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RESUMO

O biodiesel, que é uma mistura de ésteres alquilicos produzidos a partir de 6leos e
gorduras vegetais ou animais, € um dos biocombustiveis mais produzidos
atualmente e fonte de energia renovavel alternativa aos combustiveis fésseis. Muitas
metodologias tem sido aplicadas a analise de biodiesel em termos de ésteres
alquilicos, neste contexto, foi validada uma metodologia analitica baseada em
cromatografia gasosa com coluna curta, deteccéo por ionizacdo em chama e com
normalizacdo interna com fator resposta para quantificar ésteres metilicos e etilicos
de acidos graxos. O método validado foi empregado a analise de biodiesel oriundo
de diversas matérias primas, as quais foram previamente caracterizadas em relacao
a composicao em acidos graxos. Quando validado, o método em uso no laboratorio,
foi empregado a analise de vinte amostras de biodiesel metilico e vinte amostras de
biodiesel etilico, produzidas a partir do 6leo de soja e o mesmo demonstrou ser
seletivo ao separar e identificar as espécies quimicas presentes na amostra. Ao ser
submetido a algumas variacbes no processo de preparo de amostra, o método
manteve-se sensivel e robusto. Com base nos parametros da curva analitica, 0s
limites de deteccado e quantificacdo foram, LD = 0,0067 gmL™ e LQ = 0,0204 gmL™.
O método também apresentou Otima precisdo quando realizadas analises
sucessivas até mesmo por outro analista, excelente exatiddo durante estudos de
recuperacéo e quando comparado com outras metodologias. No estudo comparativo
com metodologias de referéncia, o método foi comparado a metodologia baseada
em cromatografia gasosa da Norma Europeia (EN 14103) indicada pela Agéncia
Nacional de Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis, e um método com base em
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC-UV). Nestas comparacdes foi obtido o
valor para o coeficiente de correlacdo, r = 0,99, para analises de biodiesel metilico
de soja em ambas as situa¢gdes de comparacdo. Quando comparados os resultados
das analises de biodiesel etilico de soja, 0 método validado também apresentou r =
0,99, para a comparacdo com o método HPLC-UV e GC-EN 14103. No estudo de
outras matérias-primas na producéo de biodiesel, o0 método validado foi comparado
com a metodologia EN 14103 e o método apresentou resultados de teor de ésteres
metilicos compativeis com os da Norma 14103 para o biodiesel metilico de algodéo,
dendé e girassol.

Palavras- chave: Cromatografia gasosa. Fator resposta. Esteres metilicos. Esteres
etilicos.



ABSTRACT

Biodiesel is a mixture of alkyl esters produced from vegetable or animal oils and fats.
It is one of the most currently produced biofuels and an alternative renewable energy
source to fossil fuels. Many methods have been applied to biodiesel analysis in terms
of alkyl esters. In this context, was validated an analytical methodology based on gas
chromatography with a short column, detection by flame ionization and intern
normalization with response factor to quantify the fatty acids (methyl and ethyl)
esters. The validated method was used to analyze biodiesel produced from several
raw materials, which were previously characterized with respect to the fatty acid
composition. For validating the methodology in use at the laboratory, the method was
employed for the analysis of twenty samples of methyl biodiesel and twenty samples
ethyl biodiesel produced from soybean oil and this method demonstrated selectivity
to separate and identify the chemical species present in the samples. When the
method was submitted to some variations at the sample preparation process, the
method remained sensitive and robust. Based on the parameters of the calibration
curve, the limits of detection and quantification were LD = 0.0067 gmL™ and LQ =
0.0204 gmL™. The method also showed a great precision when carried out
successive analyzes conducted by different analysts, an excellent accuracy when
compared with other reference methods and during recovery studies. By comparing
the results, the validated method was compared to two reference methodologies: a
gas chromatography methodology based on the European standard (EN 14103)
indicated by the National Agency of Petroleum, Natural Gas and Biofuels, and a
method based on high-performance liquid chromatography (HPLC-UV). In these
comparisons it was obtained the correlation coefficient, r = 0.99, for the methyl
soybean biodiesel analyzes in both compare situations. By comparing the results of
ethyl soybean biodiesel analyzes, the validated method presented an r = 0.99 to both
situations, using the HPLC-UV and GC-EN 14103 methods. In the study of other raw
materials at producing biodiesel, the validated method was compared with EN 14103
methodology and presented compatible results to the EN 14103 methodology for
determining methyl esters content in biodiesel of cotton, sunflower and palm.

keywords: Gas Chromatography. Response factor. Methyl esters. Ethyl esters.
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1 INTRODUCAO

Com a crescente crise energética devido ao elevado consumo dos
combustiveis fésseis e degradacdo ambiental, tem-se buscado o desenvolvimento
de combustiveis provenientes de fontes energéticas alternativas para suprir fontes
com previsdo de esgotamento no futuro como carvao, gas natural e petréleo. Um
dos combustiveis alternativos mais promissores é o biodiesel, o qual é derivado a
partir da reacdo de transesterificacdo de 6leos e gorduras vegetais ou animais com
alcool de cadeia carbobnica curta, tais como metanol ou etanol (FARIA et al., 2007;
SANTOS, 2013).

O biodiesel é uma mistura de ésteres alquilicos produzido principalmente por
transesterificacdo, ou alcoolise, alcalina e, a identificacdo e quantificacdo destes é
realizada por diversas técnicas analiticas, principalmente, cromatografia em fase
gasosa — GC (do inglés, gas chromatography) e cromatografia liquida de alta
eficiéncia — HPLC (do inglés, High-performance liquid chromatography). A GC é uma
técnica com expressiva seletividade e € a mais utilizada nos paises produtores de
biodiesel (DAS, 2011; SOUSA et al., 2013).

No Brasil, o biodiesel é regulamentado e fiscalizado pela Agéncia Nacional
de Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP) que, em 2014, estabeleceu a
Resolucdo de N° 45, na qual esta especificada a norma europeia EN14103 para a

determinacao do teor de ésteres metilicos (ANP, 2014).

Neste contexto, no presente trabalho, foi validada uma metodologia analitica
baseada na técnica de cromatografia gasosa com coluna curta para a determinacao

de ésteres metilicos e etilicos provenientes de diversas matérias-primas.

Vérios autores definem a validacdo de metodologias e pode-se dizer que os
conceitos continuam evoluindo e estdo constantemente sob consideracdo pelas
agéncias reguladoras, tais como, o Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacéo e
Qualidade Industrial, INMETRO, e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria,
ANVISA (RIBANI et al., 2004).

A validagcdo é o processo continuo que comeca no planejamento da

estratégia analitica e continua ao longo de todo o seu desenvolvimento e
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compartilhamento para garantir que um novo método analitico gere informacdes

confidveis e interpretaveis sobre uma amostra (RIBANI et al., 2004).

Para a validacdo de novas metodologias, é necessario o estudo de uma
série de propriedades analiticas e instrumentais, conhecidas como caracteristicas ou
parametros de desempenho analitico. As propriedades frequentemente encontradas
para validacdo de metodologias de separagédo sao: linearidade e faixa de aplicacéo;
seletividade; precisdo; exatiddo; limite de deteccdo; limite de quantificacdo,
sensibilidade e robustez (THOMPSON et al., 2002; RIBANI et al., 2004; SWARTZ,
2008; INMETRO, 2011).

A necessidade de se validar o método baseado em cromatografia gasosa
com coluna curta, utilizado no Grupo de Catalise e Reatividade Quimica (GCaR), é
justificada pelo fato de que, neste grupo de pesquisa sédo desenvolvidos
catalisadores, 0s quais muitas vezes sdo testados na reacdo de transesterificacao
para a obtencao de biodiesel. Como estes catalisadores estdo em desenvolvimento
as conversdes em biodiesel muitas vezes sdo minimas e, portanto, as normas ja
estabelecidas e publicadas ndo se adequam a esta aplicacdo. Além disto, a
utilizacdo desta metodologia validada como alternativa para a andlise de biodiesel
oriundo de diferentes matérias primas proporciona vantagens tais como, praticidade,

melhor custo-beneficio e menor tempo de analise.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Validar uma metodologia baseada em cromatografia gasosa com coluna

curta para analise de biodiesel.
2.2 Objetivos Especificos

Validar o método de cromatografia gasosa, em uso no laboratério GCaR
para a determinacdo de ésteres metilicos e etilicos de acidos graxos provenientes
de diferentes matérias-primas, através da avaliacdo das seguintes figuras de meérito:
seletividade; faixa de trabalho; linearidade; limite de deteccdo; limite de

quantificacdo; sensibilidade; exatidao; precisao e robustez.

Aplicacdo da metodologia analitica, validada, na andlise de amostras de
biodiesel provenientes de diversas matérias-primas e comparacdo da mesma com
outras duas metodologias de referéncia, a Norma Europeia 14103, baseada em
cromatografia gasosa e, uma metodologia desenvolvida por pesquisadores da

Universidade de Brasilia utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Biomassa

Biomassa € a matéria organica utilizada na producado de energia alternativa a
obtida de recursos fosseis. O biodiesel, por sua vez, é produzido a partir de 6leos e
gorduras vegetais ou animais como, soja, mamona, dendé, girassol, babacu, pinhdo
manso, sebo bovino, gordura de frango dentre outras. As vantagens do uso da
biomassa na producdo de energia sdo o baixo custo, o fato de ser renovavel,
permitir o reaproveitamento de residuos e apresentar menor indice de poluicao que
outras fontes de energia como o petrdleo e o carvdo mineral (LOTERO, 2005;
FERRARI, 2005; OLIVEIRA et al., 2006).

3.1.1 Constituicao e aspectos fisicos dos 6leos e gorduras

Seja de origem animal ou vegetal, 6leos e gorduras sdo substancias
hidrofébicas, isto €, insollveis em agua, e sédo constituidos em maior parte (mais que
95% da constituicdo) por ésteres de triacilgliceréis também denominados
triacilglicerideos, resultantes da reacéo quimica de esterificacdo entre a molécula do
glicerol e pequenas quantidades de mono- e di- acilglicer6is mais os acidos graxos
(MORETTO, 1998; LEHNINGER, 1995).

Os triacilgliceréis, ou triacilglicerideos, (Figura 1) sdo compostos por trés
longas cadeias de acidos graxos, 0s quais sao ésteres quimicamente ligados a uma
Gnica molécula de glicerol e que diferem quanto ao comprimento das cadeias de
carbono ao numero e posi¢cdo das insaturacdes, que sao ligacbes duplas nestas
cadeias. Assim, biodiesel refere-se a uma mistura de ésteres alquilicos de acidos
graxos de cadeia longa, obtidos principalmente por transesterificacdo acida ou
béasica dos triacilglicerideos com alcoois de cadeia curta (MEHER et al, 2004).
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Figura 1 - Estrutura de um triacilglicerideo insaturado com radicais carboxilicos

diferentes.
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Fonte: SCHAEFER, 2005.

Nota: Porcao a esquerda: glicerol. Porcao a direita (de cima para baixo): acido palmitico, acido oleico,

acido alfa-linolénico. Férmula: CssHggOs.

As moléculas de triacilgliceréis podem apresentar de uma a quatro
insaturacbes em cada uma das cadeias carbdnicas dos grupos alquil e, a
temperatura ambiente, os 6leos sao liquidos e, as gorduras séo sélidas devido a sua

maior constituicdo em acidos graxos saturados. (GONZAGA, 2002).
3.1.2. Acidos Graxos

Os &cidos graxos (AG) constituintes da biomassa gliceridica sdo acidos
carboxilicos livres ou esterificados e a maioria dos que constituem os Oleos
comestiveis possuem uma cadeia carbbnica longa, de 16 a 18 atomos de carbonos,
embora o0 6leo de coco apresente um alto teor de acido laurico com apenas 12
atomos de carbono na sua constituicdo (GONZAGA, 2002; ZALIHA et al, 2003).

Os AG insaturados sdo as espécies mais reativas e de acordo com o0 numero
de ligacBes duplas na cadeia carbdnica, os mesmos sao classificados em mono-, di-,
tri-, e poli-insaturados (VIANNI, 1996; REDA, 2007).

Os perfis de alguns tipos de Oleos empregados na producdo de biodiesel

estdo apresentados na Tabela 1 para acidos graxo saturados e insaturados:
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Tabela 1 - Perfil de acidos graxos de alguns tipos de 6leos vegetais.

OLEO ACIDOS GRAXOS (% MASSA)
C8:0 C10:0 C12:0 C14:0 Cl16:0 Cl16:1 C17:0 C17:1 C180 C181 C182 C18:3 C:20:0 C20:1 C20:2 C22:0 C22:2 C24:0 C24:1

CANOLA - - - 0,06 3,75 0,21 ci7.0 - C18:0 62,41 20,12 837 C20:0 C20:1 0,11 0,35 - 0,27 0,26
MILHO - - - - 10,47 - 0,04 0,05 1,87 24,23 60,38 0,99 0,64 1,54 - 0,76 - 0,15 0,20
ALGODAO | - - - 0,77 21,87 0,47 0,08 0,11 2,02 16,61 56,35 0,33 0,39 0,28 0,10 0,36 - 0,12 0,16
DENDE - - - 1,12 42,70 - 0,08 0,06 2,27 39,37 10,62 0,21 0,26 0,14 - 0,58 - 0,06 0,06
GIRASSOL | - - - 0,06 5,70 - 0,11 0,06 4,55 1526 71,17 0,45 0,39 0,17 0,09 1,16 0,39 0,31 -
SOJA - - - 0,06 9,90 0,08 0,04 0,08 4,79 2135 56,02 7,15 0,30 0,22 - 0,48 - 0,21 -
COCOo 6,38 5,56 4546 18,82 10,08 - 0,10 - 3,94 7,45 1,80 0,06 0,41 0,22 - - - - -

Fonte: adaptado de ZAMBIAZI et al., 2007.
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3.1.3. Obtencdo de Oleos e gorduras vegetais ou animais

Os diversos tipos de Oleos vegetais sdo obtidos, geralmente, a partir das
sementes de espécies vegetais pelo processo de prensagem, extracdo por solventes
ou processos mistos. No Brasil existe uma grande diversidade de espécies
oleaginosas das quais é possivel extrair 6leos vegetais, inclusive para utilizacdo em
sua matriz energética (PEIXOTO, 2010).

O processo de obtencdo de gorduras de origem animal, inicia-se pela
eliminacdo da umidade e de &cidos graxos livres pois, € necessario que o 6leo
apresente os menores valores possiveis de acidez e umidade para submeter esta
matéria-prima a reacdo de transesterificacdo. A acidez pode ser eliminada através
de uma reacédo de neutralizacdo empregando uma solucéo alcalina de hidréxido de
sédio ou potassio. Ocorre a saponificacdo dos acidos graxos livres, formando uma
borra que deve ser separada por decantagcédo. Por fim, a gordura deve ser seca para
remover a agua e evitar a formacao de reacdes paralelas que diminuem a eficiéncia

do processo de transesterificacdo do 6leo (BARROS, 2015).

No caso de gordura de aves, a acidez desta matéria graxa pode ser diminuida
através de uma extracdo com etanol, ou por uma reacdo de neutralizacdo anterior a
reacao de transesterificacdo (BARROS, 2015).

A escolha da matéria-prima para a fabricacdo de biodiesel depende da
disponibilidade e acessibilidade local. Por exemplo, o 6leo de canola e de girassol
sdo utilizados na Unido Europeia, enquanto que, o 6leo de palma domina a
producado de biodiesel em paises tropicais. Nos Estados Unidos as gorduras animais
e Oleo de soja sdo as principais fontes de producdo de biodiesel. O biodiesel
brasileiro € produzido, principalmente, a partir do 6leo de soja. (HAAS, 2005).

Na Figura 2 esta apresentado o grafico com a porcentagem de participacéo
atual de cada matéria graxa empregada na producao de biodiesel no Brasil.
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Figura 2 - Matérias-primas utilizadas para produc¢éo de biodiesel no Brasil.
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Fonte: ANP, 2015

3.1.4. Utilizacao do 6leo vegetal in natura como combustivel

Embora em destague no desenvolvimento de combustiveis alternativos, os
Oleos vegetais, podem gerar alguns danos ao motor, quando utilizado in natura, isto
é, diretamente em motores ciclo-diesel, principalmente, no motor de inje¢do direta.
Entre estes problemas operacionais, estdo: menores volatilidades e a atomizacdo
inadequada do combustivel ou de forma incompleta que provoca entupimento de
orificios, depésitos de carbono, espessamento e solidificacdo do 6leo lubrificante,
caracteristicas de vaporizacao incorreta. A principal desvantagem do uso direto de
Oleos vegetais € a alta viscosidade, a qual é de 11 a 17 vezes maior do que a do
diesel de petréleo, (MEHER, 2006). Por isso, métodos sdo necessarios para a
reducdo do valor da viscosidade cinematica do 6leo, antes da utilizagdo do mesmo
como combustivel. A reacdo de transesterificacdo é 0 método comumente
empregado na transformagédo do Oleo de soja em biodiesel, o qual tem menor

viscosidade em relagéo ao Oleo de partida.
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3.2 Métodos para obtencédo de biodiesel

Os Oleos vegetais, como descritos anteriormente, ndo podem ser utilizados
diretamente em motores a diesel, devido a sua elevada viscosidade. Os métodos
geralmente empregados para a reducdo da viscosidade dos Oleos vegetais séo:
mistura-los com o diesel, a emulsificacdo, a pirélise ou cragueamento, esterificacéo
e a transesterificacdo (MENEGHETTI et al., 2007).

Dentre estes métodos, a reacdo de transesterificagdo de mono-, di- e
triacilglicerideos e, a reacdo de esterificacdo de acidos graxos, sdo as principais
tecnologias empregadas na producdo de ésteres alquilicos de 6leos e gorduras

vegetais ou animais, biodiesel (KROHN et al, 2011).

A emulsificacao é feita através da formacéo de micro emulsdes usando como
solventes, metanol, etanol ou butanol (GERIS et al, 2007) e, os processos de pirélise
e craqueamento referem-se ao processo de hidrocraqueamento de 6leos e gorduras,
ou seja, a producao de hidrocarbonetos a partir de materiais graxos. (SUAREZ et al.,
2009)

3.2.1 Reacao de transesterificacdo do 6leo de soja

O processo industrial de transesterificacdo de triacilglicerideos (Figura 3)
produz uma mistura constituida predominante de alquil ésteres, tri-, di- € mono-
acilglicerideos e, em menor parte, por glicerol, principal coproduto, &lcool,
catalisador e acidos graxos livres (MEHER, 2006; PINTO, et al., 2005).
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Figura 3 - Reacdo de transesterificacdo de triacilglicerideos.
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Fonte: Autor, 2016.

Nota: R;, R, e R3 sdo as cadeias carbbnicas dos ésteres; R, sdo as cadeias carbbdnicas do alcool

empregado nesta reagéo.

A reacdo de transesterificacdo € iniciada com o preparo do alcoxido
dissolvendo-se o catalisador basico no alcool a ser empregado na reacdo de
transesterificacdo e em seguida o 6leo ou gordura reage com o alcéxido, de forma
que, os grupos carbonilas dos acilglicerideos sofrem um ataque nucleofilico pelo
alcoxido. Mahajan (2006) propds que:

Durante a reacao, o 6leo é lentamente difundido no metanol, onde o
triacilglicerideo é rapidamente convertido, em primeiro lugar para di-
glicerideo, em seguida convertido em mono- acilglicerideo e finalmente,
para o glicerol. Em cada uma destas trés etapas, uma molécula de éster
metilico é produzida. Di- e mono- acilglicerideos sdo surfactantes e é
provavel que exista uma emulsdo de um curto periodo de tempo, o que
pode melhorar a transferéncia de massa. No entanto, o subproduto glicerol
€ polar, e dentro de instantes, a fase gliceridica é separada dos outros
produtos reacionais. Esta fase gliceridica extrai seletivamente o0s
catalisadores, apresenta maior densidade e assenta no fundo do recipiente
de reacdo. Portanto, a reacdo para, essencialmente, antes de atingir o grau

necessario para conclusdao (MAHAJAN, 2006).

O élcool para a reacdo é usado em excesso para deslocar o equilibrio no

sentido da formacado de ésteres alquilicos, visto que, a reagéo de transesterificacao
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€, em partes, reversivel. Além disso, comercialmente, 6leos e gorduras contém
quantidades significativas de &cidos graxos livres (AGL), 0os quais causam 0
aumento da acidez dos produtos reacionais e reagem com 0 excesso de catalisador

alcalino e formam produtos saponificados durante a reacdo (MEHER, 2006).

Um excesso de catalisador alcalino pode equilibrar a elevada acidez dos
produtos reacionais, porém, o mesmo pode gerar a formacdo de sabdo e
consequentemente aumentar a viscosidade ou formar emulsées que interferem na

reacao impedindo a separacéo do glicerol do biodiesel (FREEDMAN, 1984).

A reacdo de transesterificacdo é mais rapida quando catalisada por uma
espécie alcalina, como, hidroxidos de sdodio e potassio (MEHER, 2006). Quando
catalisada por acidos de Bronsted, preferencialmente por &cido sulfénico e sulftrico,
a reacao de transesterificacdo gera rendimentos muito elevados, alta propor¢cao de
ésteres alquilicos, mas, o processo da transesterificacdo com estes acidos é muito
lento, provoca corrosdes e requer a utilizagcdo de temperaturas acima de 100 °C o
que leva a maiores custos energéticos (SCHUCHARDT, 1998).

Devido a razdes econdmicas e de processo como proporcionar menor tempo
reacional e elevada conversdo de ésteres alquilicos de &cidos graxos, o &lcool
metilico € o mais empregado na transesterificacdo de 6leos e gorduras. Porém, o
etanol também pode ser utilizado desde que anidro, pois a presenca de agua inibe a
reacdo, pela ocorréncia de reacfes quimicas indesejaveis como a hidrélise e a
saponificagdo. Embora o uso do metanol apresente significativas vantagens, o
etanol tem sua utilizacdo favorecida por proceder de uma fonte renovavel, o que
diminui as preocupacdes com toxicidade e ha maior disponibilidade no Brasil
(MENEGHETTI et al., 2007; SCHUCHARDT, 1998; MA,1999).

3.3 Biodiesel

O biodiesel é o “combustivel composto de alquil ésteres de &cidos
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).
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Este biocombustivel tem origem renovavel, € biodegradavel, ndo toxico além
de representar uma potencial fonte de energia alternativa. O biodiesel pode ser
utilizado como combustivel ou aditivo de combustivel e sua eficiente lubricidade e
competitividade com o diesel de petrdleo séo propriedades importantes (WCO, 2007,
KNOTHE, 2007).

O emprego do biodiesel pode promover uma reducao plausivel das principais
emissOes de substancias poluentes, como material particulado, hidrocarbonetos néo

gueimados, monéxido de carbono e material particulado (CUNHA et al, 2009).

Os parametros padrfes para avaliacdo da qualidade do biodiesel sdo pré-
requisitos para o uso comercial de qualquer produto combustivel. Desde a
elaboracao e aplicacdo da Norma Europeia de especificacdes, EN (Norma Europeia)
14214, em 2004, surgiu uma definicdo padronizada para o biodiesel metilico, como
sendo, ésteres metilicos de &cidos graxos, do inglés, Fatty Acid Methyl Esters
(FAMESs), produzido a partir de qualquer tipo de matéria-prima, incluindo 6leos de
fritura reciclados, em cumprimento das especificacbes de qualidade abordada
(REFAAT, 2009)

A designacao de biodiesel puro é representada por B100 (100% de ésteres
alquilicos de acidos graxos). No entanto, misturas de biodiesel e diesel de petréleo
séo utilizadas e a abreviagdo BX indica o volume em porcentagem de B100 na
mistura com diesel. (MONTEIRO et al., 2008). Consequentemente, o B7, mistura
com maior porcentagem v/v atualmente comercializada, € constituido por 7% de
B100, e 93% de Oleo diesel (MME, 2016).

De acordo com a ANP, a producédo de biodiesel, em agosto de 2015, foi de
344 mil m3 e atingiu um acumulo anual de 2.617 mil m3, um acréscimo de 23,3% em
relacdo ao mesmo periodo de 2014 (2.122 mil m3). A Figura 4, apresenta a producao
para os periodos de mistura B5 (até junho de 2014), B6 (julho até outubro de 2014)
e B7(a partir de novembro de 2014) (MME, 2016).
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Figura 4 - Producédo de biodiesel anual acumulada desde a mistura B5.
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Fonte: MME, 2016.

Através da avaliacdo da qualidade do biodiesel, seja a partir do teor de
ésteres ou parametros fisico- quimicos, podem-se determinar informacdes bastante
significativas sobre o mesmo, desde a escolha da matéria-prima até do
comportamento do biodiesel como combustivel e suas caracteristicas de emissoes
(CRUZ, 2009).

Para avaliar as propriedades do biodiesel existem normas e legislacdes que
apresentam métodos padronizados e adotadas por cada pais. No Brasil, o biodiesel
é fiscalizado pela ANP que, em 2014, estabeleceu a Resolucdo de N°45, na qual
estdo especificadas as exigéncias técnicas quanto ao teor minimo de ésteres
alquilicos e aspectos fisico-quimicos do biodiesel comercializado nacionalmente
(RANP 45, 2013).

3.4 Metodologias para quantificacdo de ésteres alquilicos no biodiesel

As principais metodologias analiticas empregadas na andlise de glicerideos e
éteres alquilicos sdo: cromatografia em fase gasosa (GC) e cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC) (WANG et al., 2011; MONTEIRO et al., 2008).

Na literatura, além da técnica de GC e HPLC alguns pesquisadores utilizaram
outras técnicas para quantificar os ésteres alquilicos em amostras de biodiesel, tais

como, a cromatografia em camada delgada (CCD), cromatografia em camada fina
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(TLC) com detector FID, viscosidade cinemética, indice de acidez, espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e a ressonancia magnética
nuclear de H' (RMN H' e C¥) (MITTELBACH, 1996; ZAGONEL, 2004;
CHONGKHONG, 2004; CHATTOPADHYAY, 2011, Carvalho, 2012).

3.5 Métodos de separacéo

Dentre todos estes métodos de andlise citados, a cromatografia gasosa
encontra-se em primeiro lugar no que diz respeito a separacdo e quantificacdo de
compostos quimicos 0s quais, no processo de separacao sao distribuidos entre duas
fases: uma fixa e com ampla area superficial (Fase estacionaria), e outra que € um
fluido (Fase mével) que percorre dentre toda a fase estacionaria (LANCAS, 1983;
LANCAS; 2009).

Em relacédo a fase movel, a cromatografia pode ser liquida (fase movel é um
liquido), gasosa (fase mével é um gas) e cromatografia com fluido supercritico (fase
movel € um fluido supercritico) (LANCAS, 2009).

O procedimento padrdo em GC envolve a analise da amostra de biodiesel
utilizando uma coluna capilar a uma temperatura elevada e um detector de ionizagao
em chama (FID). Para a técnica de HPLC a temperatura de analise é
significativamente menor, porém, tem-se um elevado gasto de solventes com pureza
analitica e requer bastante atencdo para evitar bolhas nestes solventes.
(CHATTOPADHYAY, 2011).

3.5.1 Cromatografia gasosa (GC)

Em GC utiliza-se fase moével gasosa, conhecida como gas de arraste e um
sistema volumétrico fechado, coluna cromatogréafica, no qual est4 imobilizada a fase
estacionaria e pela qual o gas percorre. Em GC existem trés tipos de fase

estacionaria: solida, liquida ou fase ligada (LANCAS, 1986).

A fase estacionaria apresenta certa resisténcia a passagem do gas, por isso,
€ necessario que o gas seja pressurizado em cilindros adequados. O gas ideal para
GC deve ser puro, inerte e 0os mais utilizados séo, nitrogénio, hélio ou hidrogénio
(LANCAS, 1986; SKOOG et al., 2006).
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A separacao cromatografica depende da diferen¢a de adsorcao individual das
espécies constituintes da amostra na fase estacionaria (LANCAS, 1983), isto é, o
tempo de retencdo dos compostos ird depender da interacdo de cada analito com a
fase estacionaria, de modo que o composto que interagir mais tempo com a fase
estacionaria, ira permanecer na coluna por mais tempo, assim sera separado dos
demais (LANCAS, 1986).

O sistema de injecdo da amostra € mantido a 50°C acima do ponto de
ebulicdo da espécie quimica menos volatil presente na amostra. Algumas colunas
cromatograficas limitam o volume de amostra para evitar alargamento dos picos e
um divisor de fluxo (Split) é frequentemente utilizado para diluir a amostra.
(LANCAS, 1986; SKOOG et al., 2006).

Na figura 5 € demonstrado um sistema de blocos para os componentes de um

aparelho de andlise em cromatografia gasosa:

Figura 5 - Sistema de blocos de um cromatdgrafo a gas.
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Fonte: adaptado de LANCAS (1983) e SKOOG, et al. (2006).

Nota: Em destaque tem-se a representacdo de um cromatograma da separagédo dos analitos A e B,

obtido apos andlise e tratamento dos dados.



30

Apls a separacdo cromatografica que ocorre na coluna, os analitos séo
detectados individualmente por um detector seguindo a ordem crescente do tempo
de eluicdo. O detector por ionizacdo em chama (FID) é o mais utilizado (SKOOG et
al., 2006). Por fim, os dados sao registrados por um programa especifico utilizado
em computadores e demonstrados em uma espécie de grafico, chamado de
cromatograma, em destaque na Figura 5, que representa o sistema de blocos de um

cromatografo.

3.5.1.1 Aplicacao da cromatografia gasosa para a analise de biodiesel

Segundo Souza, 2013, a qualidade dos 6leos e gorduras para a producao de
biodiesel é determinada pela quantidade e qualidade dos &cidos graxos que
constituem esta biomassa, por isso € importante conhecer, previamente, a
composicdo de materiais graxos e de seus produtos formados. Souza e
colaboradores separaram e quantificaram os &cidos graxos do 6leo de coco de

babacu e 6leo de pinhdo manso.

Recentemente, estudos estdo sendo realizados no Brasil com a utilizacdo de
GC para andlise de biodiesel proveniente das mais variadas espécies de matéria-
prima graxa e empregando diferentes ésteres como padrdo interno (MARQUES et
al., 2010; FARIA et al., 2007; SANTOS, 2013; SCHEUFELE et al., 2016).

Um exemplo atual, é a caracterizacdo por GC de biodiesel etilico de
macauba, abundante em paises tropicais como o Brasil, onde os tempos de
retencdo dos componentes das amostras na coluna foram comparados com padrdes
de ésteres e tricosanoato de metila (C23:0) empregado como padrédo interno, uma
vez que ndao foi identificado na amostra de ésteres produzidos a partir do 6leo de
macauba (SCHEUFELE et al., 2016).

No caso de algumas matérias primas graxas mais complexas, como gordura
animal, ou no caso de analise de misturas biodiesel-diesel € importante o
desenvolvimento de métodos com algumas alterages, tais como, mudanca na
temperatura da coluna e a utilizagdo de um padrdo interno diferente ao C17:0
utilizado na EN 14103, porém, com caracteristicas semelhantes e que nao esteja
presente no biodiesel (KNOTHE, 2006; MARQUES et al., 2010; SANTOS, 2013).
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Schober et al., 2009, desenvolveram e testaram um método de GC — FID para
a determinacdo de ésteres metilicos de acidos graxos poli-insaturados, isto é, com
quatro ou mais ligacbes duplas, em biodiesel, baseando-se na separacéo
cromatografica numa coluna capilar altamente polar e 30 m de comprimento, sob
variagdo de temperatura, usando o tricosanoato de metila (23:0) como padrao
interno e uma razao de Split de 1/50 e tempo de analise de 29,33 min.

Ragonese et al., 2009, utilizaram uma coluna capilar com fase estacionaria do
tipo liquido- i6nico e comprimento de 30 m, em GC - FID, para separar e quantificar
ésteres metilicos de acidos graxos em misturas biodiesel-diesel e determinaram que
a alta polaridade da fase estacionaria permitiu a separacdo dos FAMEs e

hidrocarbonetos descartando uma separacao prévia destes compostos.

Marques et al., 2010, utilizaram um éster etilico, oleato de etila (C18:1), para a
analise de biodiesel metilico de soja e compararam os resultados com o0 método EN
14103 para avaliar a exatiddo do método. O uso de oleato de etila como padréo
interno na caracterizacdo do biodiesel apresentou resultados compativeis aos

determinados com a norma EN14103.

Santos e colaboradores, 2013, analisaram amostras de biodiesel metilico e
etilico de soja por GC — FID seguindo a norma EN 14103 para o preparo da amostra
porém, empregando laurato de metila ou etila (C12:0) como padrdo interno e uma
coluna apolar submetida a uma rampa de temperatura, gerando um tempo de
analise de 29,33 min, limitando o método a amostras de biodiesel que néao

contenham o C12:0 em sua composigao.

Canesin et al.,, 2014, separaram ésteres metilicos, produzidos a partir da
transesterificacdo de 6leos residuais, através de GC — FID equipado com coluna de
silica fundida e rampa de temperatura programada, usaram hidrogénio como géas de
arraste, uma razéo de split de 1/80 para injecdo da amostra e a identificacdo dos
acidos graxos foi baseada nos tempos de retencdo, comparados com padrbes
analiticos e padrao interno tricosoanato de metila (C23:0) e o tempo de analise foi de

28 min.
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Tem-se empregado a técnica de GC para a analise de biodiesel e misturas de
diesel e biodiesel, inclusive acoplando a técnica de GC a outras ferramentas ou até
mesmo GC bidimensional abrangente com duas colunas cromatograficas
conectadas sequencialmente (FARIA et al, 2007; CORTES, 2009; MORAES, 2011).

Seeley et al., 2007, aplicaram GCxGC com uma coluna convencional de 5%
fenil polidimetilsiloxano e coluna secundaria de polietileno glicol e observaram que,
esta combinac&o gerou cromatogramas onde os ésteres metilicos dos acidos graxos
encontrados em biodiesel ocuparam a mesma regido ocupada pelos numerosos

alcanos ciclicos e mono- aromaticos encontrados no diesel de petroleo.

Tiyapongpattana, 2008, e colaboradores empregaram GC bidimensional para
andlise de misturas biodiesel-diesel e biodiesel de vérias fontes, tais como 6leo
vegetal, gordura animal e Oleos residual de cozinha, sendo o método capaz de
diferenciar a origem do biodiesel e analisar ésteres alquilicos com numeros de

carbono de C, a Coya.

Moraes et al., 2011, identificaram e quantificaram ésteres em amostras de
biodiesel de sebo bovino e 6leo de soja, de forma que, determinaram o percentual

destes tipos de biodiesel em misturas biodiesel-diesel através de GCxGC — FID.

Além destes estudos com a técnica de GC na analise de ésteres alquilicos,
outras aplicacdes desta técnica analitica tem sido desenvolvidas na andlise do teor
de alcool, glicerol livre, monoacilglicerideos, diacilglicerideos, e triacilglicerideos de
acordo com as respectiva normas e legislacées (GAMA et al., 2010)

A cromatografia e a espectroscopia sédo as técnicas analiticas mais utilizadas
em analises de biodiesel, sendo a cromatografia gasosa a técnica mais aplicada a
caracterizacdo de ésteres metilicos e etilicos devido a sua elevada precisdo, para a
quantificacdo de componentes menores (KNOTHE, 2006; MONTEIRO et al., 2008;
SANTOS, 2013).

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 Oleos ricos em &cido linoleico (C18:2), utlizando a
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cromatografia gasosa com a espectrometria de massas e padrdo interno propanoato
de n-pentadecanoila (C15:0).

3.5.1.2 Padronizacao interna em cromatografia gasosa

Para se obter maior precisdo em metodologias quantitativas que envolvem
GC, utiliza-se padrdes internos afim de minimizar as incertezas geradas por injecao
de amostra e variacfes instrumentais (SKOOG, et al., 2006; COLLINS et al., 2006).

Essa padronizagdo interna é realizada através da adicdo de quantidade
conhecida de padrdo interno (Pl) na amostra a ser analisada onde as duas areas
obtidas sao relacionadas, de forma que, é construido um grafico onde a razéo de
areas (area do analito dividida pela area do padrdo interno) é relacionada com a
concentracdo da substancia a ser quantificada. Por meio da analise da curva
analitica construida com as areas dos padrdes externos divididas pela area do PI
versus a concentracao, determina-se a equacao da reta que € aplicada a area do
composto presente na amostra e com isso descobre-se a concentracdo do analito
(SKOOG et al., 2006; COLLINS et al., 2006).

Com relacédo ao PI, a substancia empregada deve ser estavel, apresentar
elevado grau de pureza, estrutura quimica semelhante a substancia a ser
qguantificada, ndo estar presente na amostra, ter concentracao e tempo de retencao
préximos a substancia de interesse porém, ficar separada das demais substancias
presentes na amostra (SKOOG et al., 2006; COLLINS et al., 2006; MARQUES et al.,
2010).

No método da Norma Europeia (EN) 14103, indicado pela ANP e empregado
no Brasil para quantificacdo de ésteres em biodiesel, utiliza-se o padrdo interno
C17:0 (éster heptadecanoato de metila), visto que, 0 mesmo encontra-se ausente no
biodiesel oriundo da maioria dos tipos de materiais graxos empregados na producao
de biodiesel. Porém, o acido heptadecanoico esta presente em algumas matérias-
primas de origem animal, tais como, sebo bovino, gordura de peixe e banha de
porco, seja este acido livre ou ligado ao glicerol (NORMA EUROPEIA 14103).
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Marques et al., 2010, desenvolveram uma metodologia empregando oleato
de etila como padréo interno para determinagdo de ésteres do biodiesel metilico de
soja. Estes pesquisadores avaliaram a exatiddo do método através da comparacao
com o método EN14103 e verificaram que 0 uso de oleato de etila levou a resultados

compativeis com o fornecido pelo método EN14103.
3.5.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

Diferentemente da técnica de GC, onde é empregada uma coluna capilar, na
técnica de HPLC, utiliza-se uma coluna empacotada e fase movel liquida (eluente).
O processo de separacdo em HPLC também é realizado por particdo e adsorcao,
assim como em GC, mas também pode ser por troca ibnica ou exclusao por
tamanho. O maior fator que limita o uso desta técnica € o elevado custo de

instrumentacdo e manutencdo (LANCAS, 2009).

A fase movel pode ser um Unico solvente ou uma mistura de solventes com
composicdo constante (eluicdo isocratica) ou, ainda, a fase movel pode ser
composta por um sistema de solventes com polaridades distintas que séo eluidos de
forma variada pré-programada durante a separacdo, algumas vezes de forma

continua e por vezes em etapas (eluicdo gradiente), (SKOOG et al., 2006).

A fase movel é acondicionada em um frasco adequado e é impulsionada em
direcdo a coluna com o auxilio de uma bomba de alta pressdo. No percurso a
amostra € introduzida na fase moével, por uma véalvula de injecdo de amostra e
arrastada para a coluna, onde ocorre a separacao. Em seguida, o efluente da coluna
€ direcionado para um detector que aponta a presenca dos compostos eluidos da
coluna e gera o sinal captado por um software especifico e um cromatograma,

similar ao da GC, é gerado (LANCAS, 2009).

Atualmente, a maioria das colunas cromatograficas sdo geralmente
construidas de tubos de aco 316 inoxidavel tratado, apresentam comprimento entre
10 a 30 cm e possuem diametros internos entre 2 e 5 mm. O tipo mais comum de
suporte para fase estacionaria em cromatografia liquida € constituida por particulas
de silica funcionalizada com C;3 e formada por radicais apolares, alquil ou aril
(LANCAS, 2009; SKOOG et al., 2006)
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O detector UV-VIS com comprimento de onda variavel e arranjo de fotodiodos
fornece informacdes estruturais importantes sobre os analito, porém séo seletivos a
compostos que absorvem nesta regido do espectro. O detector de indice de refracéo
por outro lado reponde a todos os tipos de compostos porém, possui sensibilidade
limitada. Além destes, a técnica dispde de outros detectores por fotoionizagédo, por
condutividade, fluorescéncia, detector eletroquimico, dentre outros (1985; LANCAS,
2009).

3.5.2.1 Aplicacao da cromatografia liquida na analise de biodiesel

A cromatografia liguida é uma alternativa util quando é necessaria a
determinacao simultanea de ésteres alquilicos e acilglicerideos néo volateis, que em
GC necessitam ser derivatizados antes da analise (HOLCAPEK et al., 1999; NICOLA
et al., 2008, Carvalho et al, 2012).

Segundo Holcapek e colaboradores, 1999, o método desenvolvido em HPLC
com eluicdo gradiente de acetonitrila, agua e uma mistura 2-propanol-hexano
demonstrou melhor resolucdo na separacdo de mono-, di-, triacilglicerideos
individuais e ésteres metilicos, produzidos a partir do 6leo de colza, quando
comparado ao método com fase mével metanol e 2-propanol-hexano, empregando

diferentes tipos de detectores.

Nicola et al., 2008, desenvolveram uma metodologia para otimizar a resolugcao
do método HPLC-UV que utiliza um gradiente de fase mével binéria e ndo aquosa
(metanol e 2-propanol-hexano) e conseguiram uma maior eficiéncia e sensibilidade

na separacao dos componentes do biodiesel metilico do 6leo de girassol.

Alguns estudos demonstraram que GC e HPLC apresentam resultados
semelhantes. Carvalho et al, 2012, desenvolveram métodos baseados em HPLC-UV
com excelente repetitividade, linearidade e sensibilidade, dos quais, um demostrou
resultados semelhantes ao método oficial da Sociedade Americana de oleoquimica

(AOCS) que emprega GC- FID, em termos de quantificacdo de ésteres metilicos.

Em uma caracterizagdo mais especifica, Shang et al. (2012), utilizaram HPLC
com detectores UV, a 210 nm, e IR acoplados para a analise de biodiesel de soja e

conseguiram separar e determinar os compostos individuais, oleato de metila



36

(C18:1) e palmitato de metila (C16:0), principais ésteres metilicos e que geralmente

apresentam picos sobrepostos.
3.6 Validacdo de Metodologias Analiticas

Desde a década de 70, o processo de validacao tem sido alvo de estudos e
tais instituicbes como a Food and Drug Administration (FDA) e Environmental
Protection Agency (EPA), criaram o sistema denominado ISO/IEC-25 (International
Standardization Organization/ International Electrotechnical Commission) para
padronizar as normas a serem seguidas por laboratorios competentes na
reprodutibilidade de servigos técnicos quanto variacdo em resultados de andlises de
técnicas analiticas entre diferentes laboratorios, (LANCAS, 2004).

Na década de 80, foi divulgado que a definicdo dos parametros caracteristicos
e assuntos relacionados a validacdo de métodos ndo tinham o mesmo sentido entre
as organizagOes existentes. Assim, em 1990, a Conferéncia Internacional sobre
Harmonizag¢édo dos Requisitos Técnicos para o Registro de Produtos Farmacéuticos
para Uso Humano (International Conference on Harmonization — ICH) reuniu as
autoridades reguladoras da Europa, Japdo e Estados Unidos, com o objetivo de
atingir maior harmonizacdo dos parametros, condicdes e metodologias para
validacdo de métodos analiticos (ARAUJO, 2009)

Desde entdo, em acordo com as normas do sistema ISO/IEC-25, cada pais
estabelece seu proprio programa de asseguracdo da qualidade de servicos que 0s
laboratorios regulamentados devem executar ao validar uma metodologia. Desta
maneira, no Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) determina
que “a validacdo deve garantir, através de estudos experimentais, que o método
atenda as exigéncias das aplicacfes analiticas, assegurando a confiabilidade dos
resultados”, enquanto o Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacédo e Qualidade
Industrial (INMETRO) define a validacdo como a “confirmagdo por exame e
fornecimento de evidéncia objetiva de que o0s requisitos especificos para um
determinado método sdo atendidos” (ANVISA, 2003; SHABIR, 2003; ABNT ISO/IEC,
2005).
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Um processo de andlise pode ser dividido nas seguintes etapas:
desenvolvimento do método, otimizagdo, validacdo e fases de aplicacdo. A validacéo
demonstra, formalmente, que um sistema faz o que é submetido a fazer,

reprodutivamente, com exatiddo e precisdo adequada (ERNI, 1987, BRUCE, 1998).

Alguns fatores que ocorrem no laboratério de procedimentos analiticos, como
a variabilidade de amostra, contaminagcdo, reagentes inadequados, erro de
pipetagem, oscilacdo de temperatura, manutencdo ou calibracdo irregular de
equipamentos, analista inexperiente e perdas durante a analise, podem levar a
imprecisdo ou inexatiddo de um dado gerado. Por isso, faz-se necesséario o processo
de validagdo de um método (Langas 2004).

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).

A terminologia e as definicbes utilizadas para descrever as diferentes
propriedades do método durante a validacdo ainda variam sendo, geralmente, os
estudos realizados para estabelecer critérios de desempenho analitico a fim de
especificar um intervalo de concentracdo e tipo de matriz para a qual o desempenho
do método € aceitavel. Métodos analiticos sao utilizados para diferentes pesquisas,
desenvolvimento de produtos, controle de qualidade e processo, e cada uma das
técnicas analiticas utilizadas individuais ou hifenadas, tém as suas caracteristicas e
falhas proprias, por isso, a validacdo de um método de analise depende do objetivo

do método, técnica escolhida e o procedimento em questdo (BRUCE, 1998).

Os principais critérios definidos pela ICH, e por outras agéncias industriais e
regulamentadoras, tais como a ANVISA e o INMETRO aqui no Brasil, para validar
técnicas e métodos analiticos de separacgdo, sdo: seletividade; linearidade; preciséo;
exatidao; faixa linear; robustez; limite de deteccao e limite de quantificacdo. Estas
propriedades sdo conhecidas como, parametros de desempenho analitico,
caracteristicas de desempenho e, as vezes, como figuras analiticas de meérito
(THOMPSON, 2002; RIBANI et al., 2004; ARAGAO, 2009; INMETRO, 2011).
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3.7 Parametros de desempenho analitico para validacdo de métodos

3.7.1 Seletividade

A seletividade é o grau de separacdo e quantificacdo representado por um
método ao determinar, com precisdo, uma substancia na presenca de interferentes
que podem estar presentes em uma amostra complexa, isso é, a avaliacdo da
seletividade fornece valores de quantidades medidos para um ou mais analitos de tal
modo que os valores de cada mensurado sdo independentes dos outros presentes
na amostra ou substancia a ser investigada. O sistema de um método seletivo tem a
capacidade de medir a poténcia do sinal de um componente sem perturbagéo por
sinais de outros componentes com propriedades similares, interferentes, impurezas,
produtos de degradacéo e outros compostos (BOEF, 1983; IUPAC, 2002; RIBANI et
al., 2004; IVM, 2012).

De acordo com Araujo (2009), as duas abordagens mais populares
empregadas para determinar a seletividade sdo: comparacdo dos cromatogramas
obtidos apds injecdo de amostras de branco sem e com 0s analitos; comparacéo da
resposta cromatografica obtida apos injecdo de solugcbes de analise com e sem
todas as possiveis interferentes.

3.7.2 Linearidade e Faixa de trabalho

A linearidade é capacidade do método em fornecer resultados diretamente
proporcionais a diferentes concentracfes do analito presente na amostra em um
intervalo especifico (faixa de trabalho) utilizado na construcdo da curva analitica.
(WOOD,1999; RIBANI et al., 2004).

Esta correlacdo entre o sinal medido (area ou altura do pico) e a massa ou
concentracdo da espécie quimica de interesse € avaliada a partir de sinais medidos
para um intervalo de massas ou concentracdes conhecidas do analito, expressa
como uma equacao de reta chamada de curva analitica, a partir da qual, sao
estimados, matematicamente, os valores dos coeficientes de regresséao linear (a e b)
da reta perpendicular a curva analitica e o coeficiente de correlagéo, r. Este ultimo

indica a qualidade da curva obtida, de modo que, quanto mais préximo de 1,0,
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menor a dispersdo dos pontos experimentais e maior a certeza e eficiéncia em
determinar a coeficientes de regressao e correlacdo (RIBANI et al., 2004; MEIRA et
al., 2015).

Em geral, a faixa de trabalho de um procedimento analitico pode ser definida
como o intervalo entre a maior e a menor massa ou concentragdo do analito no qual
se pode construir uma curva analitica linear com precisdo e linearidade
demonstradas, matematicamente, pela equacdo y = ax + b, a partir da qual pode-se
calcular o intervalo da menor (limite de deteccdo) e maior quantidade (limite de
qguantificacdo) de analito onde o sinal pode ser relacionado com a concentracao para
a avaliacdo dos erros aleatérios e sistematicos. Para demonstrar uma faixa linear
aceitavel, deve-se preparar no minimo cinco solucbes padrées (pontos
experimentais) com concentracdes diferentes (Araujo, 2009; RIBANI et al., 2004,
LEITE, 2008).

3.7.3 Limite de deteccao (LD)

Em termos gerais, o limite de deteccdo é a menor quantidade ou
concentracdo do analito que pode ser detectada e distinguida com seguranca a
partir de zero, embora ndo necessariamente quantificada, sob as condicbes
experimentais estabelecidas (RIBANI et al., 2004; MEIRA et al., 2015).

Existem trés métodos de se calcular o LD: visual — utilizacdo da matriz com
adicdo de concentracdes conhecidas da espécie de interesse, de modo que é
possivel distinguir ruido e sinal analitico através da menor concentracdo visivel
(detectavel); relacdo sinal-ruido — comparacdo entre a resposta de um branco
analitico e sinais obtidos com baixas concentracdes do composto de interesse na
amostra para estabelecer a concentracdo minima na qual a substancia pode ser
detectada; e 0 método baseado em parametros da curva analitica (RIBANI et al.,
2004).

O limite de deteccédo estimado no desenvolvimento de métodos, pode ndo ser
idéntico ao conceito ou a um valor numeérico usado para caracterizar um método
analitico completo. Por exemplo, o "limite de detec¢&o instrumental”, como citado na

literatura ou em folhetos de instrumento e, em seguida, ajustado para a diluicdo, é
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frequentemente muito menor do que um limite de detecgéo "pratico” e improprio para
validagdo do método (IUPAC, 2002; RIBANI et al., 2004; MEIRA et al., 2015).

O limite de deteccéo é expresso de acordo com a equacao 01.:

LD=33 ul
S (01)
Onde, s € a estimativa do desvio padrdo da resposta, da equacdo da linha de

regressao; e Sé ainclinacdo da curva analitica construida (RIBANI et al., 2004).
3.7.4 Limite de quantificacdo (LQ)

O limite de quantificacdo (LQ) € a menor concentracdo de analito que pode
ser determinada com precisdo e exatidao aceitavel sob as condi¢cdes experimentais
estabelecidas para um determinado procedimento experimental. Ela é determinada
por meio da andlise de solu¢gbes contendo concentracfes diferentes do analito e
decrescentes para o menor nivel determinavel (RIBANI et al., 2004; MEIRA et al.,
2015).

E o limite de quantificacdo de acordo com a equacao 02:

LQ = 10>
g (02)

3.7.5 Sensibilidade

A sensibilidade é definida como o quociente entre a variacdo de um sinal de
um sistema de medicao e a correspondente alteracdo no valor de uma quantidade a
ser medida, ou seja, esta propriedade infere como a resposta do método varia com a
alteracdo da concentracdo da substancia a analisar e é expressa pela inclinacdo da
curva de calibragdo de modo que, em métodos sensiveis uma pequena diferenga na
concentracdo do analito causa grande variagcdo no valor do sinal analitico medido.
Dependendo das definicdes instrumentais, € um valor geralmente arbitrério que néo
€ util para validacéo, porém util em processos de garantia da qualidade, no entanto,
para testar se um instrumento esta apto a executar um servico padrao consistente e
satisfatério (IUPAC, 2002; BRITO et al., 2003; VIM, 2012; MEIRA et al., 2015).
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3.7.6 Precisao

A precisdo pode ser avaliada pela repetitividade ou reprodutividade e
representa a dispersdo de resultados entre ensaios independentes, repetidos de
uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, sob as mesmas
condicdes, ou seja, precisdo € o grau de concordancia entre os resultados de
medicdes sucessivas de um mesmo meétodo, realizadas com mesmo procedimento,
no mesmo local, mesmo operador, mesmo instrumento e em um curto intervalo de
tempo (RIBANI et al., 2004; MEIRA et al., 2015).

A avaliacdo da precisdo é um dos passos cruciais no processo de alcancar a
repetitividade e reprodutividade durante a validacdo de uma técnica ou metodologia
e este parametro expressa, nhumericamente, o erro aleatério ou o grau de dispersao
de um conjunto de medi¢des individuais, por meio do desvio padréo, variancia ou do

coeficiente de variagéo (desvio padréao relativo) (Araujo, 2009).
3.7.7 Robustez

A robustez afere a sensibilidade que a técnica ou metodologia apresenta
guando submetida a pequenas variagcdes. Um método cromatografico € robusto
gquando nao apresenta variacdes significativas nos dados fornecidos quando
submetido a variagOes limitadas em parametros como a concentracdo do solvente
organico, pH e forca ibnica da fase movel em HPLC, programacdo da temperatura,
natureza do gas de arraste em GC, bem como o tempo de extracdo, agitacdo, etc.
Estas mudancas introduzidas representam as variagdes que podem ocorrer quando
um método é compartilhado entre laboratérios distintos, analistas ou equipamentos
(RIBANI et al., 2004).

Apesar de a avaliacdo da robustez ndo ser mencionada no relatorio de
conferéncias e nao ser considerada na maioria das diretrizes de validacdo, esta
propriedade avalia a coeréncia dos resultados quando os fatores internos, tais como
taxa de fluxo, temperatura da coluna, o volume de injecdo, composi¢cao da fase
movel ou qualquer outra variavel inerente ao método de analise é variada
deliberadamente (HARTMANN, 1998).
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3.7.8 Exatidao

Na maioria dos procedimentos experimentais analiticos, a questdo mais
importante é até que ponto o resultado obtido experimentalmente esta em acordo
com o valor aceito como verdadeiro para a quantidade ou concentracdo do analito
que deseja-se medir. Este dado € expresso pela exatiddo do método, a qual é
definida pela Organizacdo Internacional para Padronizacdo (ISO) como o grau de
concordancia entre um resultado do método em teste e o valor de referéncia aceito
como verdadeiro (MILLER, 2010).

A exatiddo depende da precisédo e da veracidade do método, mas h& outros
fatores que influenciam a variabilidade geral dos resultados de uma medicao, tais
como a habilidade do operador. Os principais métodos para o estudo da exatid&do
baseiam-se na utilizacdo de material de referéncia certificada, ensaios de
recuperacdo ou comparacdo do método proposto com um método de referéncia
(FEINBER, 2007; MEIRA et al., 2015)

A exatiddo quando avaliada através de ensaios de adicdo e recuperacao, é
estabelecida com um minimo de nove determinacdes que envolvem um minimo de
trés niveis de concentracdo diferentes. Por exemplo, em ensaios em triplicada para
trés niveis de concentracdo (ABREU, 2008; MEIRA et al., 2015)
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Na tabela 2, estdo apresentados os reagentes utilizados neste na producéo

de biodiesel e no preparo das amostras para analise em GC, HPLC e RMN H™.

Tabela 2 - Reagentes empregados na producdo de biodiesel e no preparo das

amostras para.

Reagentes Pureza Fornecedor
Alcool metilico >99,5% Dinamica
Grau HPLC TEDIA
Alcool etilico >99,5 % Dinamica
Alcool Isopropilico (2-propanol) >99,5% Dindmica
Grau HPLC TEDIA
Hexano >98,5% Dinamica
Grau HPLC TEDIA
Heptano > 99,5% Dinamica
Toluol > 99,5% Dinamica
Oleo de Algod&o 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
Trioctanoato de glicerila (Tricaprilina) >99,0 % Sigma
Heptadecanoato de metila >99,0 % Sigma
Cloroférmio deuterado = 99,8% Sigma

Fonte: Autor, 2016.
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4.2 Producéo e caracterizacdo das amostras padrao de biodiesel de soja

Foram produzidas amostras de biodiesel metilico e etilico padréo, B100, com
100% de converséo de triacilglicerideos em ésteres alquilicos utilizando as melhores
condicbes reacionais: proporcdo 01:06:0,2 (6leo:alcool.catalisador); temperatura
constante de 60°C e 70 °C para reacdes com metanol e etanol, respectivamente, e
hidréxido de sédio foi empregado como catalisador (MENEGHETTI et al., 2015b).

As reacdes de transesterificacdo foram conduzidas em um sistema fechado,
Figura 6, constituido por um baldo de 150 mL acoplado ao condensador com
aparelho de refrigeracdo, sob agitacdo magnética (aproximadamente 100 rpm) e
aquecimento em banho de dleo, sendo, a temperatura constante (70 °C para
reacdes com metanol e 60° C para reacdes com etanol) e monitorada por um
termopar. As massas dos reagentes foram medidas em uma balanca analitica
modelo AX200, Shimadzu (Quioto, Japao).

Ao término das reacbes, as amostras foram depositadas em funis de
decantacdo para a separacdo dos produtos reacionais: biodiesel e glicerol. Em
seguida o biodiesel foi neutralizado com solucdo aguosa de acido fosférico 5% (v/v)
e, por fim, lavado com salmoura (Solucdo de NaCl) até obter um biodiesel com pH,
de cerca de 7,0.

Figura 6 - Sistemareacional empregado nas reacdes de transesterificacao.

¥

Fonte: Autor, 2016.
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A conversao total, de triacilglicerideos em ésteres alquilicos, foi monitorada
por Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN H') conforme apresentado
na Figura 7. No preparo da amostra foi pesada uma massa igual a 0,2 g de biodiesel
a qual foi dissovida em 0,5 mL de cloroformio deuterado. Os espectros de
ressonancia magnética nuclear foram registrados no espectrémetro Bruker DRX-400
(Billerica, EUA).

Figura 7- Espectros de RMN H! para monitoramento da reacéo de transesterificacéo

do 6leo de soja.
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Fonte: Adaptado de MENEGHETTI et al., 2015a.

Nota: Espectros: (a) 6leo de soja refinado; (b) biodiesel metilico de soja; (c) biodiesel etilico de soja
em cloroférmio deuterado; 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).

Analisando os espectros na Figura 7, observa-se que, 0s sinais (2 e 3)
referentes aos triacilglicerideos sdo obtidos na analise do 6leo de soja, porém, o0s
mesmos sinais desaparecem apos a reacao de transesterificacdo do 6leo de soja e,
o sinal 1, referente aos ésteres metilicos (3,6 ppm), e um sinal 4, referente aos

ésteres etilicos (4.1 - 4.35 ppm) passam a existir nos espectros obtidos com as



46

andlises dos respectivos tipos de biodiesel (MENDONCA, 2008; MENEGHETTI et
al., 2015a).

Dessa forma, a técnica de RMN H!' foi empregada foi aplicada ao
monitoramento da conversdo dos triacilglicerideos constituintes de todos os

materiais graxos empregados na producao de biodiesel neste estudo.

4.3 Producdo de amostras de biodiesel metilico e etilico de soja com

diferentes concentracfes de ésteres alquilicos

Em seguida 40 amostras de biodiesel de soja (20 amostras de biodiesel
metilico e 20 amostras de biodiesel etilico) foram produzidas a partir da
transesterificacdo alcalina do 6leo de soja empregando Hidréxido de Sodio (NaOH)
como catalisador e variando as proporcdes molares dos reagentes, tempo reacional
e temperatura, para obter uma ampla faixa de conversédo de triacilglicerideos em

ésteres alquilicos correspondentes.

As reacOes foram realizadas utilizando o mesmo sistema reacional
apresentado na Figura 6 (Secdo 4.1), de forma que, a propor¢cdo molar
(6leo:alcool:catalisador) e as condi¢cdes reacionais (temperatura e agitacao)
utilizadas para a producao das amostras de biodiesel de soja foram variadas afim de

se obter uma ampla faixa de conversao de triacilglicerideos em ésteres alquilicos.

4.4 Metodologia de coluna curta utilizado no laboratério do Grupo de

Catalise e Reatividade Quimica (GCaR)

Para a quantificacdo de ésteres metilicos de soja, as amostras foram
analisadas por cromatografia gasosa (GC), empregando-se um instrumento GC-
2010/ Shimadzu (Quioto, Japdo) equipado com um sistema de injecdo capilar
split/splitless operando a 240 °C, razdo de split de 80:1, volume de injecdo de
amostra de 1,0 pL e detector de ionizagcdo 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 didmetro 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
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uma taxa de 7 °C/min; aquecimento de 230 °C até 340 °C, a uma taxa de 30 °C/min.
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 padrao interno. Aproximadamente 0,15 g
dos produtos obtidos na alcoodlise dos 6leos vegetais foram pesados em um balédo
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 rendimento em ésteres alquilicos
(R%) foi calculado pela equacgéao 03:
mp; X Ac x F

%R = x 100
Appx my

(03)

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

10 min e 14 min) e ms é o0 peso da amostra.

O diferencial deste método é o uso do fator resposta (F) que foi determinado
em cada dia de andlise utilizando um padrdo de biodiesel de cada matéria-prima.
Tendo a certeza de que as amostras de B100 apresentaram 100% de conversédo de
triacilglicerideos em ésteres alquilicos, este fator foi determinado e utilizado como
fator de correcéo para estimar os rendimentos em ésteres das demais amostras de
biodiesel, de forma que, o fator utilizado para cada tipo de matéria-prima, foi o

determinado com o respectivo tipo de biodiesel.

A Figura 8 representa o cromatograma de uma amostra de biodiesel de soja

empregado como padrdo em cromatografia gasosa no método GC-coluna curta.
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Figura 8 - Cromatograma do biodiesel padrdo de soja. C16 e C18: Mistura de ésteres

metilicos contendo 16 carbonos e 18 carbonos, respectivamente; Pl: Padrdo interno

Tricaprilina.
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Fonte: Autor, 2016.

Nota: Tr € Tempo de retencéo; Esteres de acido: C16:0 - acido palmitico; C18:0 - esteérico; C18:1 -

oleico; C18:2 — linoléico; C18:3 - linolénico; Pl - padréo interno tricaprilina.
4.5 Validagdo da metodologia de coluna curta utilizada no GCaR

Todos os parametros de desempenho analitico avaliados para a validacdo do
método em uso, foram determinados a partir de analises cromatograficas das

amostras de biodiesel metilico de soja.

A metodologia foi validada com relacdo aos seguintes parametros:
seletividade, linearidade, limite de deteccdo e quantificacdo, precisdo (repetitividade
e precisdo intermediaria) e exatiddo (comparacdo de métodos e ensaio de
recuperagdo, com base nas indicagbes do Instituto Nacional de Metrologia,
Normalizacdo e Qualidade Industrial (INMETRO) e de algumas publicagdes (RIBANI
et al., 2004; VIEIRA et al., 2007; ABREU et al., 2008; INMETRO, 2011).

45.1 Seletividade

A seletividade do método em estudo, foi estudada por meio da analise de

amostras do Oleo de soja utilizado na fabricacdo do biodiesel metilico e um mistura,
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Oleo de soja:biodiesel padrdo com 100% de conversdo, (50:50 m/m). Os
cromatogramas foram comparados para verificar a capacidade do método em
separar, identificar e quantificar os analitos na presenca de interferentes e impurezas

presentes na matéria-prima.
4.5.2 Linearidade e faixa de trabalho

Foi empregado o método de padronizagdo interna para a constru¢ao da curva
analitica. A curva analitica foi construida utilizando uma faixa de trabalho de 0,03
g/mL a 0,17 g/mL de amostra de biodiesel metilico de soja, num total de 5 pontos

experimentais.

O grafico da curva analitica foi construido plotando a raz&o, area da
substancia/area do padrdo interno (com concentracdo constante) versus a
concentracdo do analito em g/mL. As analises para construcdo da curva analitica
foram realizadas em triplicata. Foi determinado o coeficiente de correlacéo, r, para

avaliar a linearidade do método e qualidade das curvas obtidas.

Com base nestas curvas analiticas ainda foi possivel avaliar outros
parametros de desempenho: sensibilidade, limite de deteccdo e limite de

quantificacao.
4.5.3 Limites de detecc¢do e quantificacdo

A determinacdo dos limites de deteccdo e quantificacdo foi baseada no
método dos parametros da curva analitica calculados com o auxilio do programa de
tratamento de dados graficos e estatisticos Microcal Origin®, versao 6, sendo:

O limite de deteccéo expresso pela equacédo 01:

LD =373 ol
s (01)

E o limite de quantificacdo expresso pela equacéo 02:

LD =10 i
s (02)
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Onde, para ambas a equacOes descritas acima, s é a estimativa do desvio padrdo
da resposta obtida com a menor concentracdo utilizada na constru¢cdo da curva
analitica, da equacédo da linha de regresséo; e S € a inclinagdo da curva analitica
construida (RIBANI et al., 2004).

45.4 Sensibilidade

A partir da determinagédo e avaliagdo do comportamento do coeficiente
angular da curva analitica construida, foi possivel avaliar a sensibilidade do método
da coluna curta. A sensibilidade também foi avaliada através do estudo da robustez

do método.
455 Precisao

Para o estudo da precisdo do método, foram fixados, o analista e o
instrumento nas mesmas condi¢des, a avaliacdo deste parametros foi realizada em

um unico dia e aplicando os seguintes métodos:

I. Repetitividade (intra— ensaio) — foram realizadas 10 medi¢cbes da mesma
amostra de biodiesel metilico de soja, sendo esta, preparada 10 vezes para
injecdo. A repetitividade foi expressa pela estimativa do desvio padrao relativo
(RSD — Relative Standard Deviation);

Il. Precisao intermediaria - uma Unica amostra de biodiesel (diferente da amostra
empregada na repetitividade) foi analisada e preparada 10 vezes por outro
analista diferente em um dia diferente do estudo da repetitividade.

Em ambos os métodos citados acima, foram estimados os desvios padrbes e
calculado o coeficiente de variacdo (CV, usualmente expresso em %), também
conhecido como desvio padrdo relativo (RSD), calculado a partir da segunda

equacgao 04:

RS5D = x100

(04)
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Onde, s é o desvio padrao de todas as analises realizadas para cada metodologia;
CMD é a concentracdo meédia determinada (INMETRO, 2011), neste caso, 0

rendimento percentual em ésteres metilicos do biodiesel de soja.

De acordo com GOMES, 1990, o desvio padrao relativo indica a preciséo de
um procedimento experimental e é classificado como baixo (quando inferior a 10%),
meédios (de 10 a 20%), alto (valores de 20 a 30%) e muito altos (para valores

superiores a 30%).

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

456 Robustez

O teste de robustez foi realizado para verificar a sensibilidade e estabilidade
dos dados fornecidos pelo método de coluna curta ao sofrer duas variacdes nas

condicBes de preparo da amostra:

I. Troca do solvente: o hexano, solvente utilizado no procedimento de preparo
da amostra para a analise cromatografica, foi alternado por uma mistura de
Alcool isopropilico (2-propanol) e toluol (solventes comumente empregados
na determinacdo do indice de acidez de acordo com a norma americana
ASTM D664-11).

II. Adicdo de Cloreto de Sodio (NaCl) a amostra para mudar a forca idnica da

solucgéo.
4.5.7 Exatidao

4.5.7.1 Comparacgao de metodologias

Foi avaliado o fator de correlacéo, r, entre resultados obtidos com o método
de coluna curta e com os dois métodos de referéncia, EN 14103 (método 01) (ANP,
2014; EN 14103, 2001) e HPLC-UV (método 02) (Carvalho, 2012), descritos abaixo,

e foi verificado o nivel de proximidade entre estes valores.
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45.7.1.1 Método de referéncia 01: Norma Europeia 14103

O método prescrito pela norma europeia EN 14103, indicado na Resolugéo da
ANP de namero 45 de 2014 para quantificacdo de ésteres alquilicos no biodiesel, foi
empregado para uma andlise 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, Japao) equipado com um sistema de injecéo split/spliteless operando a 250
°C, razéo de split de 100:1, volume de amostra de 1,0 uL 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 30.0 m de
comprimento, 0,32 mm de didmetro interno e filme com 0,25 ym de espessura e gas
hidrogénio, de alta pureza (99,95 % LINDE), usado como gas de arraste. A
temperatura do forno e coluna foi constante de 250°C por 25 min; A composi¢cao em
ésteres alquilicos foi calculada a partir da equacao 05:

(XA5) — App  Cppx Vpy

O = X x 100
Ap; B

(05)

Onde, Az € a area total dos picos correspondentes ao biodiesel; 4 (C17:0) é
a area do pico correspondente ao padréo interno heptadecanoato de metila; Cr € a
concentracdo, em mg/mL, da solu¢do do padréo interno; Vz é o volume da solucao
do padrdo interno; e Mz é a massa pesada do biodiesel, em mg (EN 14103, 2001,
RANP 45, 2014).

A Figura 9 representa um exemplo de cromatograma obtido pela anélise de

biodiesel metilico de colza empregando a metodologia EN 14103.
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Figura 9 - Cromatograma referente a andlise de uma mistura ésteres metilicos do
biodiesel de colza por GC EN 14103.
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Fonte: Adaptado de Norma Europeia 14103, 2001.

Nota: Esteres de acido graxo: C14 - miristico; C16 - palmitico; C17 (Padr&o interno) - margarico; C18
- estearico; C18:1 - oleico, C18:2 - linoléico, C18:3 - linolénico, C20: - araquidico; C20:1 - kicozendico;
C22:0 - berénico; C22:1 - docosendico; C24 - lignocérico; C24:1 - tetracosendico; Tr € o Tempo de

retencgéo.

45.7.1.2 Método de referéncia 02: Cromatografia liquida de alta eficiéncia —
HPLC-UV

O outro método de referéncia empregado para o estudo comparativo dos
resultados obtidos com o método de coluna curta, foi o método de HPLC-UV
elaborado na Universidade de Brasilia e que também é utilizado no laboratério para
a determinacdo simultdnea de ésteres metilicos de &cidos graxos,

monoacilglicerideos, diacilglicerideos e triacilglicerideos (Carvalho, 2012).

As anadlises foram realizadas em um equipamento de HPLC da marca
VARIAN (Toronto, EUA) com detector UV-Vis violeta ajustado na faixa de 205 nm.
Foi empregada uma coluna de fase reversa individual Shim-pack ODS-VP C18 (250
mm X 4,6 mm, 5 mm) mantida a temperatura constante de 40 °C. O volume de

injecao foi de 10 pL e a taxa de fluxo de 1 mL/ min. O tempo total de analise foi de
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20 min onde foi usado um gradiente de metanol (MeOH) e uma solucdo de 2-
propanol-hexano (PrHex) 5:4 (v/v), sendo, 100% de MeOH em 0 min, 50% de MeOH

e 50% de PrHex em 10 min mantido com eluicdo isocratica por 10 min.

Para preparar as amostras para analise no método de HPLC-UV, foram
dissolvidos 25 pL de biodiesel em 2 mL do solvente 2-propanol com grau de pureza
HPLC.

A Figura 10 representa um cromatograma obtido pela andlise de biodiesel

metilico de soja empregando a metodologia HPLC-UV.

Figura 10 - Cromatograma referente a analise de uma amostra de ésteres metilicos do
biodiesel de soja por HPLC-UV.
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Fonte: Adaptado de CARVALHO, 2011; HOLCAPEK et al., 1999.

4.4.7.2 Ensaios de recuperacao

Para este teste foi selecionada uma amostra a qual foi denominada como
referéncia. Esta amostra foi fortificada com B100 de soja em trés niveis de
concentracéo, cada um analisado em triplicata e a recuperacéo avaliada segundo o

INMETRO, calculada da seguinte maneira:

c,—C,
Recuperacio (%) = ( c ) x 100
3

(06)
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Onde: C; é a concentragdo determinada na amostra fortificada; C, € a concentracéo
determinada na amostra ndo fortificada; e C3 = concentragcdo adicionada
(INMETRO, 2011).

Segundo RINANI et al, as faixas de recuperacdo 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 precisao de até + 15%.

4.6 Aplicacdo da metodologia de coluna curta para a analise de biodiesel

proveniente de diferentes matérias-primas

Na segunda etapa do projeto, foram realizadas reacdes de transesterificacao
alcalina com &lcool metilico e diferentes tipos de matérias primas: algodao, canola,
coco, dendé, gergelim, girassol, gordura de frango, mamona e milho. Foram
realizadas 4 reacdes com cada tipo de 6leo ou gordura, sendo uma das reacdes
para obter o padrao de biodiesel dos respectivos 6leos, utilizado no calculo do fator
resposta para cada tipo de biodiesel. Por sua vez, estas amostras de biodiesel foram
empregadas no estudo comparativo da resposta dos ésteres metilicos, produzidos a
partir de diferentes matérias-primas, com a metodologia de cromatografia com

coluna curta e a metodologia da norma europeia.

Para as reacfes de transesterificacdo, foram utilizados 6leos comerciais
encontrados em supermercados, com excecdo do 6leo de mamona, Oleo de
gergelim e gordura de frango, estes dois ultimos fornecidos pelo Laboratério de
Sistemas de Separacgéo e Otimizacdo de Processos (LASSOP/UFAL).

A gordura de frango foi obtida em parceria com o LASSOP da seguinte
maneira: os residuos foram moidos, para facilitar a extracdo do 6leo, e em seguida
foram colocados em um recipiente com agua, na proporc¢ao 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 0leo sob vacuo, de modo a remover quaisquer
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particulas residuais. Por fim, este dleo foi levado para a estufa afim de retirar
quaisquer residuos de agua.

As reacdes de transesterificacdo foram realizadas variando as proporcoes
molares e condi¢es reacionais, assim como efetuado na transesterificacdo do 6leo
de soja na primeira parte do trabalho, variando a quantidade de alcool metilico (de 1
a 6 mols), a quantidade de catalisador hidroxido de sédio (de 0,1 a 0,2 mols),

temperatura (60 — 70 °C) e tempo reacional (de 5 a 60 min).
4.6.1 Caracterizacdo do 0Oleos e gorduras utilizados como matéria-prima

Durante o desenvolvimento do projeto foi necessario caracterizar as
matérias primas em termos de composicdo em acidos graxos para determinar a
massa molar de triacilglicerideos de cada matéria-prima e calcular a razdo molar dos
reagentes,  Oleo/gordura:alcool:.catalisador, utilizados nas reagbes de
transesterificacdo para obter amostras com diferentes concentracdes em ésteres

alquilicos.

Para a identificacdo dos acidos graxos da gordura de frango, a mesma foi
transestereficada com NaOH para a formacéo dos ésteres metilicos. Estas amostras
de ésteres metilicos foram analisadas por cromatografia gasosa (GC), através de
uma adaptacdo do método prescrito pela norma europeia EN 14103, onde dissolve-
se, aproximadamente, 0,0500 g em da amostra em 1,0 mL de heptano. Foi
empregado um instrumento GC-2010/Shimadzu equipado com um sistema de
injecao split/splitless operando a 250 °C, razéo de split de 100:1, volume de injecao
de amostra de 1,0 yL e detector de ionizagcdo 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 didmetro interno e filme com 0,25 um de
espessura 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/min), de modo que, o tempo total de andlise foi de 11
min. A composicdo em acidos graxos foi calculada com base na identificacdo dos
acidos graxos por comparacgao dos tempos de retencdo com duas misturas padrbes
de ésteres, mistura C14:0-C18:3 (2%-C14, 30%-C16, 3%-C16:1, 14%-C18, 41%-
C18:1, 7%-C18:2, 3%C18:3) e mistura C16:0-C20:0 (6%-C16, 3%-C18, 35%-C18:1,
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50%C18:2, 3%-C18:3, 3%-C20:0), Figuras 11 e 12, respectivamente. Foi realizada a
integracdo das areas dos picos por normalizacdo para quantificar estes acidos

graxos.

Figura 11 - Cromatograma obtido com a anélise de uma mistura de padrées C14:0-
C18:3.
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Figura 12- Cromatograma obtido com a andlise de uma mistura de padrées C16:0-
C20:0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Validacdo do método de cromatografia gasosa com coluna curta

Como descrito no capitulo 4, a validacdo da metodologia analitica baseada
em cromatografia gasosa de coluna curta em uso no GCaR foi realizada utilizando-
se as 20 amostras de biodiesel metilico de soja e 20 amostras de biodiesel etilico de

soja.

Inicialmente foram preparados os padrdes de biodiesel metilico e etilico de
soja para o calculo dos fatores resposta. A caracterizacdo destes padrdes e a
validacdo da metodologia esta apresentada a seguir.

5.1.1 Caracterizacéo dos padrdes de biodiesel por RMN H*

A caracterizacdo dos padrdes de biodiesel foi realizada por Ressonancia
Magnética Nuclear de H'. Na Figura 13 estdo apresentados os espectros de RMN H*
obtidos para o Oleo de soja e o biodiesel metilico padrdo de 6leo de soja,

respectivamente.

Através da andlise dos espectros na Figura 13, € possivel identificar a total
conversdo dos triacilglicerideos, presentes no 6leo de coco, em ésteres metilicos,
visto que, ndo se observa a presenca dos sinais referentes aos protons gliceridicos
(TAG - 4,1 - 4,35ppm) e ocorreu 0 surgimento do pico do B100 de coco no
deslocamento de aproximadamente 3,6 ppm.
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Figura 13 - Espectros de RMN H* obtidos para o 6leo de soja e para o biodiesel de soja

metilico.
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Fonte: Autor, 2016.

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

(B100: Biodiesel 100% em ésteres metilicos).

5.1.2 Caracterizagcdo dos padrdoes de biodiesel por cromatografia gasosa com

coluna curta

A Figura 8 (Secédo 4.3) representa o cromatograma de uma amostra de
biodiesel metilico de soja, o qual foi empregado como padrdo e determinacdo do
fator resposta utilizado na quantificacéo de ésteres metilicos do 6leo de soja através
da metodologia GC-coluna curta por integracdo e normalizacdo das areas dos picos
cromatograficos conforme descrito na secdo 4.3. O mesmo procedimento foi

efetuado para os demais tipos de biodiesel produzidos durante este trabalho.
5.1.3 Seletividade

Na Figura 14 estdo apresentados 0s seguintes cromatogramas: padréo
interno tricaprilina, hexano (solvente utilizado no preparo da amostra), 6leo de soja,
mistura B100:6leo de soja (50:50 m/m), B100 de soja etilico, todos realizados no

método de coluna curta, utilizado no GCaR.
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Figura 14 - Comparacdo dos cromatograma obtidos com as injecdes padrado interno
tricaprilina, hexano (solvente utilizado no preparo da amostra), 6leo de soja, mistura
B100:6leo de soja, B100 de soja etilico no método de cromatografica gasosa com

coluna curta.
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Fonte: Autor, 2016.

Embora a metodologia de coluna curta ndo separe os ésteres entre si, isto €,
em numero de carbono e de insaturacbes, o método € seletivo na separacdo de
ésteres alquilicos totais dos demais componentes presentes na amostra, como

triacilglicerideos que nao reagiram durante a reacao.

5.1.4 Linearidade e faixa de trabalho, limite de deteccéo e limite de quantificacéo

Os parametros linearidade e faixa de trabalho, foram avaliados a partir da
curva analitica construida com analise em triplicata de um biodiesel padrédo de soja
numa faixa de concentracdo com cinco pontos experimentais (0,0323 - 0,0524 —
0,0844 - 0,1513 — 0,1746 g/mL) e 0,08 g/mL de tricaprilina. Para a construcao da
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curva foi utilizada as areas corrigidas, isto é, a razdo entre as areas do biodiesel e

do padrao interno tricaprilina versus a concentracao da amostra (Figura 15).

Figura 15 - Curva analitica obtidas com 5 pontos experimentais de uma amostra
padrédo de biodiesel do 6leo de soja.
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Fonte: Autor, 2016.

Nota: No grafico estdo apresentadas as barras de erro calculado para cada andlise em duplicata.

Para a curva analitica construida, os limites de deteccao e quantificacédo
obtidos, encontram-se idealmente dentro de suas respectivas faixas de trabalho.
Considerando o desvio padréo da resposta obtido, SD = 0,02802, e a inclinacéo da

curva analitica construida, S = 13,71475, e de acordo com as equacdes 01 e 02:

LD=33~
s (01)

LQ = 10>
g (02)

O método de coluna curta apresentou um limite de detec¢cdo de
aproximadamente 0,0067 g/mL, que representa o menor valor detectado em
confiabilidade de precisdo aceitavel, em termos de concentracdo, de eésteres
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metilicos presentes em amostras de biodiesel de soja. Quanto ao limite de
quantificacdo, o menor valor quantificado foi igual a 0,0204 g/mL.

Observou-se uma excelente linearidade da curva, através do coeficiente de
correlacéo obtido, r = 0,9996.

De acordo com Ribani et al. (2004), foi construido outro grafico para
demonstrar se os pontos da curva analitica construida obedecem a faixa linear, de
forma que, os sinais obtidos com o método foram divididos pelas respectivas
concentracbes, fornecendo as respostas correspondentes (eixo y) e, as

concentracoes relativas foram expressas no eixo x, conforme mostra a Figura 16.

Figura 16 - Determinacao grafica da curva de linearidade através do grafico da razao

sinal/concentracdo versus concentracao.
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Fonte: Autor, 2016.

Foi obtida entdo a linha horizontal (Mediana) sobre a faixa linear e inseridas
mais duas linhas paralelas a mediana no grafico, para 95 e 105% da linha da faixa
linear onde foi possivel observar que o método demonstrou ser linear até o ponto

onde a resposta relativa intercepta a linha de 105%.
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5.1.5 Precisao

A precisdo da metodologia GC-coluna curta foi avaliada através do estudo

precisdo intra-ensaio e precisado intermediéria
5.1.5.1 Precisao intra-ensaio

A Tabela 3 representa o estudo da precisao intermediéria, repetitividade, no
gual uma amostra de biodiesel metilico de soja foi preparada 10 vezes e em seguida
analisada considerando o fator resposta previamente calculado em triplicata no

mesmo dia das analises.

Tabela 3 - Estudo da precisdo do método de coluna curta através do teste da preciséo
intra-ensaio (repetitividade) com uma amostra de biodiesel metilico de soja; SD-
Desvio padréo.

) TEOR DE

ANALISE ESTERES Fr
(%)
10,4 0,88241
9,9
10,7
9,5
91
9,2
9,2
9,9
8,9
10,4
MEDIA 9,6

SD 0,6

© 00 N O Ol A WDN PP

=
o

Fonte: Autor, 2016.

A avaliacdo da precisdo intra-ensaio demonstrou que o método de coluna
curta tem uma precisdo de + 0,6%, indicada pelo desvio padrdo. Esse valor foi
considerado no estudo da comparacdo dos métodos analitico empregados e seus

respectivos desvios.
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5.1.5.2 Precisao intermediaria

Outra amostra, de biodiesel metilico de soja, foi a empregada no estudo da
precisao intermediaria (Tabela 4) expressa pelo desvio padrao relativo (coeficiente
de variacdo). Além da variacdo da amostra neste procedimento de avaliacdo da

precisdo, as analises foram realizadas por um segundo analista em dias diferentes.

Tabela 4 - Estudo da precisdo intermediaria do método de coluna curta com uma
amostra de biodiesel metilico de soja; desvio padrédo (SD) desvio padrédo relativo
(RSD).

) TEOR DE
ANALISE ESTERES Fr
(%)
7,5 0,8270
7,1
8,0
8,0
8,3
8,0
8,7
8,3
9,0
8,9
MEDIA 8,2

SD 0,6

RSD 7,3

© 0 N O O WN B

=Y
o

Fonte: Autor, 2016.

Como apresentado na Tabela 4, o estudo da precisdo intermediaria
apresentou um desvio padrdo igual ao obtido no estudo da repetitividade, Tabela 3.
Quanto ao desvio padrao relativo encontrado, 7,3%, este se mostrou entre os limites
aceitaveis para metodologias que quantificam compostos em macro quantidades
que admitem RSD de 1 a 2% e, métodos de andlise de tracos ou impurezas onde é
aceitavel um RSD de 20% (RIBANI et al., 2004).
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5.1.6 Robustez

Na Tabela 5 esta representado o comportamento da resposta do método em
termos de conversdo de triacilglicerideos em ésteres metilicos de uma amostra

aleatoria de biodiesel de soja metilico.

Tabela 5 - Modificacdes realizadas durante o teste da robustez do método de coluna

curta e resposta obtida com uma amostra de biodiesel metilico de soja.

Solvente Conversao % Média
(£0,6)
Hexano 9,6 9,4 9,5
2-propanol/ 10,5 10,3 10,4
Tolueno
Hexano/ NaCl 10,3 10,0 10,1

Fonte: Autor, 2016.

Considerando o erro determinado através do estudo da precisdo do método,
desvio padrao igual a 0,6, o método demonstrou ser robusto, visto que, 0 mesmo
ndo demonstrou variacdes significativas nos valores de conversdo frente a
modificacdo do solvente utilizado no preparo da amostra e modificacdo na forca

ibnica da amostra.

Lembrando que, a mistura de solvente (2-propanol/ tolueno) foi empregada
para dissolver a amostra, visto que, essa mesma mistura ja foi empregada em
estudos anteriores na determinacao do indice de acidez do biodiesel de soja e de
sebo bovino de acordo com a norma ASTM D664-11. Como serdo testadas vérias
matérias-primas, a mudanca de solvente é fundamental nesta metodologia de coluna

curta.
5.1.7 Exatidao

Como descrito no capitulo 4, o método de coluna curta foi comparado com
as duas metodologias de referéncia, o método oficial de GC, a da EN 14103,
indicado pela ANP e o método de HPLC-UV também utilizado no GCaR.
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5.1.7.1 Biodiesel metilico de soja

Na Tabela 6 estdo apresentados os resultados do teor de ésteres metilicos
das amostras de biodiesel de soja, obtidas com diferentes condi¢coes reacionais e
analisadas nas trés metodologias: GC-coluna curta, EN 14103 e HPLC-UV.

Tabela 6 - Comparacéo dos resultados, em % de ésteres metilicos do biodiesel de
soja, obtidos nos métodos GC-coluna curta, EN 14103 e HPLC-UV.

AMOSTRA RENDIMENTO EM ESTERES METILICOS D SOJA (%)

GC-coluna curta (+0,6) EN 14103 GC (¥1) HPLC-UV (1)

1 6,2 6 8
2 11 11 13
3 14,2 13 17
4 26,4 26 28
5 57,0 54 57
6 70,7 64 69
7 80,2 70 82
8 25,0 21 26
9 27,0 25 29
10 68,2 69 68
11 15,6 14 17
12 14,5 13 16
13 58,6 57 55
14 85,7 87 87
15 72,4 72 70
16 70,0 70 70
17 33,0 28 33
18 78,1 86 81
19 48,1 46 46
20 60,1 63 59

Fonte: Autor, 2016.
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As Figuras 17 e 18 demonstram, graficamente, os resultados apresentados
na Tabela 6, ou seja, o grau de concordancia entre os métodos GC-Coluna curta e

EN 14103, e entre os métodos GC-Coluna curta e HPLC-UV, respectivamente.

Figura 17 - Grafico da comparacado das metodologias GC-coluna curta e EN 14103

para as analises do biodiesel metilico de soja em diferentes concentracbes de

ésteres.
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Figura 18 - Gréafico da comparacdo das metodologias GC-coluna curta e HPLC-UV
para as andlises do biodiesel metilico de soja em diferentes concentracfes de

ésteres.
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A partir da analise dos gréaficos nas Figuras 17 e 18, foram determinados,
matematicamente, os valores para os coeficientes de correlagao, r = 0,9966, para a
comparacao do método GC- coluna curta com a metodologia EN 14103 e, r = 0,9962
para a comparacdo do método GC- coluna curta com a metodologia com o método
de HPLC-UV.

Este coeficiente indica o quanto o método explica os valores observados,
isto é, a coeréncia dos resultados obtidos. Quanto mais proximo de 1, maior a
correlagcdo positiva e, considerando estes valores de r para as comparagdes do
método GC-coluna curta com as metodologias de referéncia, indica que o0 mesmo é
exato e apresentou boas correlacbes com ambos os métodos de referéncia para

determinacao de ésteres metilicos de amostras de biodiesel de soja.
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5.1.7.2 Biodiesel etilico de soja

Na Tabela 7 estdo apresentados os resultados do teor de ésteres etilicos em
amostras de biodiesel de soja, obtidas com diferentes condi¢cdes reacionais e
analisadas nas trés metodologias: GC-coluna curta, EN 14103 e HPLC-UV.

Tabela 7 - Comparacédo dos resultados, em % de ésteres etilicos do biodiesel de soja,
obtidos nos métods GC- coluna curta, EN 14103 e HPLC-UV.

AMOSTRA RENDIMENTO EM ESTERES ETILICOS (%)

GC coluna curta (x0,6) EN 14103 GC (1) HPLC (£1)

21 58 5 7
22 10,4 8 11
23 16,1 13 17
24 16,5 14 18
25 36,4 36 37
26 29,3 25 29
27 48,3 41 47
28 61,5 55 62
29 48,1 46 49
30 25,0 21 27
31 67,1 68 63
32 95,2 94 90
33 44,2 40 42
34 65,0 59 58
35 79,5 70 77
36 64,6 60 58
37 84,4 71 85
38 47,9 36 47
39 39,9 36 39
40 66,0 57 65

Fonte: Autor, 2016.
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As Figuras 19 e 20 demonstram, graficamente, o grau de concordancia entre
os resultados, apresentados na Tabela 7, entre o método GC-coluna curta e EN

14103, e entre os métodos GC-coluna curta e HPLC-UV, respectivamente.

Figura 19 - Gréafico da comparacdo das metodologias GC-coluna curta e EN 14103
para as analises do biodiesel etilico de soja em diferentes concentracdes de ésteres.
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Figura 20 - Gréafico da comparagdo das metodologias GC-coluna curta e HPLC-UV

para as analises do biodiesel etilico de soja em diferentes concentragdes de ésteres.
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A partir da analise dos graficos apresentados nas Figuras 19 e 20, foram
determinados, matematicamente, o valor para o coeficiente de correlagéo, r = 0,9905
para a comparacao entre 0 método GC-coluna curta e a norma EN14103 e, r =
0,9962 para a correlacdo entre os métodos CG-coluna curta e HPLC-UV na analise
de amostras de biodiesel etilico de soja, de forma que, o0 método GC-coluna curta

também apresentou boas correlacdes e excelente exatidao.

Além da comparacdo da metodologia em uso no GCaR com as
metodologias de referéncia, HPLC-UV e EN 14103, estas ultimas foram comparadas

entre si, tanto para a analise de biodiesel de soja metilico quanto etilico,

A Figura 21 apresenta o grafico da comparacdo da metodologia baseada em
HPLC-UV com a metodologia EN 14103 para a andlise de amostras de biodiesel

metilico de soja.

Figura 21 - Comparacgao das metodologias de referéncia quanto a analise de biodiesel
metilico de soja.
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A Figura 22 apresenta o grafico da comparacdo da metodologia baseada em
HPLC-UV com a metodologia EN 14103 para a anélise de amostras de biodiesel

etilico de soja.

Figura 22 - Comparacdo das metodologias de referéncia quanto a analise de biodiesel

etilico de soja.
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Fonte: Autor, 2016.
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Através da analise dos graficos apresentados nas Figuras 21 e 22, foram

calculados os valores para os coeficientes de correlacdo, sendo, r = 0,9908 para a

comparacao dos métodos de referéncia para amostras de biodiesel metilico de soja,

e r =0,9810 para a comparacao dos métodos quanto a andlise de biodiesel etilico de

soja.

Assim foi possivel verificar a maior correlacdo entre o método em uso no

GCaR com as metodologias de referéncia quando comparados os coeficientes

determinados para cada situacéo.
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5.1.7.3 Ensaios de recuperacao

A Tabela 8 contém os resultados obtidos para os testes de recuperacdo com
a amostra 2 (11% em ésteres metilicos) fortificada com B100 metilico de soja em 3

niveis de fortificacao.

Tabela 8 - Ensaios de recuperacdo com a amostra 2 fortificada com biodiesel padréo

(B100) metilico de soja.

Massa B100 R? Recuperacéo Recuperacdo Recuperacdo SD° RSD°®
da Adicionado (%) (9) (%) Média (%) (%)
amostra (9)
9)
0,1048 0,0334 32,2 0,0329 98,62 97,10 1,95 2,00
31,3 0,0317 94,90
32,0 0,0327 97,80
0,1008 0,0510 37,5 0,0458 89,81 90,44 0,79 0,87
37,6 0,0460 90,11
38,0 0,0465 91,30
0,1004 0,0706 47,0 0,0692 98,15 97,90 1,83 1,87
46,1 0,0678 95,97
47,6 0,0703 99,61

Fonte: Autor, 2016.
Nota:  Rendimento em ésteres metilicos determinado em triplicata; ® Desvio padréo; © Desvio padréo

relativo.

Na Tabela 8 observa-se que no menor nivel de fortificacdo (0,0310 g de
B100) a recuperacao apresentou maior variacdo, por isso neste nivel foi obtido o
maior desvio padrdo relativo. Geralmente, em analises de amostras tragos ou
impurezas, dependendo da complexidade da amostra, sdo permitidos RSD de até
20%. No caso de metodologias que guantificam compostos em macro quantidades
admitem um RSD de 1 a 2%. Como neste estudo foram empregadas amostras do
tipo semimicro, esperava-se erros maiores que 1 a 2%, logo o método GC-coluna

curta € bastante preciso.

Conforme encontrado na literatura, os valores encontrados para 0s ensaios
de recuperacdo permaneceram dentro do intervalo permitido tanto para analise de
residuos (entre 70 e 120%), quanto no caso de amostras mais complexas, 50 —
120%, (RIBANI et al., 2004). Logo, o método € exato.
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Além disso, de acordo com o manual da Associacdo oficial de quimicos
analiticos, do inglés Association of Official Analytical Chemists — AOAC, os valores
encontrados para o estudo de recuperacdo estdo entre o intervalo aceitavel, 95 -

105%, para recuperagao de analitos em concentragdes < 0,1 (BRITO e al, 2003).

Foi realizado o tratamento estatistico do estudo de recuperagdo aplicando o

teste de significancia t de student de acordo com a seguinte equacao 06:

(Rec — 100)n

|t9-'f'?i'| B sRac

(06)
Onde: Rec é a média de recuperacdo do método, n o nimero de amostras (n = 3) e
Srec 0 desvio padrdo das médias de recuperacdo de cada nivel de fortificacdo

(BRITO et al., 2003; RIBANI et al., 2004).

O valor calculado, tex, = 2,05 foi menor que o valor tiapelado = 4,3 com 95% de
confianga e n - 1 graus de liberdade. Como texp < tabelado, © Método GC-coluna curta
foi considerado exato.



75

5.2 Resumo das figuras de mérito avaliadas durante a validacdo da
metodologia de coluna curta e respectivos indicadores

Na tabela 9, constam os parametros analisados para a validacdo da
metodologia baseada em cromatografica gasosa com coluna curta empregada na
andlise de biodiesel metilico do 6leo de soja e os resultados obtidos para cada

propriedade:

Tabela 9 — Figuras de mérito avaliadas no processo de validacdo da metodologia GC-

coluna curta aplicada a anélise de biodiesel metilico do 6leo de soja.

Figura de mérito

Método de analise

Indicadores

Seletividade

Comparacéo de

cromatogramas

Seletivo

Faixa de trabalho e

Curva analitica com

0,02 gmL™* - 0,17 gmL™

linearidade padronizacao interna
Limite de deteccédo Parametros da curva 0,0067 gmL™
analitica
Limite de quantificacédo Parametros da curva 0,0204 gmL™
analitica
Sensibilidade Coeficiente angular da curva Sensivel
analitica
Exatidao Comparacao com métodos >0,99
de referéncia
Ensaios de recuperacédo 90,44% - 97,90
Preciséo Repetitividade SD=0,6
Preciséo Precisdo intermediaria SD=0,6;RSD=7,3
Robustez Variagbes nas condi¢cbes de Robusto

preparo da amostra

Fonte: Autor, 2016.
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5.3 Aplicacdo da metodologia GC-coluna curta para a andlise de biodiesel

proveniente de diferentes matérias-primas

Inicialmente, foi determinada a composicdo em acidos graxos para cada tipo
de material graxo empregado na producado de biodiesel metilico e, em seguida, estes
dados foram utilizados para aplicagdo da Norma Europeia 14103 na determinagao
de ésteres metilicos produzidos. Estes resultados foram comparados com a reposta

obtida através do método GC-coluna curta.

5.3.1 Determinacdo da composi¢cdo dos Oleos e gorduras em termos de acidos

graxos

Na Figura 23 é apresentado o cromatograma do biodiesel padrdo, com
100% de conversao, produzido a partir do 6leo de algoddo, para representar a
metodologia utilizada na caracterizacdo das matérias-primas em teor de acidos

graxos.

Figura 23 - Cromatograma do B100 de 6leo de algoddo obtido no método de

caracterizagdo em termos de acidos graxos.

5 puod 00, 000)
“| Chromatigram C18:1 18:
B C16 C18:2
LE Y
=
3
=40 C18
o
L
£ g
- C16:1
1 / L\__.A_’_AA_AL/\_»—’\-/JK——/—
0 2.0 30 4.0 50 g0 7.0 8.0 3.0 00 mmin

Tgr (mMin)
Fonte: Autor, 2016.

Nota: Esteres de acido graxo: C14:0 — miristico, C16:0 — palmitico, C16:1 — palmitoléico, C18:0 -

esteérico; C18:1 - oleico, C18:2 — linoléico; Tk € o Tempo de retengéo;
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Ao comparar os tempos de retencao dos picos do cromatograma do B100 de
Oleo de algodéo, Figura 23, com o cromatograma da andlise de padrbes de ésteres
metilicos injetados nas mesmas condi¢cdes instrumentais, foi possivel identificar e
quantificar os acidos graxos constituintes do 6leo de algodédo. Da mesma forma, foi
realizada a caracterizagcdo dos demais materiais graxos avaliados, cujos perfis em

acidos graxos estéo representados na Tabela 10.



Tabela 10 - Composi¢do em

acidos graxos, determinada por GC, para os 6leos avaliados durante o projeto.

OLEO ACIDOS GRAXOS SATURADOS (% massa)
C8:0 C10:0 C12:0 C14:0 C16:0 Cl6:1 C18:0 Ci18:1 C18:2 C18:3 C18:1 +OH C:20
Algodéo - - - 0,7 23,6 0,4 1,8 15,5 58,0 - - -
Canola - - - - 4,9 0,2 0,2 66,8 19,9 8,0 - -
Coco 5,2 4,2 40,1 20,9 12,6 - 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 - 14 34,9 58,0 - - -
Gordura de frango - - - 0,6 22,3 45 49 35,4 26,0 1,8 - -
Mamona - - - - 11 - 0,9 3,8 49 0,4 88,1 0,6
Milho - - - - 12,7 - 1,2 35,5 49,2 0,7 - 0,7
Soja - - - - 11,6 - 3,0 24,6 54,2 6,7 - -

Fonte: Autor, 2016.

78
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Os perfis de acidos apresentado na Tabela 9 foram utilizados para o calculo
da massa molecular dos triacilglicerideos dos materiais graxos empregados na
producdo de biodiesel e, consequentemente, determinar as relacées molares dos

reagentes nas reacdes de transesterificacdo de cada tipo de material graxo.
5.3.2 Analises de amostras de biodiesel provenientes de outras matérias primas

Para esta etapa do estudo, foram produzidos os padrBes analiticos de

biodiesel e trés amostras para cada matéria-prima com alcool metilico.

As Figuras 24 e 25, mostram os cromatograma do biodiesel padrdo de cada
matéria graxa empregada na producéo de biodiesel, todos analisados para o calculo

dos fatores resposta.

Figura 24 - Cromatogramas de B100 de algodao, canola, coco, dendé e gordura de
frango, analisados no método GC-coluna curta para a determinacdo dos fatores

resposta.

uWVix 100 000)

C14:0
C18:0; C18:1;

C12:0 C18:2; C18:3

C10:0

C16:0; C16:1

|
8100
2's 50
= B100 Metilico de Algodao
. E100 Metilico de Canola
= B100 Melilico de Coco
B100 Metilico de Dendé

B100 Metilico de Gordura de Frango

Fonte: Autor, 2016.



80

Figura 25 - Cromatogramas de B100 de gergelim, girassol, mamona e milho,

analisados no método GC- coluna curta para a determinacdo dos fatores respota.

3 nu‘n.-'[xml] 000j
hromatogram
9 C18:0; C18:1; |
70 C18:2; C18:3
50 S
50
C18:1 + OH
40 C16:0; C16:1 /
30
rIL,,_,_,‘__,,_,.. i — — ,[ Jlm_.._,_l._._._._n—""'_"
2['_.: . II s, } J!-—-“—-'-—-LJ—V—’-'-r_F'
104, / L. - 1
DIII—:‘ Y ffl (R L]L
] [
] Pl
T T T T T T

245 a0 75 12.5 15.0 175 min
= B100 Metilico de Gergelim
=  B100 Metilico de Girassal
=  B100 Metilico de Mamona
= B100 Metilico de Milho

Fonte: Autor, 2016.

Todas as amostras de biodiesel metilico foram analisadas no método GC-
coluna curta e no método da EN 14103 para comparacdo dos resultados, conforme

demonstrados na Tabela 11.

A metodologia de HPLC ndao foi aplicada, visto que, muitos materiais graxos
nao podem ser analisados sob as condi¢cdes desta metodologia pois, contaminam a
coluna cromatografica por precipitacao. Além disso, os cromatogramas da analise de
destes tipos de biodiesel apresentam algumas coeluicbes dos picos de
monoacilglicerideos e diacilglicerideos.
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Tabela 11 - Estudo comparativo do teor de ésteres metilicos em amostras de biodiesel

de outras matérias primas analisadas no método GC-coluna curta e EN 14103.

MATERIA-PRIMA | RENDIMENTO EM ESTERES ETILICOS (%)

GC-colunacurta (#0,6) EN 14103 GC (1)

14,3 13
Algodéao 43 43
63,5 62
17,0 15
Canola 34,2 28
41,4 40
48,8 23
Coco 62,0 32
68,7 32
30,8 31
Dendé 40,0 39
51,6 51

7,7

Gergelim 8,8
44,1 40
11,0 9
Girassol 40,0 40
54,5 53
Gordura 27,2 23
De 43,0 40
Frango 65,4 57
22,6 16
Mamona 25,2 20
65,2 52
6,9 5
Milho 40,4 34
54,3 54

Fonte: Autor, 2016.

De acordo com os resultados obtidos na determinacao de ésteres metilicos e
desvios padroes de ambos os meétodos, o método GC-coluna curta apresentou

coeréncia com o método EN 14103 nas analises do biodiesel metilico de algodéo,
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dendé e girassol. Para o biodiesel das demais matérias primas ocorreram bastantes

variacoes.

Em relacdo ao biodiesel de coco, a explicacdo referente a diferenca na
resposta da metodologia validada € em relacéo a deficiéncia do método da norma
EN 14103, visto que, esta foi desenvolvida e aplicada para amostras de biodiesel
proveniente de matérias-primas que apresentam apenas ésteres de C14 a C24 em

suas composicdes, enquanto o biodiesel de coco apresenta C8, C10 e C12.

A explicacao destas variacfes para as outras matérias-primas parece estar
associada ao grau de refinamento destes Oleos e gorduras, visto que, o biodiesel
produzido a partir da gordura de frango foi 0 que apresentou maiores discrepancias.
As outras amostras apresentaram pequenos erros e sempre para valores maiores
gue os obtidos através da EN 14103. Isto deve-se ao fato de que na metodologia de
coluna curta calcula-se o fator resposta e este é feito com base no biodiesel padréo,
ou seja, havendo impurezas na amostra, a massa medida para o célculo do fator
resposta nao ira corresponder de forma real aos picos integrados. Pode-se verificar
estas informacfes nas Figuras 24 e 25 onde séo observados picos indefinidos entre

10 e 15 minutos para as amostras de biodiesel que apresentam discrepancias.
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6 CONCLUSOES

O método GC-coluna curta, baseado na normalizacdo interna com fator
resposta tem boa seletividade para separar e identificar todos os constituintes da
amostra e determinar o conteudo total de ésteres alquilicos em amostras de

biodiesel metilico e etilico de soja.

Os limites de deteccéo e quantificacao obtidos séo valores significativamente
baixos e permitem ao analista trabalhar com pequenos niveis de concentracdo sem
afetar a confiabilidade de precisdo aceitavel, seja para separar, identificar ou

quantificar o ésteres alquilicos.

Considerando o erro determinado através do estudo da precisdo do método,
desvio padrao igual a 0,6, o0 método demonstrou ser robusto, visto que, 0 mesmo
nao demonstrou variacdes significativas nos valores de conversdo frente a

modificacdo do solvente utilizado no preparo da amostra e da forca ibnica do meio.

O método apresentou uma Gtima precisdo, tanto no teste da repetitividade
guanto na precisdo intermediaria, com um desvio padrdo menor que as

metodologias de referéncia e coeficiente de variacdo dentro do permitido.

Os valores encontrados para o fator de correlagéo, r, calculados para a
comparacdo das trés metodologias, indicaram boas corregcbes e a excelente

exatiddo do método GC-coluna curta.

O melhor nivel de recuperacéo foi obtido em amostras fortificadas com o

nivel mais préximo do limite de quantificacao.

De acordo com os resultados obtidos na determinagdo de ésteres metilicos
de matérias graxas estudas na segunda etapa no trabalho, o0 método GC-coluna
curta apresentou resultados semelhantes aos obtidos com o método EN 14103 para
a analise do biodiesel metilico de algodao, dendé e girassol. Em relacé&o ao Oleo de
coco, a metodologia validada é mais eficiente que a norma EN 141013. Quanto as
outras matérias-primas, pode-se perceber que é necessario que estes 6leos e

gorduras sejam refinados para evitar erros na determinagao do fator resposta.
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O meétodo GC-coluna curta € sensivel e robusto, visto que, ndo sofreu
variacdes significativas na determinacdo do teor de éteres quando variadas as

condicBes de preparo da amostra.
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7 PERSPECTIVAS

Construir a curva analitica para o método GC-coluna curta utilizado padrao

analitico de biodiesel etilico de soja.

Aplicar um estudo estatistico através de quimiometria no tratamento dos
cromatogramas obtidos, utilizando andlise de componentes principais (PCA, do
inglés, Principal Component Analysis) e Andlise de Agrupamentos Hierarquicos
(HCA, do inglés, Hierarquical Cluster Analysis) para a andlise exploratoria dos dados

e avaliar se o método € valido para todos os tipos de matérias-prima testados.
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