, como o biodiesel é produzido a partir de diferentes 6leos e gorduras
vegetais ou animais de qualidades variadas, é necessario estabelecer parametros de
gualidade do biodiesel para garantir o grau de pureza, a identificacdo de
contaminantes, o desempenho do biodiesel como combustivel e evitar danos no

motor, independente da matéria-prima (OKULLO et al., 2013).

O aumento do percentual de adicdo de 12% (B12), em volume, de biodiesel ao
oleo diesel comercial no Brasil em marco de 2020 e, a perspectiva da adicdo de 15%
(B15) até o ano de 2023, traduz a importancia da otimizacdo e validacao de
metodologias analiticas cada vez mais rapidas e confidveis para a analise de ésteres
alquilicos de acidos graxos provenientes de diferentes matérias-primas (TERCINI et
al. 2018; ANP, 2020).

A analise rapida em cromatografia gasosa pode ser obtida através da
otimizacdo dos principais parametros instrumentais, tais como, tipo e velocidade do
gas de arraste, comprimento e didmetro da coluna capilar, desde que, a resolucao dos
picos ndo seja afetada (DESTAILLATS; CRUZ-HERNANDEZ, 2007).

Em relacéo a validacdo de métodos apropriados para andlise de biodiesel no
Brasil, o Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia, INMETRO,
estabelece parametros para o procedimento de validacéo, a fim de obter resultados
reproduziveis para diferentes amostras em diferentes laboratérios, garantindo que
novos métodos gerem informagdes confiaveis sobre as amostras (INMETRO, 2018)

Considerando a importancia do desenvolvimento de novas metodologias
analiticas empregadas em escala industrial, o Laboratério de Catalise e Reatividade
Quimica, GCaR, tem testado novos tipos de catalisadores e otimizado as condi¢cdes
reacionais para a producdo de biodiesel (DA SILVA et al., 2017; DE JESUS et al.,
2019). Nesse contexto, a otimizacdo e validagdo do método empregando a
cromatografia gasosa rapida para quantificagéo de ésteres metilicos de &cidos graxos,
baseia-se na necessidade de um método rapido e confiavel a ser utilizado na

caracterizacao de biodiesel oriundo de diferentes tipos de materiais graxos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver e validar uma metodologia analitica baseada em cromatografia
gasosa rapida com fator de resposta (Fast GCRF) utilizando um cromatégrafo

convencional para andlise de biodiesel.

2.2 Objetivos Especificos

Adaptar o equipamento de GC/FID convencional a técnica de Fast GC com
base no método de coluna curta e fator de resposta, otimizando os fatores de tempo

de retencédo, programa de temperatura do forno, pressao e fluxo do gas de arraste.

Aplicar o método supracitado, em amostras de biodiesel provenientes de
diferentes materiais graxos, tais como, algodao, amendoim, améndoa, canola, chia,
coco, dendé, gergelim, girassol, gordura de frango, macauba, mamona, milho, 6leo

residual de fritura e soja.

Validar a metodologia de Fast GCRF a partir da analise das figuras de mérito:

seletividade, precisao, robustez e exatidao.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Biodiesel

O biodiesel é definido como o “combustivel composto por alquil ésteres de
acidos carboxilicos de cadeia longa, produzido a partir da transesterificacdo e/ou
esterificacdo de matérias-graxas, de gorduras de origem vegetal ou animal’, e que
atenda as especificacdes técnicas na Resolucdo N° 45 de 2014 da ANP - Agéncia

Nacional do Petrdleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP, 2014).

Durante a reacdo de transesterificacdo (Figura 1), sdo formados
monoacilglicerideos (MAG) e diacilglicerideos (DAG) como produtos intermediarios e
que permanecem em pequenas quantidades no biodiesel, juntamente com o
triacilglicerideos (TAG) parcialmente reagidos, além de glicerol ndo removido no
processo de separacao, acidos graxos livres (AGL), residuos de alcool e catalisador,
acarretando a contaminacdo do biodiesel (PINTO, et al., 2005; MEHER,
VIDYASAGAR, NAIK, 2006; OKULLO et al., 2013).

Figura 1: Reacdo de transesterificagdo de triacilglicerideos.
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Fonte: DA SILVA, 2018.

Nota: R1, R2 e R3 sdo as cadeias carbbnicas dos ésteres; R4 sdo as cadeias carbdnicas do alcool

empregado nesta reacao.
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A presenca de MAG, DAG e TAG no biodiesel pode causar a formacédo de
depdsito de carbono no sistema de combustdo a diesel, enquanto um alto teor de
glicerol livre pode provocar o entupimento no injetor e elevar o nivel de emisséo de
aldeidos, logo, a quantidade desses contaminantes no biodiesel é o principal fator que
determina a qualidade deste biocombustivel (SANEK, PECHA E KOLOMAZNIK
2013).

A matéria-prima empregada na producédo de biodiesel é determinada de acordo
com a disponibilidade e a acessibilidade na regido onde este biocombustivel é
produzido, de forma que, na Unido Europeia utilizam-se 6leos de girassol e canola
para a producao de biodiesel, enquanto nos Estados Unidos, as gorduras animais e
Oleo de soja séo as principais fontes de material graxo para esta finalidade (HAAS,
2005; SATO et al., 2016).

No Brasil, conforme observado na Figura 2, o 6leo de soja € a principal matéria-

prima empregada na producéo de biodiesel no Brasil (ANP, 2019).

Figura 2: Perfil nacional de matérias-primas consumidas para producéo de biodiesel.

Setembro/2020

Matéria-prima
@ Oleo de Soja

@ Outros Materiais Graxos
@ Gordura Bovina

@ Outras

® Oleo de Palma/Dendé
@ OLEO DE GIRASSOL

Fonte: ANP, 2020.
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Devido a complexidade de algumas matérias-primas, como gordura animal, ou
de misturas biodiesel-diesel, € necessario o desenvolvimento de métodos baseados
na técnica de cromatografia gasosa efetuando mudancas instrumentais ou
substituindo o padréo interno C17:0 ou C19:0 (utilizados na EN 14103), por padrdes
com caracteristicas semelhantes as do analito e ausente no biodiesel (MARQUES et
al., 2010; SANTOS; VIEIRA; VALENTINI, 2013).

3.2 Aplicacdo de cromatografia gasosa a andlise de biodiesel e

desenvolvimento da técnica de Fast GC

A analise da composicdo de ésteres alquilicos de acidos graxos (FAAE) em
amostras de biodiesel € a principal caracteristica fisico-quimica no controle de
gualidade na producéo do biodiesel comercializado e é expressa na forma de fracao
de massa em porcentagem devendo ser superior a 96,5% (ANP, 2014; TERCINI et
al., 2018).

A quantificacdo dos ésteres metilicos de acidos graxos (FAME) ou ésteres
etilicos de acidos graxos (FAEE), constituintes do biodiesel, é realizada aplicando
diversas técnicas analiticas, principalmente cromatografia gasosa (GC), cromatografia
liguida de alta eficiéncia (HPLC) e técnicas espectrométricas (SILVA et al., 2018; DO
SANTOS et al., 2019).

O procedimento convencional em GC envolve a andlise da amostra de biodiesel
usando detectores de ionizacéo por chama (FID), gas nitrogénio, hélio ou hidrogénio,
puro e inerte, como fase mével gasosa (gas de arraste) e uma coluna capilar contendo
a fase estacionaria que pode ser sélida, liquida ou fase ligada, polar ou apolar
(LANCAS, 1986; SKOOG et al., 2006; CHATTOPADHYAY; DAS; SEN, 2011;
GAGLIERI et al., 2019).

A GC/FID mostra excelente seletividade e é a principal técnica utilizada para a
analise de biodiesel em termos de FAME, mas, alguns trabalhos mostraram que o uso

de colunas convencionais com comprimentos acima de 25 m ndo é vantajoso devido
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a analise ser mais demorada (SATO et al., 2016; SILVA et al., 2018; DO SANTOS et
al., 2019).

Em alguns estudos, tem-se aplicada cromatografia gasosa acoplada a
deteccao por espectrometria de massa (GCMS) a fim de gerar uma impresséo digital

exclusiva para cada tipo de matéria-prima (FLOOD et al., 2015).

Outro fator importante na producédo de biodiesel é a analise da qualidade dos
6leos e gorduras a partir dos quais é produzido o biodiesel. E necessario determinar
a composicao dos acidos graxos que constituem estas matérias-primas (ROCHA; DE
SOUSA; ROCHA, 2013).

No Brasil, 0 método descrito pela norma europeia EN14103 e a metodologia
descrita pela ABNT NBR 15764 sao reconhecidos pela ANP como métodos confiaveis
para a determinacdo de FAMEs total em biodiesel, ambos utilizando GC e levam
aproximadamente 30 min em suas analises (ANP, 20014; ABNT, 2012 SILVA et al.,
2018; TERCINI et al., 2018).

A norma EN 14103 (2003) indica o heptadecanoato de metila (C17:0) como
padrdo interno. O biodiesel produzido a partir de algumas matérias-primas como sebo,
no entanto, contém C17:0 em sua composicdo. Em 2011, o C17:0 foi substituido pelo
nonadecanoato de metila (C19:0), porém, os tempos de retencédo do C19:0, C18:2 e
C18:3 sdao muito proximos e as vezes prejudica a resolucdo dos picos(BRAUN et al.,
2017).

Diversos estudos foram e estdo sendo desenvolvidos com a utilizagcado de GC
para andlise de biodiesel proveniente das mais variadas espécies de matéria-prima
graxa e caracterizacdo de misturas diesel-biodiesel empregando diferentes ésteres
como padréo interno, colunas cromatograficas com diferentes dimensfes e fases
estacionarias, mudancas na programacdo da temperatura e diferentes detectores
(FARIA et al., 2007; MARQUES et al., 2010; SANTOS; VIEIRA; VALENTINI, 2013;
SOUZA et al., 2016; SILVA et al, 2018; PARK et al., 2019, KUMAR et al.,2019a).

Além destas aplicacdes da técnica de GC em caracterizacdo de FAAE, outras

pesquisas desenvolvem a abordagem desta quanto a determinacéo do teor de alcool,
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glicerol livre, monoacilglicerideos, diacilglicerideos, e triacilglicerideos em amostras
de biodiesel, considerando as respectiva normas e legislacbes (GAMA; GIL;
LACHTER, 2010).

De acordo com o levantamento bibliografico na base de dados da plataforma
Reaxys, utilizando os termos “gas chromatography” e “biodiesel”, foi possivel observar
a ocorréncia de publicacBes sobre estes termos a partir do ano de 1996 (Figura 3) até
0 momento, com 0 aumento do numero de publicagbes até o ano 2016, estabilizando
a partir deste, totalizando 2.252 artigos publicados até o ano de 2020, provavelmente
devido a utilizacao de técnicas diferentes na analise de biodiesel.

Figura 3: Grafico do levantamento bibliografico com base nos termos “gas

chromatography” e “biodiesel”.
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Fonte: Autor, 2020.

O aumento do numero de publicagcdes entre 2005 e 2008 deve-se ao inicio da

adicao de biodiesel ao diesel convencional comercializado no Brasil (ANP, 2008).

Quando realizado o levantamento baseado nos termos “GC”, “FAMES” e
“biodiesel”, o numero de publicagbes € de apenas 159 artigos publicados a partir do
ano de 2007 até o ano de 2020 (Figura 4).
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Figura 4: Grafico: levantamento bibliografico com base nos termos “GC”, “FAMEs” e
“biodiesel”.

.4 [ GC, FAMES, biodiesel

Numero de publicacdes

Fonte: Autor, 2020.

Com base na pesquisa realizada com os termos “gas chromatography” e
“pbiodiesel”, foram considerados artigos publicados no periodo entre os anos de 2009
e 2020 para desenvolver a revisao de literatura deste trabalho e verificar a evolugao

da técnica de cromatografia gasosa aplicada a analise de ésteres alquilicos em
amostras de biodiesel e misturas biodiesel-diesel.

A norma europeia EN 14103 é aplicada com frequéncia para analise de FAAE
e apresenta uma versao de 2003 e uma verséo revisada em 2011, ambas aplicadas
a andlise de ésteres metilicos ou etilicos por GC/FID, onde alguns trabalhos
demonstram modificacées no diametro interno da coluna apolar, utilizacdo de padrbes
internos diferentes (C12:0, C17:0, C18:0 ou C19) e diferentes programacdes de
temperatura com tempo de andlise que variam entre 30 e 60 min e resultados
compativeis com outras metodologias de referéncia, como a norma supracitada.
(MARQUES et al., 2010; SANTOS; VIEIRA; VALENTINI, 2013; ROCKEMBACH et al.
2014; FOLAYAN et al., 2019; SHAPAVAL, et al., 2019).
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Em outras metodologias, o tricosanoato de metila (C23:0) foi empregado como
padréo interno em analises de 25 a 30 min em GC/FID com razdes split de 1:50 ou
1:80, coluna polar ou apolar com diametros internos de 0,25 ou 0,32 mm e
comprimentos de 30 e 100 m para determinar FAME e FAEE em biodiesel de
amendoim, canola, girassol, milho, soja, macauba, 6leo residual, dentre outros
(SCHOBER et al., 2009; PRADOS et al., 2012; CANESIN et al., 2014; SOUZA et al.,
2016; PASA et al, 2020)

Singh et al., 2014, utilizaram misturas padrdes de 17 ésteres metilicos
saturados e insaturados para determinar o fator de resposta individual de cada éster
em relagé@o ao padrado interno nonadecanoato de metila (C19) empregado na norma
14103:2011, para comparar o0 teor de ésteres experimentais com os tedricos e
determinaram que a norma supracitada apresenta a desvantagem de utilizar um fator
de resposta para todos os acidos graxos, independentemente de seu comprimento e
insaturacao da cadeia, e fornece quantidades de ésteres que ndo correspondem aos

valores tedricos.

Logo, outras metodologias estdo em constante desenvolvimento para
determinacdo de FAME ou FAEE em biodiesel, nas quais sao aplicadas,
principalmente, as técnicas de GC/FID ou GC-MS com diferentes fontes de ionizacéao,
modificagdes nos parametros instrumentais de analise, alteragdo no comprimento e

didmetro interno das colunas e emprego de diferentes tipos de fase estacionaria.

Por exemplo, de acordo com as diretrizes da American Oil Chemists’ Society
(AOCS), Carvalho et al., 2012, analisaram os derivados de éster metilico do 6leo de
algodéo, canola, girassol, milho e soja em GC/FID empregando coluna polar (30 m x
0,25 mm x 0,20 um), razao split 100:1, 30 min de analise, para estudos comparativos
com duas metodologias baseada em cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC-
uv).

Fan, Wang e Yun, 2012, empregaram uma coluna de aco inoxidavel (2 m x 3
mm) empacotada com polietilenoglicol (5%), em GC/FID, mantida sob isotérmica a
180 °C e gas nitrogénio como géas de arraste a 30 mL min, para quantificar FAMEs

em amostras de biodiesel produzidas a partir do 6leo de colza.
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De forma semelhante, metodologias diversas utilizam GC para analise de
FAME ou FAEE em biodiesel do 6leo de milho, girassol, soja, amendoim, coco,
sementes de mamona, sementes de algodao, linhaca e 0Oleo residual, separados em
colunas com as mesmas dimensdes (30 m x 0,25 mm) porém, com diferentes niveis
de polaridade e submetidas as mudancas na taxa de aguecimento ou na temperatura
da isoterma, tempos de retencdo variados e andlises de 25 a 34 min (SUGANYA;
NAGENDRA GANDHI; RENGANATHAN, 2013,MUSHARRAF; AHMED; ZEHRA,
2015; ALMEIDA et al., 2016; PURANDARADAS et al.,, 2018; ASLAN; AKA,
KARAOGLU, 2018).

Mustafa et al, 2016, testaram dois tipos de fase estacionaria, polietileno glicol e
liquido iénico (ambas em coluna capilar de 30 m de comprimento) em GC/FID, para
separar ésteres metilicos de biodiesel e misturas biodiesel-diesel, verificando que,
devido a elevada polaridade da fase estacionaria liquido i6nica, a mesma se
demonstrou capaz de separar simultaneamente os ésteres metilicos e os compostos

constituintes do diesel convencional.

Outros autores empregaram coluna apolar (fase estacionéria de
polietilenoglicol) com 30 m de comprimentro e diametro de 0,32 mm em métodos de
GC/FID para determinacédo de FAME em amostras de biodiesel de origem vegetal ou
animal em tempos de 9 a 35 min, dentre 0s quais, foi estabelecida uma relagcao
diretamente proporcional entre as condi¢des de tempo, temperatura e razdo molar
com a porcentagem de rendimento reacional em ésteres metilicos (OLIVEIRA et al.,
2013; MILINA; MUSTAFA, 2013; RASHID; ANWAR, 2008; SAMAT et al., 2018.

Em 2019, trés metodologias baseadas em GC para quantificacdo da
composicdo de FAME em biodiesel e misturas biodiesel-diesel, adotaram coluna
levemente polar 15 m x 0,32 mm (ABID; TOUZANI; BENHIMA, 2019), altamente polar
de 60 m x 0,25 mm (PARK et al., 2019) e polar de 100 m x 0,25 mm (SANTOS et al.,
2019), com andlises de 34,5 min, 30 min e 55 min, respectivamente, por meio das
guais verifica-se a influéncia simultanea das dimensdes das colunas, temperatura, tipo
da fase estacionaria, fluxo, razao split e tipo de solvente empregados no preparo das

amostras.
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Em relacéo a diferentes tipos de fonte de ionizagdo em GC-MS, o emprego de
ionizacdo quimica (SELVARAJ et al., 2019) ou ionizacdo por impacto de elétrons com
normalizacdo das areas (KUMAR et al., 2019b) tem sido frequente no estudo da
composi¢do quimica de materiais graxos, vegetais ou animais, e na determinacao de
ésteres alquilicos ap6s o processo de transesterificacdo, com base na biblioteca de

dados do espectrometro de massas.

Estudos também s&o realizados para avaliar sistemas cataliticos na reagéo de
transesterificacdo, determinacdo de fator te correcdo das areas dos picos
cromatograficos, quantificacdo de compostos minoritarios e controle da qualidade e

desempenho do biodiesel por meio da concentracédo de FAAE.

Visentainer, 2012, analisou 13 ésteres metilicos em uma mistura padréo
certificada, a partir dos quais, determinaram o fator de corre¢ao de cada tipo de FAME
em relacdo ao detector FID em andlise de cromatografia gasosa e concluiram que, a
padronizacao interna, associada aos fatores tedricos de correcao, eleva a precisao

interpretacdo dos resultados para amostras de 6leos e biodiesel.

Vijayan et al., 2018, utilizando GC/FID, investigaram a influéncia na
temperatura sobre a cristalizacdo de acidos graxos presentes biodiesel e possiveis
problemas operacionais deste biocombustivel produzido a partir de diferentes tipos de
materiais graxos, tais como, girassol, coco, pinhdo manso, farelo de arroz, palma,

entre outros.

Keera, El Sabagh, e Taman, 2018, aplicaram GC/FID para analisar misturas
biodiesel-diesel, com biodiesel produzido a partir do 6leo de mamona, para avaliar a
influéncia da concentracdo do catalisador, da razdo molar metanol: 6leo, da

temperatura e tempo da reacdo de transesterificacao alcalina do 6leo de mamona.

Compostos menores, tais como acidos graxos com estruturas similares, ndo
sdo detectados pela analise convencional de GC FID, por isso, estudos especificos
utilizaram cromatografia gasosa bidimensional abrangente com detector FID
(GCxGC) e duas fases estacionarias, sendo uma apolar e outra altamente polar para
identificar estes compostos minoritarios (MORAES et al., 2011; MOGOLLON et al.,
2016).
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Vale ressaltar a importancia da validacdo de metodologias analiticas por meio,
principalmente, do estudo da exatiddo e comparacdo destas metodologias com
normas estabelecidas por agéncias que estabelecem e fiscalizam os parametros de

gualidade do biodiesel a ser comercializado.

Thoai et al., 2017, desenvolveram uma metodologia para calcular o rendimento
de ésteres alquimicos em amostras de biodiesel com base na titulagdo do glicerol
total, produzido durante a converséo de triacilglicerideos em ésteres. A exatiddo do
método foi avaliada por meio da comparacédo dos valores com os resultados obtidos
nas andlises das mesmas amostras utilizando a norma europeia 140103:2003

empregando GC/FID com padronizacgéao interna com heptadecanoato de metila (C17).

Em 2018, Silva e colaboradores, validaram uma metodologia baseada em
GC/FID com coluna curta e fator de resposta (GCSCRF) para determinar FAME e
FAEE totais em amostras de biodiesel do 6leo de soja, onde a separacao dos analitos
foi realizada em uma coluna apolar com 30 m de comprimento e 0,25 mm de diametro
interno. O método GCSCRF foi comparado com a metodologia da norma EM

14103:2003 e nao apresentou variagcao na exatidao dos resultados.

Na Tabela 1, encontram-se os parametros instrumentais e de andlise
empregadas nos artigos supracitados, os quais foram utilizados como base

bibliografica no desenvolvimento desta tese.
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Tabela 1: Aplicacdes da técnica de cromatografia gasosa a andlise de biodiesel; base

bibliogréfica a partir do ano de 2009 até 2020.

Referéncia Técnica Dimensdes da coluna Padréo Analito  Tempo
interno (min)
SCHOBER et al., GC/FID 30 m x 0,32 mm x 0,25 C23:0 FAME 29,3
2009. pm
MARQUES et al., GC/FID 30mx 0,53 mmx1pum C18:1 FAME 6,0
2010.
MORAES et al., GC x Coluna 1: 30 m x 0,25 Comparacéo FAME 55,0
2011. GC/FID mm x 0,25 um; com CRM
Coluna 2:1,9mx0,1
mm x 0,1 ym
AKBAR et al., GC/FID 30 mx 0,25 mmx 0,25 - FAME
2009. mm
CARVALHO et al., GC/FID 30 m x 0,25 mm x 0,20 Comparacédo FAME 30,0
2012. pm com CRM
PRADOS et al., GC/FID 30 mx 0,25 mm x 0,1 um C23:.0 FAME, 25,0
2012. FAEE,
1.2,4- MONO,
buanotriol e DAG e
tricaprina TAG.
VISENTAINER, GC/FID 30 m x 0,25 mm x 0,25 C23:.0 FAME 61,0
2012. pm
FAN, WANG e GC/FID Empacotada (2 m x 3 m) C8:0 FAME 60,0

YUN, 2012.




SANTOS, VIEIRAe  GC/FID C12:0 29,3
VALENTINI, 2013.

OLIVEIRA et al., GC/FID 30 mx 0,32 mm x 0,25 C17:0 FAME 19,5
2013. pum
MILINA e GC/FID 30 mx 0,32 mm x 0,25 C17:0 FAME 21,0
MUSTAFA, 2013. pum
SUGANYA, GC - MS 30 m x 0,25 mm x 0,25 - FAME e >12,0
NAGENDRA pum FAEE
CANDHI e
RENGANATHAN,
2013.
ROCKEMBACH et GC/FID 30 mx 0,32 mm x 0,25 C17:0 FAME 60,0
al, 2014. pm
SINHG et al., 2014. GC/FID 60 m x 0,32 mm x 0,25 C19:0 FAME 58,3
pm
CANESIN et al., GC/FID 100 m x 0,25 mm x 0,25 C23:.0 28,0
2014. pm
MUSHARRAF, GC - MS 30 m x 0,25 mm x 0,25 C15:0 FAME 30,0
AHMED e ZEHRA, pm
2015.
MUSTAFA et al., GC/FID 30 mx 0,25 mm x 0,2 um C17:0 FAME 63,3
2016.
RASHID e GC/FID 30 mx 0,32 mm x 0,35 C17:0 FAME 20,0

ANWAR, 2008. um
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ALMEIDA et al., GC/FID 30 m x 0,25 mm x 0,25 Tricaprilina FAME 25,4
2016. pm
SOUZA et al., GC/FID 30 m x 0,32 mm x 0,25 C23:.0 FAEE 30 min
2016. pm
MOGOLLON et al., GC x 30 m x 0,25 mm x 0,25 - FAEE 35,0
2016. GC/FID pum
THOAI et al., 2017. GC/FID 30 m x 0,32 mm x 0,25 C17:0 FAME 22,0
pm
SAMAT et al., GC/FID 30 m x 0,32 mm x 0,25 - FAME 35,0
2018. um
SILVA et al.,2018 GC/FID 2mx0,25 mm x 0,25 pm C17:0 FAME 21,0
KEERA, EL GC/FID 30 mx 0,53 mm x 0,5 um - FAME 60,0
SABAGH e
TAMAN, 2018.
PURANDARADAS GC-MS 30 m x 0,25 mm x 0,25 C12:0 FAME 34,0
et al., 2018. pm
ASLAN, AKA e GC - MS 30 m x 0,25 mm x 0,25 - FAME -
KARAOGLU, 2018. pm
SELVARAJ et al., GC - MS - - FAME 16,0
2019.
FOLAYAN et al., GC/FID 30 m x 0,25 mm x 0,25 - FAME -

2019.

pm
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PARK et al., 2019. GC - MS 60 m x 0,25 mm x 0,25 Comparacédo FAME 30,0
pm com CRM

Do SANTOS et al., GC/FID 100 mx 0,25 mm x 0,25 Comparagéo FAME 55,0
20109. pm com CRM

ABID, TOUZANle  GC - MS 15mx0,32 mmx0,10 Comparagdo FAME 32,0
BENHIMA, 2019. pm com CRM

PASA et al., 2020. GC/FID - C23:0 FAEE -

Fonte: Autor, 2020.
Nota: (-) dimensdes da coluna nao constam no artigo; CRM (Certified reference material) - Material

cerificado de referéncia.

Além destes trabalhos, a literatura dispde de outras centenas de publicacdes
relacionadas aos termos “gas chromatography” e “biodiesel’, porém, com outras
finalidades, tais como: reducdo de emissdes de compostos volateis (GE et al., 2018);
adicdo de aditivos ao biodiesel (KUMAR; DAS, 2018); desenvolvimento de novos
catalisadores (DE JESUS et al., 2019); cinética da reacdo de transesterificacao
(ZHOU et al., 2019); estabilidade oxidativa do biodiesel (TAMILALAGAN; SINGARAM,
2019); estudo eletroquimico da corrosdo (ROCABRUNO-VALDES et al., 2018);
pirélise (AKANCHA; KUMARI; SINGH, 2019); determinacéo de glicerol total (MUNIZ
et al.,, 2019), catalise enzimatica (ZHANG et al., 2020); otimizacdo da reacdo de
transesterificacdo (KURNIASIH, 2019); novas fases estacionarias (SHASHKOV;
SIDELNIKOV; BRATCHIKOVA, 2019); estudos quimiomeétricos (ROCHA; SHEEN,

2019), entre outros.

3.3 Evolucéo da anélise de biodiesel por GC

A diminuicdo do tempo de anélise e 0 aumento da eficiéncia na quantificacao
de quantidades minimas de analito, em cromatografia gasosa rapida (Fast GC), tem
sido objeto de estudo desde 1957, quando as colunas capilares foram introduzidas a
esta técnica analitica (VAN YSACKER et al., 1993).
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Em 1962, Desty et al. demonstraram que, através da redugdo do diametro
interno de colunas capilares, € possivel reduzir o tempo total da analise
cromatografica e, a partir deste experimento, a metodologia passou a ser chamada de
cromatografia gasosa de alta velocidade (high speed gas chromatography, HSGC).
(DESTY et al., 1962).

Em relacéo a pressao interna da coluna capilar em andlises cromatogréficas,
Schutjes (1962) demonstrou tanto tedrica quanto experimentalmente que o tempo de
retencdo na analise isotérmica é diretamente proporcional ao diametro da coluna no
caso de quedas de pressdo maiores e diminui proporcionalmente em quedas de
pressdo menores (GIDDINGS,1962).

Na década de 1980, varios detectores de sensibilidade a massa, como
guadrupolo, espectrometria de massa com combinacdo de campos magnético e
elétrico, e espectrobmetros de massa com ion trap, passaram a ser estudados para

avaliar sua compatibilidade e desempenho com a HSGC (WOLLNIK et al., 1994)

Por exemplo, a partir da combinacdo de colunas com diametros interno de
50 um e espectrometria de massa com ion trap, Ysacker V. et al., 1993, obtiveram
limites de deteccdo de 1 pg (no modo de ionizacdo de elétrons) e 5 pg (no modo de
ioniza¢do quimica usando CH4 como géas de reacao), e reducdo do tempo de andlise
de 1 hora e 40 min (coluna com diametro interno de 0,32 mm) para 4 min, com
otimizacao da faixa de trabalho sem perda de resolucdo e sensibilidade espectral de
massa (VAN YSACKER et al., 1993).

Na década de 1990, a combinacdo on-line de HSGC e espectrometria de
massa foi considerada a técnica hifenizada mais eficiente para a separacdo e
identificacdo de compostos em amostras desconhecidas, utilizando outros tipos de
detectores, tais como: ionizacdo de chama, condutividade térmica, fotoionizacdo e
detectores de captura de elétrons foram relatados e espectrometros de massa de
tempo de voo (VAN YSACKER et al. 1995).

Em 1994, Wollnik et al. utilizaram a técnica de espectrometria de massa com
tempo de voo (Time-of-flight mass spectrometry, TOFMS) acoplada a técnica de

HSGC com uma coluna apolar de 2,7 m de comprimento e 0,05 mm de diametro
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interno, para separar uma mistura de 10 compostos (n-hexano, ciclohexano, n-
heptano, metilciclohexano, tolueno, n-octano, clorobenzeno, etilbenzeno, oxileno, n-
nonano) em 12 (WOLLNIK et al., 1994).

Em 1995, Van Ysacker et al., utilizaram Fast GC com espectrometria de
massas em modo full scan, coluna apolar de (5 m de comprimento e 0,05 mm de
diametro), pressao do injetor de 1 bar, e aplicaram diferentes rampas de aquecimento
(de acordo com o tipo de amostra) para separar padroes de alquilato em 90 s e uma
mistura de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PAH) em 13 min, reduzindo em
até 10 vezes o tempo total de analise quando efetuada em coluna com diametro
interno de 0,32 mm (VAN YSACKER et al., 1995).

Dangan e Amirav, 1996, definiram o fator de aumento de velocidade (speed
enhancement factor — SEF), expresso pelo produto da redu¢cdo do comprimento da
coluna e o aumento da velocidade linear do gas de arraste, em comparagao com as
condicBes normais (comprimento da coluna: 30 m; velocidade do gas de arraste: 34
cm s?) de GC-MS, de acordo com a equacédo 01:

SEF = (3000)V
L(34)

74
= 882 (01)

Onde, V é a velocidade rapida do gas carreador GC (cm st) centimetros por e
L € o comprimento da coluna (cm) em centimetros, de forma que, de acordo com o
valor de SEF, o GC-MS é classificado como: GC-MS convencional (SEF em em torno
de 1; GC-MS rapido (SEF entre 5-30); GC-MS (SEF no intervalo de 30-400); GC-MS
ultrarrapido (SEF no intervalo 400-4000).

De acordo como a definicdo de Dagan e Amirav, 1996, quanto maior for SEF,
mais rapida é a analise de GC-MS. Porém, o SEF néo reflete diretamente a reducao
exata do tempo de andlise, pois esta propriedade também ¢é afetada pela temperatura
da coluna e sua taxa de programacao, principalmente quando se trata de periodos de

analise muito reduzidos.

Em 1999, Van Deursen et al. desenvolveram um método de Fast GC FID para

analise de o6leo mineral, oligbmero industrial e compostos téxicos no combustivel
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diesel, empregando uma coluna capilar (5 m de comprimento e 320 um de diametro
interno) submetida a programacéao de temperatura com taxas de aquecimentos mais
rapidas que as convencionais, de forma que, obtiveram um tempo de analise de 5 a
20 vezes menor que a analise dos mesmos compostos em colunas curtas com altas
velocidades do gas de arraste (VAN DEURSEN, BEENS e CRAMERS, 1999).

Portanto, na literatura é possivel observar que, o estado da técnica de Fast GC
encontra-se em evolucdo desde a década de 1980 através de estudos experimentais
para reduzir o tempo de analise e otimizar a relacéo custo-beneficio da cromatografia
gasosa com base em diferentes propriedades, tais como: colunas com diametro
interno reduzido (SCHUTJES et al., 1982); colunas curtas (RUSSO 1995); andlise sob
vacuo (CRAMERS; SCHERPENZEEL; LECLERCQ, 1981); aumento da velocidade do
gas de arraste (BLUMBERG, 1997); fases estacionarias mais seletivas (LECLERCQ,
1992); espessuras de filme reduzidas (LECLERCQ; CRAMERS, 1985); programacao
rapida de temperatura (SCHUTJES et al., 1982); colunas em espiral helicoidal
(TIISSEN; VAN DEN HOED; VAN KREVELD, 1987), programacdo de fluxo ou
pressdo (KORYTAR et al., 2002), niumero de pratos tedricos (MATISOVA;
DOMOTOROVA, 2003), dentre outros parametros instrumentais que, classificam a
técnica de separacdo em Fast GC, very Fast GC ou Ultra- Fast GC, Tabela 2,
(DAGAN; AMIRAYV, 1996).

De acordo com Schutjes et al., 1982, a diminuicdo do diametro interno de
colunas com numero excessivo de pratos teoricos, a partir de 300.000, permite
diminuir o tempo de analise. Os mesmos autores compararam duas colunas capilares
para analise de uma mistura de gases naturais em GC, de forma que, apesar do maior
namero de pratos tedricos e elevada eficiéncia de separacao da coluna com diametro
interno de 0,05 mm e comprimento igual a 70 m, a coluna com medidas 3 m x 0,03

mm apresentou maior namero de fracées dos analios e menor tempo de andlise.

Em 1995, Russo desenvolveu um método de GC para analise do tipo
headspace com colunas microcapilares (diametro interno de 0,05 mm) com fase
estacionaria de polissiloxano para analisar misturas complexas de compostos

organicos volateis em amostras de Oleo essencial de limédo, perfumes e agua em
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tempos de analise relativamente curtos, quando comparados aos de colunas capilares

convencionais com diametro interno e comprimento maiores.

Cramers, Scherpenzeel e Leclercq, 1981, desenvolveram equacdes tedricas e
estabeleceram condicdes, consideradas oOtimas, para andlises de GC-MS com
colunas (30 m x 0,4 mm) operadas sob vacuo, considerando a altura minima do prato
tedrico, a velocidade linear ideal do gas e a pressao ideal. Os resultados experimentais
demonstraram um ganho na velocidade de analise sob vacuo sem perda de eficiéncia,
picos mais estreitos e menores tempo de retencdo em relacdo a analise realizada em

condicdes de pressdo atmosférica.

Tijssen et al., 1987, simularam a separacdo de hidrocarbonetos em Fast GC,
presentes em gases naturais, em uma com diametro interno igual a 0,54 mm e em
outra com diametro igual a 0,16 mm. A primeira coluna foi utilizada de duas maneiras,
reta e em espiral, ambas numa pressao de 0,5 bar, sendo a coluna em espiral com
maior velocidade de andlise e separacdo. Quando utilizada a coluna com diametro
menor, em forma de espiral helicoidal, com presséo igual a 2,0 bar, houve diminuicdo

no tempo de retengédo e melhora na separacéao.

De acordo com Korytar et al., 2002, o aumento de fluxo e da presséo interna
da coluna pode reverter a desvantagem de um nimero pequeno de pratos tedricos
em Fast GC, por exemplo, uma pressao de 11 bar é suficiente para colunas com
diametro interno de 0,05 mm e comprimento de até 15 m para gerar o mesmo numero
de pratos tedricos de uma coluna de 100 m de comprimento e diametro interno de
0,32 mm.

Com base nos estudos de Matisova e Domotorova, 2003, o GC muito rapido
(Very Fast GC), aproximadamente. 25.000 pratos teoricos, € aplicado para analise de
rotina de misturas simples, principalmente em estudos de monitoramento e pode ser
obtido usando uma coluna curta de cerca de 1 a 3 m de comprimento e com diametros

internos variando entre 0,05 a 0,32 mm.

A abordagem destes parametros para reduzir o tempo de analise, em Fast GC,
deve estar de acordo com a complexidade da amostra a ser analisada, ponto de
ebulicdo e tempo de retencdo de cada tipo de analito (DESTAILLATS; CRUZ-
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HERNANDEZ, 2007). Desta forma, Fast GC é aplicada em diversas areas como a
determinacdo dos teores de pesticidas presentes em alimentos e agua
(DOMOTOROVA; MATISOVA, 2008), na area farmacéutica (ROCHELEAU; TITLEY;
BOLDUC, 2004), quimica forense (CARDENIA et al., 2018) e na que determinacao de
ésteres em amostras bioldgicas (CRUZ-HERNANDEZ; DESTAILLATS, 2009),
combustiveis ou na quantificacdo de ésteres alquilicos de acidos graxos em amostras
de biodiesel (RAGONESE et al., 2009).

Por meio da aplicacéo de taxas rapidas de aquecimento em combinacdo com
uma coluna capilar mais curta e diametro interno reduzido (10 m x 0,18 mm) em
GC/FID, os autores Rocheleau, Titley e Bolduc, 2004, obtiveram um ganho
consideravel em eficiéncia de separa¢do e uma reducéo, de 15 min para 2,8 min, no
tempo de resposta da andlise de mais de 20 solventes residuais em substancias

farmacéuticas.

Domotorova e Matisova, 2008, demonstraram que o emprego de uma coluna
de 10 m de comprimento e 0,10 mm de diametro interno em Fast GC com deteccédo
fotométrica de chama (flame photometric detection — FDP), reduziu o tempo de analise
de uma mistura de 18 pesticidas para 4,1 min, enquanto que, utilizando uma coluna
com a mesma fase estacionaria, 15 m x 0,15 mm diametro interno, a mesma analise

apresentou um tempo total de 33 min.

Em 2018, Cardenia et al.,, desenvolveram e validaram uma metodologia
baseada em Fast GC-MS, utilizando uma coluna de 10 m de comprimento e 0,10 mm
de diametro interno, onde foram quantificadas 15 espécies de canabindides extraidas

da planta de Canhamo (Cannabis sativa) em analises de 7 min.

Em 2009, surgiram definicdes para diferenciar os métodos Fast GC e Ultra Fast
GC com base nos parametros instrumentais de andlise. De acordo com Cruz-
Hernandez e Destaillats, 2009, Fast GC apresentava tempo de analise de 10 min,
coluna com diametro interno entre 0,10 e 0,25 mm, comprimento de 5 - 15 m, taxas
de aquecimento de 20 - 60 °C min! e larguras de pico na faixa de 0,5 a 2 s, enquanto

gue, a analise em Ultra Fast GC tinha tempo de analise < 1 min, em colunas curtas (2
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- 10 m) com diametro interno de 0,005 a 0,10 mm, aguecimento acima de 1 °C st e

larguras de pico entre 50 - 200 ms.

O aumento da velocidade de anélise em GC tem se tornado objeto de pesquisa
no mundo académico em decorréncia da otimizacdo dos métodos e instrumentos
cromatograficos, do desenvolvimento de novas fases estacionarias, colunas e
softwares avancados para tratamentos de dados com a finalidade de tornar os
resultados disponiveis em um curto intervalo de tempo e reduzir custos (SEQUINEL
et al., 2010).

Os métodos que envolvem GC podem ser classificados em: GC convencional
(GC-C), GC com coluna curta (GC-CC), GC rapido (GC-R) e GC ultra rapido (GC-UR),
de acordo as com dimensbBes da coluna, tempo de andlise, programacao de
temperatura e largura dos picos, (Tabela 2) (SEQUINEL et al., 2010).

Tabela 2: Classificacdo de metodologias baseada em GC.

Classificacao GC-UR GC-R GC-CC GC-C

Comprimento coluna 2al0 5a1l5 5 25a30
(m)

Diametro interno 0,05a0,10 0,10a 0,25 0,25 0,25a0,32

(mm)

Tempo de analise <1 <10 3als 10 a 60
(min)

Taxa de aquecimento 260 15a60 5a40 lalo

(°C min?)
Largura pico (s) 0,05a0,2 0,5a2 labs 1al0

Fonte: SEQUINEL et al., 2010.

Segundo Matisova e Domotorova, 2003, a cromatografia rapida também pode
ser classificada de acordo com o numero de pratos toricos, de maneira que, o Fast

GC apresenta, no minimo, a mesma quantidade de pratos teéricos que a técnica de



38

GC convencional, very Fast GC com 25.000 pratos tedricos e ultra Fast GC com 7.000

pratos teoricos.

Esta crescente demanda por analises de qualidade do biodiesel acompanha
seu crescimento no mercado internacional. Portanto, € importante desenvolver
métodos analiticos cada vez mais rdpidos e confiaveis (TERCINI, et al., 2018). A
Tabela 03 apresenta metodologias baseadas em GC convencional, Fast GC e Ultra
Fast GC empregadas na analise de misturas de FAAE.

Ragonese et al., 2009, desenvolveram e validaram duas metodologias
analiticas com base em GC/FID, sendo uma em GC convencional com coluna de
polietilenoglicol (diametro interno de 0,20 mm) e outra baseada em Fast GC com
coluna de 12 m de comprimento e diametro interno reduzido (0,10 mm) para
determinacdo de FAMEs em amostras de misturas diesel- biodiesel B20. O método
de Fast GC demonstrou exatidao e eficiéncia semelhante ao convencional, além de

reduzir o tempo de anélise de 60 min para 2,6 min.

Marques et al., 2010, relataram o uso de oleato de etila como padrao interno
em analise GC/FID para determinar do grau de pureza em FAMEs de amostras de
biodiesel metilico do éleo de soja e determinaram a exatiddo do método comparando

os resultados obtidos nas analises de FAME com a metodologia da norma EN14103.

Sato et al.,, 2016, empregaram GC/FID, utiizando a coluna com fase
estacionéria liquido-idnica para determinar FAMES em amostras de biodiesel obtido
via transesterificacdo basica/acida do 6leo de soja, canola, milho, girassol e 6leos
utilizados no processo de fritura, aplicando o éster miristato de metila (C14:0) como
padrdo interno, visto que, 0 mesmo esta presente abaixo de 0,5% m/m em amostras

reais de biodiesel.

Hupp et al., 2018, empregaram um meétodo de acordo com a norma ASTM D779
(indicado apenas para analise de diesel) estendendo-o a andlise de misturas diesel-
biodiesel utilizando UFGC/FID (Ultra Fast GC, ou GC ultrarrapido). Foi utilizada coluna
com dimensodes de 2 m x 0,32 mum x 0.2um, onde misturas de biodiesel-diesel, sendo
0 biodiesel produzido a partir do 6leo de soja, sebo, canola, acafrdo, girassol,
camelina, linhaga, entre outros, em concentracdes de BO a B20, foram analisadas em
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5 min, porém, foram necessarios mais 7 min com temperatura final constante para
eliminacdo de componentes de alto peso molecular que podem estar presentes no

biodiesel.

Tercini et al., 2018, desenvolveram e validaram uma metodologia alternativa de
UFGC/FID, cromatografia gasosa ultra-rapida, acoplada ao médulo ultra- rapido para
efetuar a andlise total de FAMEs em amostras comerciais de biodiesel com
concentragdes de 20 (B20) a 100% (B100) m/m, originarias de diferentes matérias-
primas, tais como, babacu, coco, colza, milho, gordura animal, 6leo de palma, girassol

e soja.

Os trabalhos supracitados nesta secdo encontram-se na Tabela 3, na qual
estdo descritos os parametros instrumentais aplicados a cada metodologia para

melhor visualizag@o da otimizagao realizada em cada trabalho.
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Tabela 3: Parametros instrumentais otimizados em trabalhos desenvolvidos com a técnica GC/FID para analise FAAE e biodiesel.

Referéncia Metodologia Fluxo do gas Temperatura Temperatura

Dimensdes da Fase Razéao Rampa de Tempo
de arraste Hy do injetor do detector coluna estacionaria split/ aguecimento do forno (min)
(mL min’) FID (°C) (°C) splitless (°C)
RAGONESE Fast GC/FID 0,78 230 - 12 m x 0,10 mm Polar 500:1 50 - 230 (70 °C min?) 2,6
et al., 2009. x 0,08 um
SATO etal,, Fast GC/FID 0,65 230 230 14 m x 0,10 mm Polar 500:1 160 3,0
2016. x 0,08 um
MARQUES GCI/FID - 220 - 30 m x 0,53 mm - splitless 250 6,0
et al., 2010. x 1 um
HUPP etal., UFGC/FID - 350 350 2mx 0,32 mm Apolar splitless 40 (10 s) 4,8
2018. x 0,2 um 40 — 396 (2 °C min})
TERCINI et UFGC/FID 1,00 250 260 10 m x 0,15 mm Polar 100:1 60 (0,1 min) 15
al., 2018. x 0,15 um 60 — 180 (300 °C min?)
(0,2 min)
180 — 250 (500 °C min™)
(0,66 min)

Fonte: Autor, 2020.
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3.3 Validacdo de métodos baseados em GC para analise de FAAE em

biodiesel

O progressivo acréscimo de biodiesel no diesel convencional (ANP 2019), a
importancia de sua producdo em varios paises e a variedade de matérias-primas que
podem ser empregadas na producdo deste biocombustivel, sdo fatores que
influenciam estrategicamente o desenvolvimento, otimizagéo e validagcdo de métodos
rapidos e economicamente atraentes para analise de ésteres alquilicos em biodiesel
(SILVA et al., 2018).

Pardo et al., 2012, avaliaram caracteristicas de desempenho analitico, tais
como, limites de deteccédo e quantificacao, linearidade, robustez, exatidao e precisao
durante o desenvolvimento e validacdo de uma metodologia com GC, deteccdo por
espectrometria de massa e ionizacdo eletrébnica de impacto, para analise de FAMEs

em amostras de biodiesel de 6leo de tungue e misturas com biodiesel de soja.

Faria et al, 2007, desenvolveram e validaram uma metodologia para controlar
a qualidade, estabilidade e condi¢cdes adequadas de estocagem de misturas diesel —
biodiesel produzido de 6leos ricos em &acido linoleico (C18:2), utilizando GC-MS e

padrdo interno propanoato de n-pentadecanoila (C15:0).

Morales et al.,, 2015, desenvolveram um método baseado em GCMS com
diluicdo isotopica para a caracterizagdo de FAMEs selecionados incluindo C16:0
C18:0, C18:1, C18:2 e C18:3 em biodiesel de colza e o validaram avaliando a
linearidade, limite de deteccéo, limite de quantificacdo, precisdo e exatiddo para
resultados obtidos em dois laboratérios e em dias diferentes.

Braun et al., 2017, efetuaram a validacdo de um método analitico utilizando de
GC/FID para estimar o teor de FAMEs e FAEEs em biodiesel de soja e canola
empregando acetato de hexadecil como padréo interno, de forma que foi empregada
a norma EN14103 como método de referéncia para estudos comparativos e
determinacdo da exatiddo da metodologia proposta, além da avaliacdo de
seletividade, repetibilidade, precisdo intermediéria e robustez.
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Devido a limitacdo das normas EN14103:2003 e EN14103:2011, desenvolvidas
para determinar o teor de FAMEs do biodiesel que ndo apresenta heptadecanoato de
metila (C17) e nonadecanoato de metila (C19), empregados como padrdes internos,
em sua composicdo, Pereira et al., 2018, desenvolveram e validaram uma
metodologia fundamentada em GC/FID utilizando propanoato de hexadecil como um
padrdo interno (IS) para determinar FAMEs em amostras de biodiesel de gordura
bovina. Os seguintes parametros de validacdo avaliados foram: seletividade, exatidao,

repetibilidade, precisdo intermediaria e robustez.

Silva et al., 2018, validaram um método baseado em GC/FID com coluna curta
e fator de resposta aplicado a analise de FAMEs em amostras de biodiesel do 6leo de
soja, etilico e metilico, estudando parametros de desempenho analiticos, tais como,
sensibilidade, linearidade, limites de deteccéo e quantificacéo, seletividade, preciséo,
robustez e exatiddo, este ultimo, avaliado através de ensaios de recuperacdo e

comparagao com outras metodologias.

A Tabela 4 indica as propriedades que foram avaliadas durante a validacao da
técnica de cromatografia gasosa nas metodologias das referéncias citadas no item 3.4

e, 0s parametros de desempenho analitico indicados pelo INMETRO.

Tabela 4. Comparagdo dos parametros de desempenho analitico estudados em

algumas referéncias e as propriedades descritas pelo INMETRO (2018).

Referéncias

R PARDO MORALE | BRAUN PEREIRA | SILVA et
Parametro INMETRO,
etal., Setal, et al., etal., al.,

2018.

2012. 2015 2017. 2018. 2018.

Seletividade X X X X

Linearidade, faixa de
trabalho, Faixa linear de X X X X

trabalho, Sensibilidade

Limite de deteccéo X X X X
Limite de quantificacéo X X X X
Exatid&o X X X X X
Preciséo X X X X X X
Robustez X X X X X

Fonte: Autor, 2020.
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3.4.1 Parametros de desempenho analitico

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) determina que “a
validacdo deve garantir, por meio de estudos experimentais, que o método atenda as
exigéncias das aplicagdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados”,
enquanto o Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial
(INMETRO) define a validagdo como a “confirmacéo por exame e fornecimento de
evidéncia objetiva de que os requisitos especificos para um determinado método sédo
atendidos” (ANVISA, 2003; SHABIR, 2003; ABNT ISO/IEC, 2005).

A validacdo de método analitico fornece um documento que descreve o
procedimento e assegura que uma metodologia analitica é precisa, seletiva,
reprodutivel e robusta em um intervalo especifico de trabalho no qual o analito sera
analisado, garantindo assim, uma confiabilidade durante o uso continuo do método
em questao (SHABIR, 2003).

Os principais parametros de desempenho analitico definidos pela ANVISA e
INMETRO para validar técnicas e metodologias de separacdo, sdo: seletividade;
linearidade; preciséo; exatidao; faixa linear; robustez; limite de detecgéo e limite de
guantificacdo (THOMPSON, 2002; RIBANI et al., 2004; ARAUJO, 2009; INMETRO,
2011).

3.4.1.1 Seletividade

Um método seletivo, tem a capacidade de determinar, com precisdo, uma
substancia na presenca de outros analitos, potencialmente interferentes, constituintes
de uma matriz complexa, isso €, a avaliacdo da seletividade fornece valores de
guantidades medidos para varios analitos de forma que, a medida de cada analito é

independente das demais presentes na amostra a ser investigada (INMETRO, 2018)

Desta forma, o aparelho de uma metodologia seletiva tem a capacidade de
medir a poténcia do sinal analitico de um componente sem sofrer influéncia da
perturbacdo por sinais de outros componentes com caracteristicas semelhantes,
possiveis impurezas, produtos de degradacéo da amostra entre outros (DEN BOEF;
HULANICKI, 1983; THOMPSON, 2002; RIBANI et al., 2004; IVM, 2012).
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A seletividade pode ser avaliada por meio de medidas do analito por diferentes
métodos, técnicas ou por meio de variacdes nas condi¢des instrumentais, ensaios
com padrbes ou materiais de referéncia, e, em termos GC, comparacdo dos
cromatogramas obtidos de amostras com e sem o analito, comparacdo da resposta
cromatografica na identificacdo do analito de interesse na auséncia e na presenga de
todas substancias interferentes (ARAUJO, 2009; INMETRO, 2018).

3.4.1.2 Precisao

A preciséo indica a dispersao de resultados entre ensaios independentes de
uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, sob as mesmas condic¢oes,
isto é, a precisado indica o grau de concordancia entre os resultados de medicdes
sucessivas de um mesmo método, realizadas com mesmo procedimento, no mesmo
local, mesmo operador, mesmo instrumento, em um curto intervalo de tempo e é,
geralmente, determinada pela repetitividade, precisdo intermediaria ou
reprodutividade (RIBANI et al., 2004; MEIRA et al., 2015; INMETRO 2018).

A avaliacdo da precisdo € uma das etapas decisivas durante o processo de
validacdo de uma metodologia e é frequentemente expressa numericamente de trés
maneiras: pelo erro aleatério (grau de dispersdo de um conjunto de medicdes
individuais), pelo desvio padrdo ou desvio padrao relativo (coeficiente de variacao)
(ARAUJO, 2009; INMETRO, 2018).

3.4.1.3 Robustez

A robustez é um parametro opcional dentro dos estudos de validacdo, muitas
vezes estando mais associado a estudos de otimizacdo, porém, este parametro de
desempenho analitico avalia a coeréncia dos resultados quando os fatores internos,
tais como taxa de fluxo, temperatura da coluna, o volume de injecdo, composicao da
fase modvel ou qualquer outra variavel inerente ao método de analise é variada
deliberadamente (HARTMANN, 1998; INMETRO, 2018).

Estas mudancas instrumentais ou no preparo da amostra representam as
variacfes que podem ocorrer quando um método € compartilhado entre, analistas,
equipamentos ou laboratorios diferentes e, mede a sensibilidade que a técnica ou

metodologia apresenta quando submetida a pequenas variagdes durante a aplicacéo
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rotineira, de forma que, quanto mais robusto o método, maior o grau de confianga da
reacao entre sensibilidade e precisdo (RIBANI et al., 2004; INMETRO, 2018).

Quanto a cromatografia, um método €é robusto quando ndo apresenta variacoes
significativas nos dados fornecidos em condi¢cdes consideradas adequadas e quando
submetido a variagdes limitadas em parametros como, a concentragao do solvente
organico, pH, forca ibnica do meio, programacédo da temperatura, natureza do gas de

arraste, bem como o tempo de extracdo e agitacdo. (RIBANI et al., 2004).
3.4.1.4 Exatidao

A exatidao é considerada a propriedade mais importante durante a realizagdo
de testes experimentais com metodologias analiticas e € definida como o grau de
proximidade entre os valores obtidos com 0 método a validar e os dados considerados
verdadeiros, gerados a partir de uma metodologia de referéncia, em toda faixa de
concentracdo do analito de interesse em que se pretende validar o método (MILLER,
2010; INMETRO 2018).

Além da comparacdo do método proposto com um método de referéncia, a
exatiddo também pode ser avaliada por meio da utilizacdo de material de referéncia
certificado ou de ensaios de recuperagcao a fim de, verificar a influéncia de fatores
como a precisdo do método e a habilidade do operado sobre a variabilidade dos
resultados (FEINBERG, 2007; MEIRA et al., 2015).

Quando analisada por meio de estudos de adicao e recuperacao, a exatidao e
estabelecida com um minimo de nove determinagdes envolvendo o minimo trés niveis
de concentracdo diferentes, ou seja, ensaios em triplicada para cada um dos trés
niveis de concentracdo (ABREU; MATTA; MONTAGNER, 2008; MEIRA et al., 2015).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Reagentes e material

A Tabela 5 apresenta os reagentes e materiais graxos utilizados na producao
de ésteres metilicos e no preparo das amostras para efetuar as analises em técnicas

GC e RMN *H durante o desenvolvimento do projeto.

Foram utilizados 6leos comerciais, com exce¢ao do Oleo residual de fritura,
fornecido por um restaurante localizado na Universidade Federal de Alagoas, 6leo de
gergelim e da gordura de frango, fornecidos pelo Laboratério de Sistemas de
Separacao e Otimizacao de Processos (LASSOP/UFAL) e 6leo da polpa de mamona,

obtido na Cooper Riachao (Mirabela/ Minas Gerais).

Em parceria com o LASSOP, a gordura de frango foi obtida através da seguinte
metodologia: os residuos foram moidos, para facilitar a extragéo do 6leo, e em seguida
foram colocados em um recipiente com agua, na proporgdo de 2 litros de agua para
cada quilograma de gordura. Esta mistura foi levada a fervura por 4 horas e em
seguida foi filtrada com o auxilio de um sistema a vacuo. O filtrado foi depositado em
um funil de decantacdo para efetuar a separacao das fases, oleosa e aquosa. Em
seguida aqueceu-se a fase oleosa e filtrou-se novamente em peneira
fina. Posteriormente, filtrou-se o 6leo sob vacuo, de modo a remover quaisquer
particulas residuais. Por fim, este Oleo foi levado para a estufa afim de retirar quaisquer
residuos de agua. O 6leo de macauba foi obtido por prensagem a frio seguida por uma
filtracao.
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Tabela 5: Reagentes empregados na producéo de biodiesel e no preparo das amostras.

Reagentes Pureza Fornecedor
Acido fosforico PA Exodo Cientifica
Alcool metilico PA Dinamica
Alcool Isopropilico (2-propanol) >99,5% Dinamica
Grau HPLC TEDIA
Hexano > 98,5 % Dindmica
Hidroxido de sddio sdlido PA Dinamica
Cloreto de sddio sdlido PA VETEC
Heptano > 99,5% Dinamica
Toluol > 99,5% Dinamica
Oleo de Algodao Refinado Bunge Alimentos
Oleo de Canola Refinado Bunge Alimentos
Oleo de Coco Refinado Sococo
Oleo de Dendé Refinado Cepéra
Oleo de Gergelim - LASSOP — UFAL
Oleo de Girassol Refinado Bunge Alimentos
Gordura de frango - LASSOP — UFAL
Oleo de Mamona Refinado Sucroquimica
Oleo de Milho Refinado Bunge Alimentos
Oleo de Soja Refinado Bunge Alimentos
Oleo de Macauba - Cooper Riachédo
Oleo de Chia Refinado Giroil
Oleo de Amendoim Refinado Pazze
Oleo de Améndoa Refinado Pazze
Oleo de Fritura - Restaurantes
Trioctanoato de glicerila (Tricaprilina) >99,0 % Sigma
Heptadecanoato de metila >99,0% Sigma
Cloroformio deuterado =299,8% Sigma

Fonte: Autor, 2020.

4.2 Producdo de amostras de biodiesel padrdao B100 (100% FAMES)

Na Primeira etapa do desenvolvimento do projeto, foram produzidas amostras

padrées de biodiesel B100, isto €, amostras com 100% em teor de ésteres metilicos

Foram realizadas reacdes de transesterificacdo alcalina (NaOH) com alcool metilico e

diferentes tipos de matérias-primas: soja, algodao, canola, coco, dendé, gergelim,
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girassol, gordura de frango, mamona, milho, macauba, améndoa, amendoim, chia e

6leo residual de fritura.

As amostras de biodiesel metilico e B100 foram obtidas empregando as
melhores condi¢des para a reacdo de transesterificacdo: propor¢do molar 01:06:0,2
(6leo:alcool:catalisador); temperatura constante de 60 °C, e hidréxido de sédio foi
empregado como catalisador (MENEGHETTI et al.,, 2015b). Devido a elevada
viscosidade e acidez do 6leo de mamona, a razdo molar empregada na producao do
B100 de 6leo de mamona foi 01:09:0,2 (6leo:alcool:catalisador), conservando 0s

demais parametros reacionais.

A Figura 5 apresenta a configuracdo do sistema reacional fechado, no qual,
foram realizadas as reacdes de transesterificacdo. Este sistema contém um baldo de
150 mL acoplado ao condensador com aparelho de refrigeracdo, sob agitacéo
magnética, (IKA, China) (aproximadamente 100 rpm) e aquecimento em banho de
6leo com temperatura constante e monitorada por um termopar (IKA, China). As
massas dos reagentes foram medidas em uma balanca analitica com quatro casas

decimais, modelo AX200, Shimadzu (Quioto, Japao).

Ao finalizar o processo reacional, os produtos (biodiesel e glicerol) foram
depositados em funis de decantacéo para efetuar a respectiva separacao. O biodiesel
isolado foi neutralizado com o acréscimo de solu¢cdo aquosa de acido fosférico 5%
(v/iv) e, em seguida, foi tratado com solugcéo aquosa de cloreto de sédio (50 g/L) até
obter um biodiesel com pH préximo a 7,0. Foi medido o pH do biodiesel e do meio

aquoso apos lavagem utilizando fita universal medidora de pH (MERCK, Alemanha).
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Figura 5: Sistema reacional empregado nas reacdes de transesterificacdo (1-
condensador; 2- termopar; 3- sistema de refrigeracéo; 4- baldo volumétrico; 5- banho
de 6leo; 6- sistema de aguecimento e agitagao).

Fonte: Autor, 2020.

4.3 Comprovacéao da conversao total de TAG em FAME (biodiesel B100)

A técnica de RMN H, Figura 6, foi aplicada ao monitoramento da conversédo
total dos triacilglicerideos constituintes de todos 0os materiais graxos empregados na
producado de B100. Os espectros de ressonancia magnética nuclear foram registrados
no espectrometro Bruker DRX-400 (Billerica, EUA). Foi pesada uma massa igual a

0,2 g de biodiesel a qual foi dissolvida em 0,5 mL de cloroférmio deuterado.
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Figura 6: Espectros de RMN 1H para monitoramento da reagcdo de transesterificacdo do

Oleo de soja.
L
1
3 Hz _O_C_R-|
[ 3
s HT—o——{:—R2
f
3 H,c—O0—C—R; [
Triacilglicerideo 0

4

Fonte: Adaptado de MENEGHETTI et al., 2015a.

Nota: Espectros em cloroférmio deuterado: (a) 6leo de soja refinado; (b) biodiesel metilico de soja; (c)
biodiesel etilico de soja; Sinais de prétons: 1 — ésteres metilicos (3,6 ppm); 2 (5,27 ppm) e 3 e (4,1 —

4,35 ppm) — prétons gliceridicos; e 4 — ésteres etilicos (4,1 ppm).

Conforme demonstra a Figura 6, os sinais (2 e 3) referentes aos
triacilglicerideos sdo observados na analise do 6leo de soja, porém, estes sinais
desaparecem ap0s a reacao de transesterificacdo do dleo de soja. Quando se obtém
uma conversao total dos triacilglicerideos em ésteres alquilicos, € possivel observar o
sinal 1, referente aos ésteres metilicos (3,6 ppm), e um sinal 4, referente aos ésteres
etilicos (4.1 - 4.35 ppm) nos espectros indicando que o biodiesel apresenta 100% em
rendimento (MENEGHETTI et al., 2015a).

A conversao da reacdo de transesterificacdo foi determinada utilizando o
programa NMR TopSpin 3.6.2 (BRUKER, 2019) com base nas areas dos sinais
selecionado, conformes a equacéo 02:

Y% = 100 X (%) (02)
2
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Onde A; e A, séo as areas dos sinais dos protons do grupo metoxido dos ésteres
metilicos de &cidos graxos (3,7 ppm) e do grupo (2,3 ppm), respectivamente
(GELBARD et al., 1995).

4.4 Caracterizagcdo dos materiais graxos

As amostras de B100 de cada matéria-prima foram empregadas na
caracterizacao de 6leos e gorduras em relacdo a composi¢cao em acidos graxos para
posteriormente calcular a massa molar dos triacilglicerideos de cada material graxo,

necessaria para determinar a proporcéao molar 6leo/gordura:alcool:catalisador.

Por meio dos Métodos Oficiais de Analise Cel-62 e Ce2-26 (Firestone,1998), ,
as amostras B100 foram analisadas por cromatografia gasosa (GC), onde dissolve-
se, aproximadamente, 0,0500 g em da amostra em 1,0 mL de heptano. Foi empregado
o cromatégrafo, modelo GC-2010/Shimadzu, equipado com um sistema de injecao
split/splitless operando a 250°C, razéo de split de 100:1, volume de injecdo de amostra
de 1,0 yL e detector de ionizagdo em chama (FID) operando a 250°C. Foi empregada
uma coluna capilar polar ZB-WAXplus/Phenomenex (Torrance, EUA) com 30 m de
comprimento, 0,32 mm de diametro interno e 0,25 ym de espessura de filma e gas
hidrogénio, como gas de arraste, com alta pureza (99,95% LINDE). A programacao
da temperatura do forno e coluna foi a seguinte: 160 — 225 °C (15°C min), 225 —

245°C (3°C mint), de modo que, o tempo total de analise foi de 11 min.

A composicdo em &cidos graxos foi calculada identificando os respectivos
ésteres metilicos de acidos graxos nos cromatogramas obtidos, com base nos tempos
de retencéo dos padrdes analiticos de ésteres de acidos graxos, presentes em duas
misturas de padrbfes analiticos (mistura 1 e 2) analisadas na mesma metodologia.
Apés a identificacdo dos picos para cada éster, as areas foram normalizadas para
caracterizar cada tipo de matéria-prima. A mistura 1 contém C14:0-C18:3 (2%-C14,
30%-C16, 3%-C16:1, 14%-C18, 41%-C18:1, 7%-C18:2, 3%C18:3) e a mistura 2 é
constituida por C16:0-C20:0 (6%-C16, 3%-C18, 35%-C18:1, 50%C18:2, 3%-C18:3,
3%-C20:0), m/v (Sigma Aldrich. Sao Paulo, Brazil). A quantificagdo em termos de
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porcentagem em massa para cada acido graxo € calculada por meio da integracéo

das areas dos picos e normalizacao.

4.5 Producéo das amostras de biodiesel em diferentes intervalos de teor de
FAME para todos os tipos de materiais graxos

Utilizando todos os materiais graxos citados na primeira etapa experimental,
foram realizadas reacdes de transesterificacdo em diferentes condicdes reacionais,
(Tabela 6), para obter amostras de biodiesel em cinco faixas de concentracdo em
ésteres metilicos: < 20%esteres, 20% - 40%sesteres, 40% - 60%¢steres, 60 - 80%e¢steres, 80 -
100%esteres.

A Tabela 6 demonstra as condi¢des reacionais que foram aplicadas na reacao
de transesterificacdo metilica do 6leo de soja em estudos anteriores. Como cada
material graxo apresenta suas propriedades fisico-quimicas especificas, quando nédo
obtido o rendimento em éster dentro das faixas de estudo, uma segunda reacéo foi

realizada, com os produtos da primeira reacao.

Tabela 6: Condicdes reacionais adotadas na producdo das amostras de biodiesel nas

cinco faixas de concentracao (%omassa).

Temperatura Proporcdo molar NaOH Tempo Rendimento em
(°C) 0leo:MeOH (@) (min) monoésteres
(Yomassa)
40 1:1 10 15 5
40 11 5 30 34
60 1.2 5 30 55
40 1:3 5 30 74
60 1:3 10 30 98

Fonte: MENEGHETTI et al., 2015b.
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ApOs a reacdo de transesterificagdo, os produtos reacionais foram tratados de
acordo com o mesmo procedimento adotado na producdo de amostras B100. Em
seguida foram analisados no método proposto utilizando a técnica de Fast GCRF e
nos dois métodos de referéncia (itens 5.9.4.1 e 4.9.4.2) para realizar a comparagao

no estudo de exatiddo do método durante o processo de validagéo.

4.6 Identificacéo de interferentes por meio da técnica de espectrometria de

massas

As amostras de biodiesel, obtidas ap6s os diversos procedimentos de
purificacdo foram analisadas em cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massa (GC - MS) para identificar os possiveis interferentes e impurezas presentes

nas amostras e observados nos cromatogramas obtidos com o0 método GCSCRF.

Foi utilizado um equipamento GC/ Shimadzu (Quioto, Jap&o), operando com
injetor a 250°C, modo split 50:1, gas hélio num fluxo de 2,0 mL/min. Foi empregada a
coluna RTX 5ms (Restek, Estados Unidos) a qual, apresenta baixa polaridade, 30m
de comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e 0,25 um de espessura de filme. A
temperatura inicial do forno foi igual a 50°C, permanecendo durante 1min, e seguida
uma programacao de temperatura de forma que, o forno foi aquecido até 180°C por
15°C mint, em seguida aquecido de 180°C a 230°C por 7°C min' e em seguida,
aquecido até 340°C por 30°C min, permanecendo em 340°C por 5min. O tempo total
de andlise foi igual a 25,48min, com corte de solvente de 5 min.

Quanto ao espectrometro de massas, este foi utilizado no modo varredura scan,
com a temperatura da interface igual a 300°C, temperatura da fonte de ions 300°C e

impacto de elétrons de 70 V.

4.7 Purificacdo das amostras de biodiesel

Silva et al., 2018, validaram o método de GC com coluna curta e fator de
resposta (GCSCRF) utilizando biodiesel padrdo B100 produzido a partir do 6leo de
soja. Neste trabalho, o método de GCSCRF foi adotado como metodologia de
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comparagao 02 e, antes de utilizar a metodologia de Fast GCRF proposta neste
trabalho, foi necesséaria a aplicacdo do método GCSCRF para analisar biodiesel
produzido a partir de outras matérias-primas. Os resultados obtidos foram
comparados com a as andlises das mesmas amostras utilizando o método de
referéncia 01, norma EN14103 (2011).

Durante a aplicacdo do método de comparacado 02 (SILVA et al., 2018; ANEXO
2), os cromatogramas de alguns tipos de biodiesel demostraram picos em menores
guantidades e em tempos de retencao diferentes dos analitos de interesse. Com isso
foram realizadas algumas etapas de purificacdo das amostras com a finalidade de

eliminar estes compostos relacionados a possiveis interferentes ou impurezas.

As amostras foram tratadas por diferentes metodologias para purificacéo, tais
como: esterificacdo seguida da transesterificacao, filtracdo em coluna com carvao
ativado e silica, extracdo com alumina sob agitacdo e lavagem com solu¢cédo de NacCl
a 60°C.

4.8 Desenvolvimento da metodologia proposta: Fast GCRF com fator de

resposta

A determinagdo do rendimento reacional em termos de ésteres metilicos foi
realizada utilizando a técnica de Fast GCRF, isto é, empregando uma coluna
cromatografica com diametro interno e comprimento reduzidos com a finalidade de
diminuir o tempo total de analise. Este método foi baseado em outra metodologia com
coluna curta e fator de resposta validada no laboratério (SILVA et al., 2018), porém,
variando alguns parametros de analise tais como, rampa de temperatura, coluna

cromatografica, fluxo do gas de arraste e instrumento.

O instrumento empregado € o modelo GC-2010/ Shimadzu (Quioto, Jap&o)
equipado com um sistema de injecéo capilar split/splitless operando a 340°C, razao
de split de 80:1, volume de injecdo de amostra de 1,0 puL e detector de ionizagdo em
chama (FID) operando a 360°C. Foi empregada uma coluna capilar apolar VZB—1ms
(Zebron, Estados Unidos), com 10 m de comprimento, 0,10 mm de diametro interno e

espessura de filme de 0,10 ym. Foi utilizado o gas hidrogénio de alta pureza (99,95%
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Linde) como gas de arraste com fluxo 1,2 mL/min. A programacao de temperatura do
forno  otimizada foi: temperatura inicial de 60°C; aquecimento de
60 °C min! até 360 °C, com tempo total de 5 min. O rendimento em ésteres de acidos
graxos (R%) foi quantificado na presenca de trioctanoato de glicerila (tricaprilina), que

foi utilizado como padréo interno (PI).

O preparo das amostras foi semelhante ao método de comparacdo GCSCRF
no qual foi pesada a massa de aproximadamente 0,15 g dos produtos obtidos na
alcodlise dos materiais graxos em um baldo volumétrico de 1,00 mL. Em seguida,
adicionou-se a massa (0,08 g) de trioctanoato de glicerila (PI) e completou-se o baldo

com hexano. O rendimento em ésteres metilicos (R%) foi calculado pela equacao 03:

mpIXAsXF

%R = x 100 (03)

PIX Mg
Onde: mp; é a massa do padrao interno (0,08 g de trioctanoato de glicerila), As é a
soma das é&reas dos picos referentes aos ésteres contidos na amostra (picos
detectados entre 5 min e 8 min), F € o fator de resposta do biodiesel de soja metilico,
Ap| é a area do pico referente ao padréo interno - Tricaprilina - pico detectado entre 10

min e 14 min) e ms € 0 peso da amostra.

As analises de amostras de biodiesel, de diferentes tipos de matérias-primas e
com diferentes concentracdes em ésteres metilicos totais, foram realizadas em

triplicata.

As amostras de biodiesel B100 foram analisadas, em triplicata, no método
proposto para calcular o fator de resposta, o qual foi aplicado como fator de corregéo
do detector. O fator de resposta foi determinado para cada tipo de material graxo
utilizado na producao de biodiesel de forma que, o fator de resposta foi calculado no

mesmo dia de analise do respectivo tipo de biodiesel.
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4.9 Validacéo da metodologia proposta: Fast GCRF com fator de resposta

A metodologia de Fast GCRF com fator de resposta foi validada avaliando os
parametros de seletividade, preciséo (intra- ensaio e instrumental), robustez (variacao
no preparo de amostra, instrumento, analista e dia de andlise) e exatiddo (comparacao
de métodos e ensaio de recuperacao), baseando-se nos procedimentos indicados
pelo INMETRO e em algumas publicacbes (RIBANI et al., 2004; VIEIRA; NEVES;
QUEIROZ, 2007; ABREU; MATTA; MONTAGNER, 2008; INMETRO, 2018; SILVA et
al., 2018).

4.9.1 Seletividade

A seletividade do método proposto, foi avaliada através da comparacao dos
cromatogramas obtidos para cada tipo de B100 e cromatograma do solvente
empregado no preparo da amostra. Ao efetuar esta comparacao, foi possivel verificar
a capacidade do método em separar, identificar e quantificar os analitos na presenca

de possiveis interferentes e impurezas oriundas do material graxo de partida.

Outra propriedade avaliada foi o fator de seletividade entre os picos dos analitos
de acordo com a equacgéao 04:
_ trB
Y= (04)
RA
Onde trs € tra S80 0s tempos de retencdo dos picos consecutivos observado no
cromatograma, sendo tra < tre (HARRIS, 2008).

4.9.2 Precisao

Para o estudo da precisdo do método, foram fixados, o analista e o instrumento
nas mesmas condi¢cdes, a avaliacdo destes parametros foi realizada em um Unico dia

e aplicando os seguintes métodos:

l. Preciséo instrumental — Cada amostra de diferente tipo de biodiesel e faixa de
concentracao, foi preparada uma Unica vez e analisada 10 vezes nas mesmas

condi¢gbes, mesmo equipamento e mesmo analista.
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Il. Repetitividade (Intra- ensaio) — foram empregadas trés amostras de diferentes
tipos de biodiesel com diferentes faixas de concentracéo, nas quais foram feitas
10 medidas em diferentes preparacdes da amostra.

lll. Precisdo intermediaria — trés amostras de diferentes tipos de biodiesel foram
analisadas 10 vezes por um segundo analista e em dia diferente ao dia da

precisao instrumental e repetitividade.

Nos estudos |, Il e lll, a precisao foi expressa pela estimativa do desvio padréo

relativo (RSD — Relative Standard Deviation) calculado de acordo com a equacéao 05:

S
CMD

RSD =

x 100 (05)

Onde, s é o desvio padrdo de todas as andlises realizadas para cada metodologia;
CMD é a concentracdo meédia determinada (INMETRO, 2011), neste caso, 0O

rendimento percentual em ésteres metilicos do biodiesel de soja.

Os resultados de RSD sao expressos em porcentagens e podem significar: a
homogeneidade entre os dados da amostra (0% a 10%); a homogeneidade mediana
entre os dados (10% a 20%); dados medianamente heterogéneos (20% a 30%); e
dados significativamente heterogéneos (RSD > 30%) (TIMBO, 2014).

As técnicas analiticas que quantificam compostos em macro quantidades
admitem um RSD de 1 a 2%. Em métodos de andlise de tracos ou impurezas,
dependendo da complexidade da amostra, sdo aceitos valores de RSD de até 20%
(RIBANI et al., 2004).

5.9.2.1 Aplicacédo do teste de Grubbs

No estudo da precisdo do método Fast GCRF, foi aplicado o teste de rejeicdo
de dados, Teste de Grubbs, o qual rejeita valores em relacdo a estimativa do desvio
padrédo (SD). Este teste de confianca observa valores dispersos anormais maiores ou

menores, que aparecem no grupo de medidas.

De acordo com Leite (2008), a aplicacdo do teste de Grubbs, foi realizada

seguindo as seguintes etapas:
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i- Os valores obtidos foram colocados em ordem crescente;
ii- foi calculada a média aritmética;

iii- O maior valor do conjunto de medidas foi testado de acordo a equacgao
06:

G — (Xmaior_)?)

SD (06)

onde: X,4i0r € @ medida de maior valor; X é a média aritmética; SD é o

desvio padréo.

iv- O menor valor do conjunto de medidas foi testado de acordo a equacgéao
07:
X-X
G — ( menor) (07)
SD
V- Os valores de G, dos testes descritos emiii e iv, foram comparados com
os valores criticos tabelados, a 95% de confianca.
Vi- Quando G > G%, o a medida de maior valor foi rejeitada.
vi-  Se maior valor néo foi rejeitado, o menor valor foi testado; de o maior

valor foi rejeitado, foi determinada uma nova média e testado o menor

valor do conjunto.

viii-  Os procedimentos descritos de i — vii, foram repetidos até que o maior e
menor valores foram aceitos, isto €, se 0 menor valor para a nova

amplitude foi aceito, a maior valor foi testado pra mesma média.
4.9.3 Robustez

O estudo da robustez foi realizado para avaliar a sensibilidade e estabilidade
dos resultados gerados pelo método de Fast GCRF com fator de resposta quando

submetido as seguintes variacdes no preparo de amostra:

I. Mudanca do solvente: o hexano, solvente utilizado no procedimento de preparo

da amostra para a andlise cromatografica, foi alternado por uma mistura 50:50
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viv de &lcool isopropilico (2-propanol) e toluol (solventes comumente
empregados na determinacdo do indice de acidez de acordo com a norma
americana ASTM D664-11).

Il. Variacdo na forca ibnia do meio: adicdo de cloreto de sddio no preparo de

amostra.
4.9.4 Exatidao - Comparacao de metodologias

Os resultados gerados no método de Fast GCRF foram comparados com duas
metodologias de comparacdo — EN 14103 (método 01) (ANP, 2014; EN 14103, 2011)
e cromatografia gasosa com coluna curta e fator de resposta GCSCRF (método 02)

(Silva, 2018) — e calculado o valor do coeficiente de determinacéo, r2.

As amostras de biodiesel foram analisadas em triplicata em cada uma das
metodologias e no mesmo dia de andlise, isto é, a amostra de determinado tipo e
concentracdo de ésteres totais, foi injetada nos trés métodos durante o mesmo dia de

analise.

5.9.4.1 Método de referéncia 01: Norma Europeia 14103

O método prescrito pela norma europeia EN 14103, indicado na Resolucdo da
ANP de numero 45 de 2014 para quantificacéo de ésteres metilicos no biodiesel, foi
empregado para uma analise comparativa dos resultados obtidos com a metodologia

de coluna curta.

Nesta metodologia, foi dissolvido, aproximadamente, 0,0500 g da amostra de
biodiesel em 1,0 mL da solucédo de heptadecanoato de metila (C17:0) em heptano de
grau analitico (0,01 g/mL). Foi empregando um instrumento GC-2010/Shimadzu
(Quioto, Japéo) equipado com um sistema de injecéo split/spliteless operando a 250
°C, razao de split de 100:1, volume de amostra de 1,0 yL e detector de ionizagdo em
chama (FID) operando a 250°C. Para o uso desta metodologia foi empregada uma
coluna capilar polar ZB-WAXplus/Phenomenex (Torrance, EUA) com 30 m de
comprimento, 0,32 mm de didmetro interno e 0,25 ym de espessura de filme e gas
hidrogénio, de alta pureza (99,95% Linde), usado como gas de arraste. A temperatura

inicial da coluna foi 60°C durante 2 min, em seguida elevada até 200°C (10°C min)
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e novamente elevada até 240°C (5°C min'), permanecendo nesta uUltima por 7min,
totalizando um tempo de analise de 31 min. A composi¢cdo em ésteres metilicos foi

calculada a partir da equacéao 08:

C = (X Ag)- Ap; % Cp1 X Vpy % 100 (08)

App Mg

Onde, Az é a éarea total dos picos correspondentes ao biodiesel; 4 (C17:0) é a area
do pico correspondente ao padrdo interno heptadecanoato de metila; Cr é a
concentracdo, em mg/mL, da solu¢éo do padrao interno; V»é o volume da solugéo do
padréo interno; e Mg é a massa pesada do biodiesel, em mg (EN 14103, 2011; RANP
45, 2014).

A Figura 7 representa um exemplo de cromatograma obtido pela analise de

biodiesel metilico de colza empregando a metodologia EN 14103.

Figura 7: Cromatograma da analise de uma mistura ésteres metilicos do biodiesel de
soja pelo método GC EN 14103:2011.
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Fonte: Adaptado de MCCURRY, 2012.

Nota: Esteres de é&cido graxo: C16:0 - palmitico; C18:0 - estearico; C18:1 — oleico; C19:0 -

nonadecanoato de metila (padréo interno); C18:2 - linoléico, C18:3 — linolénico.
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5.9.4.2 Método comparativo 02: Cromatografia gasosa de coluna curta com
fator de resposta — GCSCRF

O GCSCFR foi validado no laboratério de catalise e reatividade quimica e tem
sido empregado na quantificacdo de ésteres metilicos e etilico de 6leo de soja com
ampla faixa de concentracdo. Este método com coluna curta e fator de resposta é a
base do método de Fast GCRF com fator de resposta, isto €, 0 método proposto neste

projeto € a otimizacdo da metodologia GCSCFR.

Na metodologia GCSCFR (SILVA et al., 2018; ANEXO 2) foi empregado um
instrumento GC-2010/ Shimadzu (Quioto, Japdo) equipado com um sistema de
injecao capilar split/splitless operando a 240°C, razdo de split de 80:1, volume de
injecdo de amostra de 1,0 yL e detector de ionizagdo em chama (FID) operando a
250°C. Foi empregada uma coluna capilar apolar VF-1ms (Factor Four), com 2,2 m
de comprimento, 0,25 mm de diametro interno e filme com 0,25 ym de espessura e
gas hidrogénio, de alta pureza (99,95 % Linde), usado como gas de arraste. A
programacao de temperatura foi: temperatura inicial de 50°C (1 min); aquecimento de
50°C até 180°C, a uma taxa de 15 °C min!; aquecimento de 180°C até 230°C, a uma
taxa de 7°C min?; aguecimento de 230°C até 340°C, a uma taxa de
30°C mint. O tempo total de andlise foi de, aproximadamente, 21 minutos. O
rendimento em ésteres de acidos graxos (R%) foi quantificado na presenca de
trioctanoato de (glicerila (tricaprilina), que foi usado como padrdo interno.
Aproximadamente 0,15 g dos produtos obtidos na alcodlise dos 6leos vegetais foram
pesados em um baldo volumétrico de 1 mL. Em seguida, adicionou-se a massa (0,08
g) de trioctanoato de glicerila e completou-se o baldo com hexano. O teor percentual
em ésteres meilicos foi calculado de forma idéntica a metodologia de Fast GCRF com

fator de resposta, equacgao 08.

Na Figura 8 estdo apresentados alguns cromatogramas obtidos com a
metodologia GCSCRF
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Figura 8: Cromatogramas de andlises realizadas no métododo GCSCRF.
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Fonte: Autor, 2016.

5.9.4.3 Aplicacao do teste estatistico ANOVA

O método de Fast GC e o método comparativo, GCSCFR, foram validados por
meio do estudo da exatiddo, quando comparados ao método de referéncia da Norma
141083.

Foi aplicada a Analise de Variancia (ANOVA) a nivel de confianca de 95% para
verificar a existéncia de diferencas significativas entre os resultados obtidos com os
trés métodos em todas as faixas de concentracdo. Sendo a hipotese nula, Ho: prast e
= UecscRF = UINORMA 14103; € @ hipbtese alternativa, Ho: pelo menos dois i sao diferentes;

onde p = média populacional (TIMBO, 2014).
4.9.5 Exatidao — Ensaios de recuperagao

O estudo de recuperacéo foi realizado com trés amostras de diferentes tipos de
biodiesel e diferentes concentracéo de ésteres metilicos, de forma que, cada amostra

foi fortificada em trés niveis de fortificacdo com B100 dos respectivos tipos de
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biodiesel. Cada amostra fortificada foi analisada em triplicata e o percentual de

recuperacao foi determinado de acordo com a equacéao 09:

~ C;-C

Recuperacio (%) = (%) x 100 (09)
3

Onde: C1 é a concentracdo determinada na amostra fortificada; C2 € a concentracdo

determinada na amostra nao fortificada; e C3 = concentracdo adicionada (INMETRO,

2011).

Segundo RIBANI et al. (2004), as faixas de recuperacédo para analise de residuos
geralmente estdo entre 70 e 120%, com precisdo de até + 20%. No caso de amostras
com maior complexidade analitica, este intervalo pode ser de 50 a 120%, com

precisédo de até + 15%.

Como regra geral, as recuperacfes da maioria dos compostos fortificados nas
amostras devem ficar na faixa de 70% a 130%, e essa faixa deve ser usada como
critério de aceitacdo para avaliagdo do desempenho interno no controle de amostras
no laboratério (EPA, 2018).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Caracterizacdo dos padrdes de biodiesel por RMN H

A caracterizacdo dos padrdoes de biodiesel, oriundo de todas as matérias-
primas, foi realizada por Ressonancia Magnética Nuclear de *H. Na Figura 9 estéo
apresentados os espectros de RMN 'H obtidos para o éleo de soja e o biodiesel

metilico padrdo de 6leo de soja, respectivamente.

Figura 9: Espectros de RMN !H obtidos para o 6leo de soja e para o biodiesel de soja

metilico — 99,32%Frame.
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Fonte: Autor, 2020.

Nota: Espectro A — Amostra do 6leo de soja (TAG - triacilglicerideos); Espectro B- Biodiesel de soja

(B100: Biodiesel 100% em ésteres metilicos).

Por meio da andlise dos espectros na Figura 9, é possivel identificar a total
conversao dos triacilglicerideos, presentes no 6leo de soja, em ésteres metilicos, visto
gue, se observa o desaparecimento dos sinais referentes aos protons gliceridicos
(TAG — 4,1 - 4,35ppm) e o surgimento do sinal dos prétons de FAME do B100 em
aproximadamente 3,6 ppm.

Nas Figuras 10 e 11 estdo apresentados os espectros de RMN H para as

amostras B100 dos oleos de algoddo, améndoa, amendoim, canola, chia, coco,
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dendé, gordura de frango, residual de fritura, gergelim, girassol, macalba, mamona e
milho com conversdes acima de 96,5%, conversdo minima estabelecida na resolucéo
N° 45 ANP de 2014.

Figura 90: Espectros da andlise de RMN 'H para as amostras de B100 dos materiais
graxos: A) algodao — 99,72%rame, B) améndoa — 96,65%ramve, C) amendoim — 99,46%rawme,
D) canola — 99,40%rFave, E) chia — 97,82%rFave, F) coco — 97,91%rFamve, G) dendé —
97,49%rave € H) gordura de frango — 98,27%FrawmE.

Fonte: Autor, 2020.

Figura 101: Espectros da analise de RMN !H para as amostras de B100 dos materiais

graxos: A) Oleo residual de fritura — 98,14%rawme, B) gergelim — 98,34%rame, C) girassol —
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96,81%rame, D) macauba — 98,51%rave, E) mamona — 98,29%rave € F) milho — 98,17%ramve

Fonte: Autor, 2020.

Como descrito na metodologia deste trabalho, item 5.2, a porcentagem de
conversdo de triglicerideos em ésteres metilicos foi determinada com base na
integracdo das areas dos sinais dos protons do grupo metoxido dos ésteres metilicos

(3,7 ppm) e grupo metileno dos derivados de ésteres graxos (2,3 ppm).

No anexo 1, constam os espectros com a identificacdo dos sinais, dos quais
foram integradas as areas e calculada a conversao de triacilglicerideos em ésteres

metilicos.
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5.2 Anédlises de interferentes em GC/MS

A Figura 12 demonstra a analise cromatografica em GC—FID para a amostra
de biodiesel do Oleo de canola antes e depois de submetido aos processos de
purificacdo, com destaque para as possiveis impurezas. Portanto, as amostras foram

analisadas em GC/MS para identificagdo destes compostos (Figura 13).

Figura 12: Cromatogramas obtido a partir da analise do B100 de canola antes e depois

de cada processo de purificacdo (GC-FID).
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Nota: analises realizadas por meio do método GCSCRF (SILVA et al., 2018).

Como exemplo, a Figura 13 apresenta o cromatograma obtido em GC/MS
para o biodiesel metilico de éleo de milho, com amplificac6es nas regiées onde pode-
se observar o0s picos em gquantidades relativamente insignificantes, isto é, a soma das

areas corresponde a menos do que 1% apos a purificacao.
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Figura 13: Cromatograma obtidos por meio da analise em GC/MS para o biodiesel B100

produzido a partir do 6leo de milho. As regifes A e B, encontra-se destacadas.
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Fonte: Autor, 2020.

Com base na biblioteca de espectros NIST 2008 do GC/MS e no cromatograma

da Figura 13, picos em menores quantidades foram identificados como ésteres

metilicos (C17, C19:1, C20, C21 e C23) minoritarios produzidos na reacdo de
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transesterificacdo de triacilglicerideos provenientes de materiais graxos ou do

processo de refino destes materiais.

5.3 Determinacdo da composicao de acidos graxos dos 6leos e gorduras

Foi determinada a composicdo em &cidos graxos para cada tipo de material
graxo empregado na producéo de biodiesel metilico e, em seguida, estes dados foram

utilizados na otimizacéo e validacdo da metodologia de Fast GCRF.

Na Figura 14 estdo representados alguns cromatogramas obtidos na
caracterizacdo de materiais graxos a partir da andlise de biodiesel B100, 6leo de
gergelim, mamona, milho, gordura de frango e 6leo de coco, para representar a
metodologia utilizada na caracterizacdo das matérias-primas em teor de &cidos

graxos.



70

Figura 11: Cromatogramas obtidos para a analise do biodiesel B100 de Oleo de
gergelim, mamona, milho, gordura de frango e coco, no método de caracterizacdo de

acido graxos.
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Fonte: Autor, 2020.

Nota: Esteres de acido graxo: C8:0 — caprilico; C10:0 — caprico; C12:0 — laurico; C14:0 — miristico,
C16:0 — palmitico, C16:1 — palmitoléico, C18:0 - estearico; C18:1 - oleico, C18:2 — linoléico; C18:1 +

OH —ricinoleico.

Ao comparar os tempos de retencéo dos picos do cromatograma das amostras
de B100, Figura 14, com os tempos dos padrdes de ésteres metilicos injetados nas
mesmas condi¢des instrumentais, foi possivel identificar e quantificar os acidos graxos
constituintes destes 6leos. Da mesma forma, foi realizada a caracterizacdo dos
demais materiais graxos avaliados, cujos perfis em acidos graxos estdo representados

na Tabela 7 com valores médios das anélises em triplicata.

Os perfis de acidos graxos apresentados na Tabela 7 foram utilizados para o
célculo da massa molecular dos triacilglicerideos e massa molar da matéria graxa
empregada na producdo de biodiesel (equacbes 09 e 10, respectivamente) e
determinar as relagdes molares dos reagentes nas reagdes de transesterificacdo de

cada tipo de material graxo.
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MMTAG == 4‘1 + 3 (MMAG - 1) (09)

Onde MMrac € a massa molar do triacilglicerideo da matéria-prima; 41 € o valor da
massa da porc¢éo (H2C — C — CHz) da molécula de triacilglicerideos (Figura 15); e 0
valor 1 representa um atomo de hidrogénio a menos na fun¢ao carboxila em cada uma

das trés cadeias de acido graxo da molécula de triacilglicerideos.
Figura 12: Estrutura molecular do triacilglicerideo com trés cadeias de acido graxo.
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Fonte: SCHAEFER, 2005.

Nota: Porgdo a esquerda: glicerol. Por¢éo a direita (de cima para baixo): &cido palmitico, acido oleico,
acido alfa-linolénico. Férmula: CssHosOes.

(X MM 46) X%ester

MMy atéria Graxa = 100 (10)

Onde MMuwatéria graxa € @ massa molar total da matéria-prima; > MMrac € a soma das
massas molares dos triacilglicerideos, cada uma multiplicada pela respectiva

porcentagem de acido graxo presente na matéria-prima.
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Tabela 7: Composicdo em &cidos graxos, determinada por cromatografia gasosa, para os 6leos avaliados durante o projeto.

MATERIAL GRAXO ACIDOS GRAXOS (+1,0 % massa)

C8:0 C10:0 C12:0 C14:0 Cl6:0 Cle6:1 C18:0 Cl18:1 C18:2 C18:3 C18:1 +OH C:20

Algodéao - - - 0,7 23,6 0,4 1,8 15,5 58,0 - - -
Améndoa - - - 0,1 37,6 0,4 2,7 32,4 26,4 0,1 - 0,5
Amendoim - - - - 6,8 - - 89,7 - - - 1,1

Canola - - - - 4,9 0,2 0,2 66,8 19,9 8,0 - -

Chia - - - - 6,9 - 0,75 4,4 20,1 67,8 - -

Coco 5,2 4,2 40,1 20,9 12,5 - 2,3 11,7 3,0 - - -
Dendé - - - 0,2 17,9 - 3,1 30,4 48,3 - - -
Gergelim - - - - 10,5 - 2,8 35,8 50,6 0,3 - -
Girassol - - - 0,1 5,8 - 1,4 34,9 58,0 - - -
Gordura de frango - - - 0,6 22,3 4.5 4,9 35,4 26,0 1,8 - -
Macauba - - 0,3 0,2 19,4 3,5 - 57,9 17,3 1,3 - -

Mamona - - - - 11 - 0,9 3,8 4,9 0,4 88,1 0,6
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Milho - - - - 12,7 - 1,2 35,5 49,2 0,7 - 0,7
Oleo de fritura - - - 0,3 14,0 0,4 1,2 24,5 53,6 6,0 - -
Soja - - - - 11,6 - 3,0 24,6 54,2 6,7 - -

Fonte: Autor, 2020.

Nota: Acidos graxos: C8 — caprilico; C10 — céaprico; C12 — laurico; C14 — miristico; C16 — palmitico; C17 — margarico; C18 — estearico; C18:1 — oleico; C18:2 —

linoléico; C18:3 — linolénico; C18:1 + OH —ricinoleico; C20 — araquidico; Analise em triplicata, n = 3.
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54 Otimizagdo do meétodo de Fast GCRF

Como citado na sessao de materiais e métodos, o método GCSCRF (SILVA et
al., 2018; ANEXO 2), validado anteriormente no GCaR para analise do biodiesel do
Oleo de soja, foi definido como base experimental para iniciar a otimizacdo da
metodologia analitica de Fast GCRF.

A principal modificacdo instrumental introduzida foi o emprego de coluna
cromatografica especifica para a metodologia de Fast GCRF, de medidas (10 m x 0,1
mm x 0,1 um) e o uso da coluna para o método GCSCRF com medidas (2,2 m x 0,25
mm % 0,25 um). A coluna foi escolhida com base na diminuigdo do diametro interno e
da espessura de filme, caracteristicas que elevam a eficiéncia da mesma na

separacao dos analitos.

Os parametros instrumentais utilizados foram baseados nos artigos citados na
Tabela 2 (RAGONESE et al., 2009; SATO et al., 2015; MARQUES et al., 2010; HUPP
et al.,, 2018; TERCINI et al., 2018) e estdo representados na Tabela 8 com os
respectivos cromatogramas e tempos de analises do B100 produzido a partir do 6leo
de soja (C16 — C18). O método GCSCREF foi colocado no topo da Tabela 8 para efeitos
de comparacdo com as modificacbes realizadas na constru¢cdo do método de Fast
GCRF.



Tabela 8: Parametros instrumentais estudados durante a otimiza¢cdo do método de Fast GCRF.

- Fluxo H: . Parametro ~
. R
Condicdo (mL min) ampa de aquecimento constante Observacgdes Cromatograma
o B100
. | —
50 - 180 °C (15 °C min) ’
GCSCRF 1,6 180 - 230 °C (7 °C min?) Fluxo de Hz - coluna 2,2 m. '
230 - 340 °C (30 °C min') '
L0,
v B100
0 oo me0 :
1 1,6 50 180 °C (15 °C min“) Fluxo de H - pressao mF;xima do equipamento; -
’ 180 - 230 °C (7 °C min) 2 ] :OS o quip b
230 - 340 °C (30 °C min'}) A, . *
- andlise interrompida. J
Ny B100
50 °C (1min) Pressio - diminuicéo tr; .
5 16 50 - 180 °C (15 °C min?) interna da - fluxo maximo do equipamento; PI
’ 180 - 230 °C (7 °C min™?) coluna - IS eluiu parcialmente; -

230 - 340 °C (30 °C min™)

- andlise interrompida.

0.2

0.0

150
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1,0

1,0

1,0

1,0

Sem isoterma inicial
50 - 180 °C (15 °C min?)
180 - 230 °C (7 °C min?)
230 - 340 °C (30 °C min')

Fluxo de H2

50 °C (1min)

50 - 180 °C (60 °C minl)
180 - 230 °C (28 °C min‘)
230 - 340 °C (80 °C min‘)

Fluxo de H2 6,33

50 - 270 °C (70 °C min™)

270 - 340 °C (100 °C min') Fluxode H> 3,84

Sem isoterma inicial
50 - 180 °C (75 °C min)
180 - 230 °C (35 °C min't)
230 - 300 °C (100 °C min™)

Fluxo de H2 3,86

20,48

17,50

6,33

3,84

3,86

- aumento tg;

- pressdo maxima do equipamento;
- IS eluiu parcialmente;

- andlise interrompida.

- rampas de temperaturas até 4x
maiores;
- diminuigao tr.

- rampas de temperaturas maiores;
- IS néao eluiu.

- rampas de
maiores;

- temperatura final ndo atingida;
- IS n&o eluiu.

temperaturas 5x

B100
1.25 r
L0
or PI
0.5
N

0.2
0.0qL i A //L_/

25 50 75 160 1725 150 min

1V(x1,000,000
Chrpfnatogram

g
. B100
2
PI

2
15
1
USJ
o

o 20 30 70 50 omin
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10

1,0

1,0

1,0

1,0

50 - 180 °C (75 °C mint)
180 - 230 °C (35 °C min)
230 - 340 °C (100 °C min%)

60 - 180 °C (80 °C min™)
180 - 230 °C (35 °C min‘)
230 - 360 °C (100 °C min‘?)

60 - 180 °C (80 °C min)
180 - 230 °C (35 °C min)
230 - 360 °C (100 °C min%)

60 - 180 °C (80 °C min)
180 - 230 °C (35 °C min‘)
230 - 360 °C (100 °C min')
360 °C (0,5min)

Fluxo de H2

Fluxo de H2

Presséo
interna da
coluna

Presséo
interna da
coluna

4,26

4,23

4,23

4,73

4,26

1,16

4,23

4,73

- aumento da temperatura final;
- IS eluiu préximo ao término da
andlise.

- 12 rampa de maior;

- aumento da temperatura final;

- pressdo maxima do equipamento;
- analitos néo eluiram;

- andlise interrompida.

- IS eluiu préximo ao término da
analise.

- isoterma na temperatura final,
- IS eluiu parcialmente.

|

V(100,000
Chromatogram

Hexano

-

05

1V(x1.000,000
s atogram
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60 - 180 °C (80 °C min™?) ~
11 12 180 - 230 °C (35 °C min™) ir?tfrzzaga 473 473 - Equipamento ndo manteve taxa de
' 230 - 360 °C (100 °C min™?) coluna ’ ’ aquecimento > 60 °C min
360 °C (0,5min)
B100
Pressdo - IS eluiu proximo ao término da Pl
12 1,2 60 — 360 °C (60 °C mint) interna da 5,00 5,00 L. P
analise.
coluna
6.0 Chfématogram BlOO
Presséo ) Pl
13 1,3 60 — 360 °C (60 °C min?) interna da 5,00 5,00 - Eluicao total. ’
coluna ’

Fonte: Autor, 2020.
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De acordo com os cromatogramas apresentados na Tabela 8, condi¢bes 1, 2
e 3, pode-se observar que houve aumento nos tempos de retencao dos analitos devido
ao menor cumprimento (2,2 m) da coluna empregada no método GCSCRF, quando
comparada a coluna com 10 m de comprimento, utilizada no método de Fast GCRF

desenvolvido.

Em ambas as condic¢des 1 e 2, o Pl ndo eluiu durante a andlise e, portanto, as
condi¢cdes ndo foram satisfatorias. Na condicdo 1, também foi observado que a
pressdo aumentou no decorrer da analise chegando a forcar o equipamento a
interromper a analise. Também foi observado que na condi¢do 2, quando mantida a
pressdo interna da coluna constante, o fluxo € aumentado ao longo da analise e,

consequentemente, os analitos eluem mais rapidamente.

A condicdo de analise 3, apresenta um tempo total de analise reduzido (menor
gue o programado, 20,48 min) devido a pressao interna da coluna ter atingindo um
valor muito elevado, comprometendo o tempo total de anadlise e a realizacdo da rampa

de temperatura.

Para otimizar essa metodologia de Fast GCRF, na condi¢céo 4, aplicaram-se
rampas com velocidade de aquecimento até 4x mais rapidas que o método de
GCSCREF e, foi observado que o tempo total de analise diminuiu consideravelmente

(6,33 min) sem perder a eficiéncia na separacdo dos analitos totais e padréo interno.

Na condicao 5 tentou-se diminuir ainda mais o tempo de anélise, para 3,84
min, aumentando a taxa de aquecimento, porém, foi verificado que o PI (tricaprilina)

nao eluiu antes do término da analise.

Nas condicdes de 6 a 8, a terceira rampa de aquecimento (150°C mint) foi
diminuida para 100°C min, sendo possivel manter o fluxo da fase mével constante.
A diferenca entre estes trés métodos € a temperatura final da coluna e, como pode
ser visto nas nos cromatogramas representados na Tabela 8, conforme a temperatura

aumentou, a eluicdo do PI foi favorecida.
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Como pode ser visto na condicdo 8, quando a temperatura final foi igual a 360
°C e fluxo de fase mdvel constante, o aparelho atinge uma pressédo muito alta e a

andlise é interrompida.

Na sequéncia foi realizada a andlise na condicdo 9 com a mesma
programacéao de temperatura da condi¢do 8, porém, mantendo a pressao interna da
coluna constante e foi verificado que o PI ndo eluiu completamente em 4,23 min de

analise.

Na condi¢cdo instrumental 10, foram utlizadas as mesmas condi¢oes
instrumentais da condicdo 9 acrescida da isoterma de 0,5 min na temperatura final,

porém, o padréo interno nao eluiu antes do término da analise.

Em seguida, com o intuito de otimizar a eluicdo do PI, foi adotada a condi¢éo
11 para andlise, na qual, foi aumentado o fluxo do gas de arraste para 1,2 mL m™,

tornando possivel a eluicdo do padrao interno.

Durante a aplicacdo das mudancas instrumentais adotadas no
desenvolvimento do método proposto, foi observado que, o equipamento de GC
utilizado apresentou uma série de limitagbes. O mesmo ndo tem a capacidade de
efetuar a programacéo de temperatura com elevadas taxas de aquecimento, de forma

gue, a temperatura maxima nao é atingida ao término da analise.

Constatou-se também que, empregando 0 mesmo equipamento com rampas
de aquecimento muito rapidas (taxa > 60 °C min?), a velocidade do gas de arraste

Nao permanece constante.

No equipamento GC/FID empregado, € possivel configurar a pressao interna
da coluna constante ou, o fluxo de gas de arraste constante. Quando selecionado o
modo de fluxo constante, foi observado que a pressao interna da coluna aumentou
significativamente e a andlise foi interrompida antes do término da programacéo de

temperatura.

Com base nas informac¢des supracitadas, foi estabelecida a condicdo 12 com

presséo interna da coluna constante e rampa de aquecimento Unica, onde foio
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verificado que, em 5 min de analise, ocorreu a eluicdo de todos os compostos de

interesse, presentes na amostra B100 de soja.

Com a finalidade de diminuir o tempo de retencéo dos analitos, na condi¢do 13
(Figura 16), foi elevado o fluxo do gas de arraste para 1,3 mL m' e dessa forma, todos

os analitos eluiram e foi possivel diminuir o tempo de retengdo dos mesmos.
Figura 13: Cromatograma obtido com a condicdo 13 para analise (Ii_,? Fast GCRF descrito
na Tabela 8.

WV/(x1.000,000)
6.0rChfpmatogram

5.0

4.0

3.0

Intensidade

2.0

0.0— L

0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 35 4.0 45 min
Tempo

Fonte: Autor, 2020.

Conforme visto no cromatograma da Figura 16, os parametros instrumentais
empregados na condicdo 13 foram adequados para analisar o biodiesel do 6leo de
soja. Logo, esta metodologia foi empregada na analise do biodiesel produzido a partir

de diferentes materiais graxos.

5.5 Validacdo da metodologia Fast GCRF para a analise de FAMEs em

biodiesel

Os parametros de desempenho analitico foram avaliados empregando os
parametros instrumentais considerados adequados, condicdo 13 (Tabela 8),

estabelecida como a metodologia otimizada, ou seja, metodologia proposta no
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trabalho. O método foi aplicado e validado quanto a determinacdo de FAME totais em
amostras de biodiesel produzido a partir do 6leo de algoddo, amendoim, améndoa,
canola, chia, coco, dendé, gergelim, girassol, gordura de frango, macauba, mamona,

milho, 6leo residual de fritura e soja.
5.5.1 Seletividade

Na Figura 17 estdo representados os cromatogramas obtidos a partir das
andlises dos 15 tipos de B100, no qual pode- se avaliar a seletividade do método em

separar e identificar os analitos (ésteres metilicos totais) e padrao interno.

Figura 14: Estudo da seletividade do método Fast GCRF através da comparagédo de
cromatogramas do solvente hexano e amostras B100 de diferentes materiais graxos:
6leo de coco, 6leo de mamona, 6leo de algodéo, 6leo de améndoa, 6leo de dendé, dleo

de chia, 6leo resid

40000000 p— —
] Cci18:1

35000000 - C12:0 gigg Padrio

C14:0 glg;o ’ (i%SHl Interno
: 16:1

30000000 - 80 100 ‘
{ ]]ceo0 '/"I‘

25000000 4] - namona )| ‘ /‘ly |
|| jalgodao J !
1 | kaméndoa “

20000000 —j

Intensidade (uV)

I

| dendé ‘ ~
chia “ /
i 6leo residual de fritura \ R /
15000000 < | j_gergelim ‘
[ 1l soja \l /
|| |girassol l .
10000000 | ['mio N /‘l

gordura de frango N / \
\ macatba A / /
|_amendoim /\

canola
hexano
0

5000000 -

T

T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5
Tempo de reteng&o (min)

Fonte: Autor, 2020.
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Nota: ésteres de acido graxo: C6:0 — caproéico; C8:0 — caprilico; C10:0 — caprico; C12:0 — laurico;
C14:0 — miristico, C16:0 — palmitico, C16:1 — palmitoléico, C18:0 — esteérico; C18:1 — oleico; C18:2 —

linoléico; C18:3 — linolénico; C18:1(0OH) — ricinoleico.

Com base nos cromatogramas da Figura 17, foi observado que o método de
Fast GCRF, proposto neste trabalho, ndo separou alguns ésteres metilicos (C16:0,
Cl6:1, C18:0, C18:1, C18:2 e C18:3) de interesse em relacdo ao numero de
insaturacdes destes compostos porém, a metodologia foi otimizada com a finalidade

de quantificar FAMEsS totais, logo separados do padréo interno.

A Tabela 9 apresenta os valores calculados para o fator de separacao entre o
ultimo pico relativo a FAMEs (mistura de C18; no caso da mamona foi considerado o
pico referente ao analito C18:1 + OH), com maior tempo de retencao, t1, € o pico do

padrédo interno tricaprilina (PI), definido como ts.
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Tabela 9: fator de separacdo entre o Gltimo pico de FAMESs e o pico de Padréo interno.

Biodiesel t1 (min) tz (min) Fator de separagédoy
Algodéo 2,90 4,06 1,40
Améndoa 2,88 4,06 1,41
Amendoim 2,90 4,06 1,40
Canola 2,87 4,01 1,40
Chia 2,90 4,03 1,39
Coco 2,82 4,08 1,44
Dendé 2,94 4,10 1,39
Fritura 2,94 4,09 1,39
Gergelim 2,95 4,10 1,39
Girassol 2,86 4,01 1,40
Gordura de frango 291 4,08 1,40
Macauba 2,87 4,03 1,40
Mamona 3,22 4,03 1,25
Milho 2,88 4,03 1,40
Soja 2,90 4,06 1,40

Fonte: Autor, 2020.

Como a seletividade de um método cromatogréafico é diretamente proporcional
ao fator de separacédo e, os resultados apresentados na Tabela 9 indicam valores
experimentais > 1 para o fator de separacdo determinado para todos os tipos de
biodiesel, 0 método respondeu com efetiva seletividade para separar os ésteres totais

em relacdo ao padrao interno.
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5.5.2 Precisao

Como descrito no item 4.9.2, a precisdo da metodologia Fast GCRF foi avaliada
através dos estudos de precisao instrumental, estudo da repetitividade e precisédo

intermediaria, todas expressas pelo desvio padrao relativo (RSD).

Conforme indicado pelo INMETRO (2018), durante o estudo da precisao do
método proposto, foi considerado o nimero minimo de 6 replicatas para o calculo da

média, desvio padrao e desvio padrao relativo.
5.5.2.1 Preciséo instrumental

A Tabela 10 apresenta os valores de Teor rave %, média, desvio padrao e

desvio padréo relativo (RSD) para cada tipo de biodiesel.



Tabela 10: Precisao instrumental para o método Fast GCRF; SD- desvio padrdo. RSD- desvio padrao relativo.
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Andlise Tipo de biodiesel e Teor rame %
Soja Milho Girassol Macauba Frango Coco Amendoim Algoddo Gergelim Canola Améndoa Chia Fritura Dendé Mamona
1 83,0 70,0 73,1 60,7 66,7 65,1 80,2 65,8 63,9 60,9 73,1 82,3 81,7 63,7 70,1
2 80,8 71,5 72,6 60,4 65,3 654 78,4 65,3 64,9 62,9 72,6 87,2 838 64,6 68,9
3 83,0 68,8 74,4 60,7 68,2 65,0 82,2 65,7 65,1 65,1 74,4 82,9 80,7 652 68,4
4 81,1 69,3 71,6 58,7 67,3 65,9 80,4 65,1 65,0 64,3 71,6 82,8 820 64,7 67,9
5 82,6 68,5 73,8 60,0 66,0 67,1 80,0 64,8 64,2 63,5 73,8 83,1 81,1 65,6 68,6
6 82,6 69,0 73,1 59,8 67,0 69,8 79,7 64,9 65,2 62,5 73,1 84,3 826 64,3 67,3
7 80,5 70,8 74,0 60,5 67,7 67,7 80,4 66,9 65,1 60,9 74,0 83,2 838 64,0 69,1
8 80,9 69,4 72,2 58,8 65,9 68,1 78,9 64,3 64,6 64,6 72,2 83,4 835 60,6 67,0
9 82,7 70,3 73,9 61,0 68,2 67,4 78,6 65,4 66,1 62,9 73,9 82,8 81,7 645 70,6
10 83,5 70,8 71,0 61,0 66,6 67,6 78,8 65,7 64,6 63,8 71,0 849 859 66,1 67,7
Média 82,1 69,8 73,0 60,2 66,9 66,9 79,8 65,4 64,9 63,1 66,9 83,3 82,7 64,7 68,7
SD 1,1 1,0 11 0,8 1,0 1,5 11 0,7 0,6 14 1,3 0,8 1,6 0,8 1,2
RSD 14 1,4 1,5 1,4 1,5 2,3 1,4 1,1 0,9 2,3 1,9 1,0 1,9 1,2 1,7

Fonte: Autor, 2020. Nota: Foi aplicado o teste de Grubbs (teste G) a 95% de confianca; e os valores destacados foram excluidos.
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Quando aplicado o teste de Grubbs, para os valores das medidas apresentados
na Tabela 10, apenas as amostras de biodiesel produzido a partir do 6leo de chia e
do 6leo de dendé, apresentaram valores rejeitados (destacados em vermelho),
portanto apenas para estes dois 6leos os valores de RSD foram calculados com 9

medidas.

Os valores de RSD, determinados durante o estudo da precisao instrumental,
variaram entre 0,9 — 2,3% e estédo dentro da faixa que confirma a homogeneidade dos

resultados para todos os tipos de amostras, 0% - 10% (TIMBO, 2014).

Além disso, todos os valores determinados para RSD estdo entre os limites
aceitaveis para metodologias que quantificam compostos em macro quantidades que
admitem RSD de 1 a 2% e, métodos de analise de tracos ou impurezas onde é
aceitavel um RSD de 20% (RIBANI et al., 2004). Desta forma, o método apresentou
precisao instrumental aceitdvel e homogeneidade entre os resultados para a andlise

de todos os tipos de biodiesel.
5.5.2.2 Intra- ensaio (Repetitividade)

A Tabela 11 representa o estudo da repetitividade (precisdo intra- ensaio) onde

as amostras foram preparadas 10 vezes para analise.
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Tabela 11: Estudo da repetitividade do método Fast GCRF; SD - desvio padrédo, RSD -
desvio padréo relativo.

Preparo e
Analise Tipo de biodiesel e Teor game %

Milho Frango Chia

1 79,3 59,0 8,0

2 78,9 57,9 8,3

3 78,7 57,4 8,1

4 80,1 56,8 8,1

5 77,9 59,8 8,4

6 79,0 60,1 8,3

7 79,3 58,5 9,8

8 79,3 54,0 8,8

9 79,4 58,0 8,8

10 78,5 55,0 8,6
Média 79,0 57,7 8,4
SD 0,6 11 0,3
RSD 0,8 3,4 3,6

Fonte: Autor, 2020.

Nota: Os valores em vermelhos nao foram considerados para os calculos da média, SD e RSD, com

base no teste de rejeicdo de Grubbs a 95% de confianca.

Como apresentado na Tabela 11, foi aplicado o teste de rejeicdo de Grubbs de
forma que, apenas a amostra de biodiesel do dleo de chia, apresentou um valor

rejeitado, sendo calculado com 9 medidas.

Em relagcdo aos valores de RSD, determinados no estudo da precisao intra-
ensaio, todos estio dentro da faixa, 0% a 10% (TIMBO, 2014), que permite classificar
0 método como preciso, com resultados homogéneos, isto é, sem dispersdes

significativas.
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5.5.2.3 Precisao intermediaria

As condic¢des variadas para o estudar da preciséo intermediaria foram: dia de
analise e analista. No caso da mudanca do analista, a precisédo intermediaria ainda foi
relacionada ao dia de andlise, visto que, cada analista realizou andlise em dia
diferente. A variancia (SD?) foi comparada utilizando o teste de significancia estatistica

F de Fisher, de acordo com a equagao 10:

SD,?

F =
SD,?

(10)

Onde SD;? é a variancia de maior valor; SD»? é a variancia de menor valor. O valor
experimental de F é comparado com o valor tabelado da distribuicdo de Fisher
bicaudal com (n — 1) graus de liberdade no numerador e (n — 1) graus de liberdade no

denominador, n = nimero de medidas, para 95% de confianca.

A Tabela 12 apresenta os resultados obtidos com o estudo da precisao

intermediaria considerando a mudanca do analista e dia de analise.
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Tabela 12: Estudo da preciséo intermediaria do método Fast GCRF com mudanca de

analista (A e B) e dia de analise; SD - desvio padrédo, RSD - desvio padréo relativo; F -

Teste de Fisher.

Analise Tipo de biodiesel e Teor game %
Macauba Gergelim Améndoa Gordura de frango Milho
A B A B A B A B A B
1 60,7 62,9 68,3 70 66,1 64,4 57,2 57,6 77,0 753
2 60,4 615 664 671 66,2 64,7 55,1 57,8 76,8 76,1
3 60,7 61,8 68,2 67,8 65,7 66,3 59,6 57,8 77,3 783
4 58,7 60,1 659 68,4 67,9 66,4 58,0 59,8 77,7 77,2
5 60 62,3 68,7 68,2 67,4 66,5 56,8 59,0 76,0 76,9
6 59,8 63,2 68,8 68,5 65 65,8 58,3 59,1 775 76,3
7 60,5 62,4 69 65,4 66,6 66,6 55,2 58,8 79,1 76,9
8 58,8 61,9 66,9 68,5 65,1 66,9 54,7 58,9 76,9 78,8
9 61 62 65,5 69,8 67,5 66,7 55,1 59,9 75,4 779
10 61 62,3 66,2 67,8 67,2 65,3 57,5 60,7 76,8 77,2
Média 60,2 62,0 66,6 68,2 65,5 66,0 56,7 58,9 770 77,1
SD 0,8 0,8 1,3 1,3 1,0 0,9 1,6 1,0 1,0 1,1
SD? 0,7 0,7 1,8 1,7 1,0 0,8 2,7 1,0 1,0 1,1
RSD 1,4 1,4 2,0 1,9 1,5 1,3 2,9 1,7 1,3 1,4
Fexperimental 0,9 14 2,71 1,12
Ftabelado 4,03

Fonte: Autor, 2020.

Nota: Todas as medidas foram aceitas, ao aplicar o teste de Grubbs a 95% de confianca, e

consideradas para os céalculos de média, SD e RSD.

Quando realizada a comparacdo das medidas com base no Teste F, foi

verificado que ndo existe uma dispersao significativa entre os valores de SD dos
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analistas A e B, Fexperimental < Ftabelado, para todos os tipos de biodiesel avaliados no

estudo da precisado intermediaria, como demonstrado na Tabela 12.

A variacdo dos valores de RSD pode estar relacionada a instabilidade das
amostras de biodiesel, as quais podem ter os valores de teor de FAMEs alterados,
acrescidos ou diminuidos, durante longos periodos de estocagem. Outro fator, que
pode ter contribuido para a diferenca de valores para RSD, é a variacao na quantidade

de amostra e modo de injecéo para cada analista durante o estudo.

A Tabela 13 apresenta os resultados obtidos com o estudo da precisao
intermediéria realizado pelo mesmo analista, porém em dias diferentes. No dia 2, o
preparo de amostra foi realizado variando a massa de amostra pesada para cada uma
das 10 replicatas medidas para verificar se ha influéncia do valor da massa nos valores

das medidas.
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Tabela 13: Preciséo intermediaria do método Fast GCRF com variagdo no dia de

andlises; SD - desvio padrdo, RSD - desvio padrao relativo; F - Teste

Preparo e Andlise

Tipo de biodiesel e Teor FAMEs %

Milho Frango
Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia 2
1 70,0 79,3 66,7 59,0
2 71,5 78,9 65,3 57,9
3 68,8 78,7 68,2 57,4
4 69,3 80,1 67,3 56,8
5 68,5 77,9 66,0 59,8
6 69,0 79,0 67,0 60,1
7 70,8 79,3 67,7 58,5
8 69,4 79,3 65,9 54,0
9 70,3 79,4 68,2 58,0
10 70,8 78,5 66,6 55,0
Média 69,8 79,0 66,9 58,4
SD 1,0 0,6 1,0 2,0
SD? 1,0 0,4 1,0 3,8
RSD 1,4 0,8 1,5 3,4

Fexperimental 2,80 3,8

Fiabelado

4,03

Fonte: Autor, 2020.

Nota: Todas as medidas foram aceitas, ao aplicar o teste de Grubbs a 95% de confianca, e

consideradas para os céalculos de média, SD e RSD.

A precisado intermediaria apresentou valores de RSD dentro da faixa 0 — 10%,

indicando homogeneidade dos resultados para determinacdo de FAME pelo método

de Fast GCRF, quando variado o dia de analise, ou analista. Os valores obtidos para

o teste de Fisher estdo abaixo do valor tabelado com nivel de confianga de 95%
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demonstrando a significativa semelhanca estatistica entre os resultados para os dois

grupos de medidas.
5.5.3 Robustez

Na Tabela 14 encontra-se o comportamento da resposta do método ao
determinar FAMEs quando submetidos a modificacdes no preparo de amostra para
trés tipos de biodiesel e o respectivo erro instrumental (desvio padrdo calculado no
estudo da preciséo instrumental).

Tabela 14: Modificagcdes realizadas durante o teste da robustez do método e resposta

obtida com uma amostra de biodiesel metilico de algoddo, amendoim e améndoa.

Biodiesel Solvente Converséo % Média Erro
Duplicata Instrumental

(%)

Algodao Hexano 88,6 88,1 88,4 0,7
2-propanol/ Tolueno 87,7 90,5 88,4
Hexano/ NacCl 88,0 89,5 88,8

Amendoim Hexano 57 57 5,7 11
2-propanol/ Tolueno 6,3 59 6,1
Hexano/ NacCl 6,1 6,1 6,1

Gordura Hexano 55,0 55,0 55,0 1,0

de frango

2-propanol/ Tolueno 55,5 55,2 55,4
Hexano/ NaCl 53,0 53,0 53,0

Mamona Hexano 58,8 58,7 58,7 1,2
2-propanol/ Tolueno 58,4 60,0 59,2
Hexano/ NaCl 61,8 58,1 59,9

Milho Hexano 56,3 57,1 56,7 1,0
2-propanol/ Tolueno 56,5 57,5 57,0
Hexano/ NaCl 56,8 57,4 57,1

Fonte: Autor, 2020.
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A utilizacdo da mistura (2-propanol/ tolueno) foi escolhida para dissolver a
amostra com base que, essa mistura é prevista na metodologia da norma ASTM
D66411, utilizada em estudos anteriores para dissolver amostras de biodiesel e

determinar o indice de acidez do biodiesel de soja e de sebo bovino.

A mudanca no solvente é fator crucial para a aplicacdo da metodologia proposta
para analise de biodiesel oriundo de diferentes tipos de materiais graxos que
apresentam diferentes propriedades fisico-quimicas, tais como, composicao,
densidade, viscosidade e acidez, as quais podem influenciar na dissolucdo das

amostras.

Considerando o erro determinado no estudo da precisdo instrumental e
aplicacao do teste de Grubbs, foi observado que o método é robusto o suficiente para
responder de forma significativa quando variado o preparo de amostra, inclusive a

forca ibnica do meio, sem perder a seletividade e a preciséo.

5.5.4 Exatidao: Método de referéncia e metodologia comparativa

Como descrito em materiais e métodos, a metodologia proposta com Fast
GCRF foi comparada com duas metodologias de comparacéo, o método oficial de GC
da norma EN 14103:2011, indicado pela ANP, e o método de GC com coluna curta e
fator de resposta, GCSCRF, desenvolvido e validado no laboratério GCaR (Silva et
al., 2028)

As Tabelas 15 e 16 apresentam os resultados da quantificacdo de FAMESs para
a analise de 15 tipos de biodiesel nas trés metodologias durante a etapa de validacao,
nas faixas de concentracéo: < 20%gsters, 20% - 40%esters, 40% - 60%g¢sters, 60 - 80%esters,
80 - 100%0ester.

Quando adotado o teste G, na avaliacdo da precisao instrumental, 0 maior
valor obtido para o desvio padrao foi igual a 1,6%, adotado como erro instrumental

para o0 método de Fast GCRF, proposto neste trabalho.

As Figuras 18 e 19 demonstram, graficamente, os resultados apresentados
nas Tabelas 15 e 16, ou seja, o grau de concordancia entre os resultados do método
Fast GCRF versus método GCSRF, e Fast GCRF versus e EN 14103:2011.
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Tabela 15: %FAME obtidos nas analises de biodiesel nos métodos EN 14103, GCSCRF e Fast GCRF nas faixas: < 20%, 20 — 40% e 40 — 60%.

Esteres metilicos (< 20%)

Esteres metilicos (20 - 40%)

Esteres metilicos (40 - 60%)

Matéria-prima EN 14103 GCSCRF Fast GCRF EN 14103 GCSCRF Fast GCRF EN 14103 GCSCRF Fast GCRF
(£1,0) (x0,6) (£1,6) (£1,0) (x0,6) (£1,6) (£1,0) (x0,6) (£1,6)
Algodéo 12,0 10,9 12,0 24,3 25,9 28,5 41,0 42,4 42,9
Améndoa 7,3 7,5 7,3 31,3 30,8 30,4 53,9 53,5 52,3
Amendoim 7,5 8,0 7,5 38,1 37,6 37,9 46,9 46,1 45,4
Canola 14,6 14,6 14,6 29,9 30,6 34,6 41,4 42,5 42,5
Chia 8,3 8,0 8,3 20 18,7 20,5 46,9 47,7 47,2
Coco 4.9 5,3 4,9 33,7 32,4 30,2 49,7 48,7 49,3
Dendé 14,5 12,9 14,5 34,2 35,8 31,1 51,0 51,8 50,3
Fritura 13,1 13,3 13,1 23,5 24,5 23,3 41,3 40,8 41,2
Gergelim 7,6 6,2 7,6 21,1 19,7 22,9 45,5 46,2 46,7
Girassol 9,0 11,0 9,0 40 40 38 53,0 54,5 54,0
Gordura de frango 71 71 7,1 35,4 36 35,7 56,5 56,5 55,0
Macauba 17,2 16,1 17,2 37,3 35,8 35,8 53,2 53,4 54,0
Mamona 17,9 17,4 17,9 31,9 32,1 31,3 55,0 55,3 54,6
Milho 5,9 51 59 36 36,1 34,8 54,3 54,9 56,7
Soja 6,0 6,2 6,0 26 26,4 25,7 57,0 58,6 57,0




Tabela 16: %FAME obtidos nas analises de biodiesel nos métodos EN 14103, GCSCRF e Fast GC nas faixas: 60 — 80% e 80 — 100%.

Esteres metilicos (60 - 80%)

Esteres metilicos (80 - 100%)

Matéria-prima EN 14103 (+1,0) GCSCRF (+0,6) Fast GCRF EN 14103 (+1,0) GCSCRF (0,6) Fast GCRF
(£1,6) (£1,6)
Algodéo 62,0 62,9 64,0 82,1 82,8 83,8
Améndoa 66,7 68,2 68,3 93,5 92,4 89,3
Amendoim 69,0 65,3 64,9 92,9 91,7 91,3
Canola 63,4 64,2 64,5 74,0 74,2 76,7
Chia 76,1 77,8 77,0 79,3 83,4 79,5
Coco 68,3 67,7 69,7 64,5 66,4 66,0
Dendé 58,9 59,1 57,3 76,0 75,4 74,7
Fritura 87,1 87,5 86,8 81,8 81,2 82,0
Gergelim 63,3 61,6 65,7 75,0 74,2 74,3
Girassol 68,0 67,9 66,8 85,9 87,1 86,4
Gordura de frango 67,1 66,6 68,1 66,0 68,1 69,6
Macauba 58,7 61,3 62,4 79,1 78,7 78,6
Mamona 57,4 57,7 56,1 73,0 72,6 71,5
Milho 66,0 67,8 68,2 77,3 78,7 78,7
Soja 69,5 68,1 68,9 95,0 94,0 95,1

Fonte: Autor, 2020.
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Figura 15: Comparacédo das metodologias Fast GCRF e GCSCRF curta para andlise de

%FAME em amostras de biodiesel nas 5 faixas de concentragdo avaliadas.

% FAME - GCSCRF

Fonte: Autor, 2020.
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Figura 16: Comparacdo das metodologias Fast GCRF e EN 14103 para andlise de

%FAME em amostras de biodiesel nas 5 faixas de concentragdo avaliadas.

% FAME - EN 14103

Fonte: Autor, 2020.
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De acordo com os valores de coeficiente angular e coeficientes de

determinacao (r?) obtidos para as comparagées (Figuras 18 e 19), os, de forma que,
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r> = 0,9962 para a comparacdo Fast GCRF versus GCSCRF, e r? = 0,9953 para a
comparacdo Fast GCRF versus EN14103:2011. Como os valores de r? > 0,99, o grau
de concordancia entre os valores obtidos nos trés métodos cromatograficos é
suficientemente significativo para estabelecer que o método de Fast GCRF é exato

para a quantificagcdo de FAMEs em amostras de biodiesel.

Com base na analise de variancia (ANOVA), os resultados obtidos nas trés
metodologias ndo apresentam diferenca significativa a nivel de 0,05 de significancia

de forma que, a hipotese nula, Ho: prast c = Heecscrr = HUNORMA 14103, fOI aceita.
5.5.5 Exatidado: Ensaios de recuperacéo

Durante o estudo da preciséo intermediaria, a maior variagdo no desvio padrao
foi obtida para o biodiesel do 6leo de chia com concentragdo em FAMES < 20%gésters.
Dessa forma, parte dos estudos de recuperacgao foram realizados utilizando amostras
de biodiesel metilico produzido a partir do 6leo de canola e dendé com a menor faixa
de concentracéo, < 20%ssteres, cONforme consta nas Tabelas 17, 18, respectivamente.
As demais amostras empregadas no estudo da exatidao, foram biodiesel produzido a
partir de gordura de frango e do 6leo de milho com concentracao de ésteres na faixa

de 60% — 80%, como apresentado nas Tabelas 19 e 20, respectivamente.
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Tabela 17: Ensaios de recuperacdo com a amostra de biodiesel de CANOLA, fortificada

com B100 metilico de canola em trés niveis de concentragdo.

Massa B100 R® Recuperacdo Recuperacdo Recuperacdo SD° RSD°
da adicionado (%) (9) (%) Média (+1,6%) (%)
amostra (@)
(9)
0,1014 0,0324 35,0 0,0314 96,97 97,25 0,48 0,49
35,0 0,0314 96,97
35,2 0,0317 97,80
0,1084 0,0513 41,1 0,0492 95,83 98,11 219 223
42,5 0,0514 100,19
42,9 0,0504 98,32
0,1121 0,0704 48,8 0,0720 102,30 102,91 0,65 0,63
49,0 0,0724 102,82
49,3 0,0729 103,60

Fonte: Autor, 2020.Nota: 2 Rendimento em ésteres metilicos determinado em triplicata; ® Desvio

padréo; € Desvio padrao relativo.

Tabela 18: Ensaios de recuperacdo com a amostra de biodiesel de DENDE, fortificada

com B100 metilico de dendé em trés niveis.

Massa B100 R2 Recuperacdo Recuperacdo Recuperacdo SD° RSD°
da adicionado (%) (9) (%) Média (+1,6%) (%)
amostra (@)
(9)
0,1119 0,0333 34,8 0,0308 105,37 107,41 1,97 1,83
35,3 0,0358 107,55
35,7 0,0364 109,30
0,1303 0,0552 38,9 0,0542 98,15 98,82 1,46 1,48
39,6 0,0555 100,50
38,8 0,0540 97,81
0,1150 0,0703 46,1 0,0696 98,94 98,59 0,40 0,40
46,0 0,0694 98,67
45,8 0,0690 98,15

Fonte: Autor, 2020.

Nota: 2 Rendimento em ésteres metilicos determinado em triplicata; ? Desvio padr&o; ¢ Desvio padrdo

relativo.
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Tabela 19: Ensaios de recuperacdo com a amostra de biodiesel de GORDURA DE

FRANGO, fortificada com B100 metilico de dendé em trés niveis.

Massa B100 Ra Recuperacdo Recuperacdo Recuperacdo SD° RSD°
da adicionado (%) (9) (%) Média (+1,6%) (%)
amostra (@)
(9)
0,1077 0,0346 73,4 0,0409 118,43 115,83 25 2,1
72,7 0,0399 115,55
72,2 0,0393 113,50
0,1015 0,0513 77,2 0,0581 113,35 111,16 2,6 2,3
75,5 0,0555 108,28
76,7 0,0574 111,86
0,1036 0,0701 68,4 0,5738 82,40 86,16 3.4 4,0
71,1 0,0625 89,15
70,2 0,0609 86,93

Fonte: Autor, 2020.

Nota: 2 Rendimento em ésteres metilicos determinado em triplicata; ? Desvio padrdo; ¢ Desvio padrdo

relativo.

Tabela 18: Ensaios de recuperagdo com a amostra de biodiesel de MILHO, fortificada

com B100 metilico de dendé em trés niveis.

Massa B100 R2 Recuperacdo Recuperacdo Recuperagdo SDP? RSD°®
da adicionado (%) (9) (%) Média (+1,6%) (%)
amostra (@)
(9)
0,1033 0,0347 79,9 0,0314 90,62 93,00 221 2,38
81,0 0,0330 94,99
80,6 0,0324 93,40
0,1029 0,0538 79,3 0,0457 85,03 86,74 1,92 221
79,8 0,0465 86,38
80,6 0,0478 88,82
0,1042 0,0722 86,6 0,0732 101,46 101,68 4,57 4,49
84,3 0,0702 97,22
88,6 0,0768 106,35

Fonte: Autor, 2020.

Nota: 2 Rendimento em ésteres metilicos determinado em triplicata; ? Desvio padrdo; ¢ Desvio padrdo

relativo.

Conforme encontrado na literatura, os valores encontrados para 0s ensaios de

recuperacdo permaneceram dentro do intervalo estabelecido como critério de
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desempenho interno no laboratério, de 70% a 130% (EPA, 2018), faixas de ensaios
de recuperacao para residuos (entre 70 e 120%) e de amostras mais complexas, 50
—120%, (RIBANI et al., 2004). Desta forma, o método € considerado exato.

Foi realizado o tratamento estatistico do estudo de recuperagédo aplicando o
teste t de student com nivel 95% de significancia, de acordo com a seguinte equacao
11:

(Rec-100)vn

SRec

|texp| = (12)
Onde, Rec é média das recuperacfes obtidas para n repeticdes; 100 é o valor da
recuperacao percentual desejada; n é o niumero de determinacdes; Srec € 0 desvio
padrdo das recuperacdes. Quando o valor de t obtido esta dentro do intervalo
estabelecido pelo valor tabelado, para n - 1 graus de liberdade em dado nivel de
significancia, o método € considerado exato (BRITO et al., 2003; RIBANI et al., 2004).

O valor calculado foi, texp canola = 0,3294, texp dende = 0,5555, texp gordura de frango =
0,48, texp miho = 1,52, para o biodiesel do 6leo de canola; dendé, gordura de frango e

6leo de milho, respectivamente.

O valor ttabelado = 4,3 com 95% de confianga e n - 1 graus de liberdade. Logo o
método demostrou ser exato para 0s ensaios de recuperacdo com o biodiesel do éleo

de canola, dendé, gordura de frango e milho.

O desvio padréo relativo esta relacionado com o nivel de concentracdo do
analito na amostra (BRITO et al., 2003) e valores de 0% a 10% indicam relevante
homogeneidade entre os dados experimentais (TIMBO, 2014). Neste caso, para as
amostras submetidas aos ensaios de recuperacao, todos os valores obtidos para RSD
(Tabelas 17 — 20) demonstram que o método apresentou dados homogéneos e,

consequentemente, foi considerado exato.

Geralmente, em analises de amostras tracos ou impurezas, dependendo da
complexidade da amostra, sdo permitidos RSD de até 20%. No caso de metodologias

gue guantificam compostos em macro quantidades admitem um RSD de 1 a 2%.
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Como neste estudo foram empregadas amostras do tipo semi- micro, esperava-se

erros maiores que 1 a 2%, logo o método Fast GCRF é exato.

5.6 Resumo das figuras de mérito avaliadas durante a validacdo da
metodologia de Fast GCRF com fator de resposta e respectivos indicadores

Na Tabela 21, constam os parametros analisados para a validacdo da
metodologia de Fast GCRF empregada na andlise de biodiesel metilico e os

resultados obtidos para cada propriedade:

Tabela 19: Figuras de mérito avaliadas no processo de validagdo da metodologia Fast

GCRF aplicada a analise de biodiesel.

Figura de mérito Método de analise Indicadores

Comparacéo de

Seletivo
Seletividade cromatogramas
Fator de seletividade y>1
Precisao Instrumental SD <1,6% RSD < 2,3%?
Preciséo Repetitividade SD <1,1% RSD < 3,6%?2
Precisdo intermediaria SD < 2,08 RSD < 3,4%?2

Variacdes nas condi¢cbes de
Robustez Robusto
preparo da amostra

Comparacao com métodos r2>0,99
Exatidao
Ensaios de recuperagéo 82% — 122%; RSD < 4,49%*?

Fonte: Autor, 2020.

Nota: 2Foram considerados os maiores valores para desvio padr&o (SD) e Desvio padrao relativo (RSD)

em cada tipo de avaliacdo da metodologia Fast GCRF proposta.



103

A Tabela 22 apresenta condi¢gOes instrumentais propostas na metodologia de Fast
GCRF, desenvolvida nesta tese, comparadas as propriedades aplicadas nos artigos

utilizados como referéncias e base experimental.

Embora essas metodologias utilizadas como referéncia possuam tempos de
andlise reduzidos, Ragonese et al. (2009) e Sato et al. (2016) utilizaram coluna capilar
de liquido i6nico, a qual € sensivel e apresenta valor elevado, enquanto que, as
metodologias que empregam a técnica de Ultrafast GC exigem equipamentos de
ultima geracdo equipados com um sistema de modulo de aquecimento ultrarrdpido
direto e detector de ionizagao de chama de alta frequéncia (FID com 300 Hz) e, devido
ao elevado custo e maiores gastos com manutencgdo, estes equipamentos se tornam

inacessiveis.

Além disso, nestes artigos destaca-se a utilizacado de métodos com colunas
polares, que apresentam baixa resisténcia a elevada temperatura e oxidacao e altas
temperaturas (Tranchida et al., 2008; Mondello et al., 2006; Mondello et al., 2003).
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Tabela 20: Comparacéo dos parametros instrumentais otimizados no desenvolvimento do método de Fast GCRF, proposto nesta tese,

e parametros empregados nos artigos utilizados como base bibliografica na analise de biodiesel por GC.

Referéncia Metodologia Fluxo do gds de  Dimensdes da Fase Rampa de Temp Tipos
arraste H; coluna estacionaria aquecimento do forno 0 de
(mL/ min) (°C) (min) FAME
RAGONESE et al., Fast GC/FID 0,78 12 m x 0,20 mm Polar 50 — 230 (70 °C min?) 2,6 1
2009. x 0,08 pm
SATO et al., 2016. Fast GC/FID 0,65 14 m x 0,20 mm Polar 160 3,0 5
x 0,08 uym
MARQUES et al., GC/FID - 30 m x 0,53 mm - 250 6,0 1
2010. x 1 um
HUPP et al., 2018. UFGC/FID - 2mx 0,32 mm Apolar 40 (10 s) 4.8 7
x 0,2 um 40 - 396 (2 °C min?)
TERCINI et al., 2018. UFGC/FID 1,00 10 m x 0,15 mm Polar 60 (0,1 min) 1,5 7
x 0,15 ym 60 — 180 (300 °C min™)
(0,2 min)
180 — 250 (500 °C min'%)
(0,66 min)
Autor, 2020. Fast GCRF- 1,20 10 m x 0,2 mm Apolar 60 — 360 °C 5,0 15
FID x 0,1 um (60 °C mint)

Fonte, Autor, 2020.
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5 CONCLUSOES

O método Fast GCRF, desenvolvido nesta tese, emprega coluna capilar apolar
(mais resistente e de baixo custo) e um cromatografo convencional mais acessivel sob
condicbes instrumentais adequadas para determinar FAME totais em biodiesel
produzido a partir de 15 tipos de materiais graxos, isto €, uma gama maior de tipos de

biodiesel quando comparado aos métodos encontrados na da literatura.

O tempo total de andlise do método Fast GCRF é de 5 min, porém, todos 0s
analitos de interesse, inclusive o padrao interno, eluiram em até 4,5 min sem afetar a
eficiéncia e seletividade do método. Dessa maneira, o método Fast GCRF apresenta
tempo de analise menor que as metodologias empregadas no estudo da exatidao,
sendo até 4 vezes menor que o método de GC com coluna curta e até 6 vezes menor
gue o método indicado pela ANP, EN 14103:2011.
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6 PERSPECTIVAS

Diminuir o tamanho da coluna do método de Fast GCRF para diminuir o tempo

de anélise.
Aplicar a metodologia para biodiesel obtido com outros alcoois.

Desenvolver e validar a metodologia de Fast GCRF para quantificacado de MAG,

DAG e TAG em amostras de biodiesel de diferentes tipos de materiais graxos.
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ANEXO 1
INTEGRACAO DAS AREAS DOS SINAIS OBTIDOS NAS ANALISES DE RMN H

Nas figuras 1 — 15, constam os espectros para cada tipo de B100, produzido e
aplicado no desenvolvimento da metodologia de Fast GC, e a integracdo das areas
dos sinais referentes ao proton do grupo metoxido da estrutura molecular dos ésteres
metilicos de &cido graxos (3,7 ppm) formado através da reacao de transesterificacéo,
assim como, a integracao do sinal referente ao grupo metil-carbonila da cadeia dos

derivados de ésteres graxos (2,3 ppm).

Figura 1: Espectro de em RMN !H e integracdo das areas dos sinais utilizados para

determinar a porcentagem de converséao do 6leo de algoddo em FAMEs.
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Fonte: Autor, 2020.
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Figura 2: Espectro de em RMN 1H e integracdo das areas dos sinais utilizados para

determinar a porcentagem de conversdo do 6leo de améndoa em FAMESs.
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Fonte: Autor, 2020.

Figura 3: Espectro de em RMN 1H e integracdo das areas dos sinais utilizados para

determinar a porcentagem de conversédo do 6leo de amendoim em FAMESs.

AMENDOIM #

O-CHs (FAMES) CH,-CO

(ésteres graxos)

#

s
1.0000
P

N

35 30 25 [ppm]

06703
4/

Fonte: Autor, 2020.
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Figura 4: Espectro de em RMN 1H e integracdo das areas dos sinais utilizados para

determinar a porcentagem de conversdo do 6leo de canola em FAMEs.
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Fonte: Autor, 2020.

Figura 5: Espectro de em RMN 1H e integracdo das areas dos sinais utilizados para

determinar a porcentagem de converséao do 6leo de chia em FAMEs.
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Fonte: Autor, 2020.
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Figura 6: Espectro de em RMN 1H e integracdo das areas dos sinais utilizados para

determinar a porcentagem de conversao do 6leo de coco em FAMEs.
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Fonte: Autor, 2020.

Figura 7: Espectro de em RMN 1H e integracdo das areas dos sinais utilizados para

determinar a porcentagem de conversao do 6leo de dendé em FAMESs.
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Fonte: Autor, 2020.
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Figura 8: Espectro de em RMN 1H e integracdo das areas dos sinais utilizados para

determinar a porcentagem de converséo da gordura de frango em FAMES.
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Fonte: Autor, 2020.

Figura 9: Espectro de em RMN 1H e integracdo das areas dos sinais utilizados para

determinar a porcentagem de converséao do 6leo residual de fritura em FAMES.
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Fonte: Autor, 2020.



123

Figura 10: Espectro de em RMN 1H e integracdo das areas dos sinais utilizados para

determinar a porcentagem de converséo do 6leo de gergelim em FAMEs.
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Fonte: Autor, 2020.

Figura 11: Espectro de em RMN 1H e integracdo das areas dos sinais utilizados para

determinar a porcentagem de conversao do 6leo residual de girassol em FAMEs.
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Fonte: Autor, 2020.
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Figura 12: Espectro de em RMN 1H e integracdo das areas dos sinais utilizados para

determinar a porcentagem de conversao do 6leo de macauba em FAMEs.
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Fonte: Autor, 2020.

Figura 13: Espectro de em RMN 1H e integracdo das areas dos sinais utilizados para

determinar a porcentagem de converséo do 6leo de mamona FAMEs.
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Fonte: Autor, 2020.
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Figura 14: Espectro de em RMN 1H e integracdo das areas dos sinais utilizados para

determinar a porcentagem de conversédo do 6leo de milho em FAMEs.
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Fonte: Autor, 2020.

Figura 15: Espectro de em RMN 1H e integracao das areas dos sinais utilizados para

determinar a porcentagem de converséao do 6leo de soja em FAMEs.
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ANEXO 2
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Determination of Alkyl Esters Content by Gas Chromatography: Validation of
Method Based on Short Column and Response Factor

Filipe L. Silva," Lucas N. Melo,* Carlos R. Wolf.*< Simoni M. P. Meneghetti" and
Janaina H. Bortoluzzi®”

“Grupo de Catdlise e Reatividade Quimica, Instituto de Quimica e Biotecnologia,
Universidade Federal de Alagoas, Avenida Lourival de Melo Mota, s/n,
Cidade Universitaria, 57072-970 Maceié-AL, Brazil
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92425-900 Canoas-RS, Brazil

‘TANAC S.A.. Rua Torbjorn Weibull, 199, 95780-000 Montenegro-RS. Brazil

In this study an analytical method, based on gas chromatography with flame ionization
dctection, using a short column and response factor (GCSCRF), was validated for the quantification
of fatty acid alkyl esters (methylic or ethylic). During the validation process. the proposed method
was employed to analyze twenty samples of fatty acid methyl esters and fatty acid ethyl esters.
Biodiesel samples were produced from soybean cil and the validated method was found to be
selective, being able to separate and identify every ester species present in the samples according
toits carbon number. When the method was submitted to some variations in the sample preparation
procedure, it remained robust. Limits of detection and quantification were 6.76 and 20.4 mg mL"',
respectively. The suggested method also showed great precision when successive analyses were
carried out for different analysts, with standard deviation (SD) 0.6 for repeatibility and relative
standard deviation (RSD) percentage 7.3% for intermediate precision, excellent accuracy when
compared to other reference methods (EN 14103 and high-performance liquid chromatography
with ultraviolet dection (HPLC-UV)) and recovery studies.

Keywords: biodiesel. gas chromatography. chromatografic column, response factor
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