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RESUMO 
 

SANTOS, Bruno Lima dos. Análise simultânea dos ésteres e acilgliceróis do 
biodiesel por cromatografia líquida de alta eficiência com detector de índice de 
refração (CLAE-IR). Rio de Janeiro, 2015. Dissertação - Curso de Pós-Graduação 
em Tecnologia de Processos Químicos e Bioquímicos da Escola de Química, 
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015. 

 

Durante a reação de transesterificação de óleos vegetais para a produção do 

biodiesel, ocorre a formação de monoacilgliceróis (MAG), diacilgliceróis (DAG) 

(intermediários de reação) e a presença de triacilgliceróis (TAG) não reagidos. Estes 

acilgliceróis (contaminantes) presentes no biodiesel podem causar a formação de 

depósitos e o entupimento de filtros em motores de combustão. Visando assegurar 

que o biodiesel encontra-se dentro dos parâmetros de qualidade para que possa ser 

utilizado nos veículos, são estabelecidas as chamadas especificações, que são, em 

resumo, as características as quais um produto, nesse caso o biodiesel, deverá 

atender para que possa ser considerado adequado ao uso. No Brasil, as 

especificações do biodiesel são estabelecidas pela Agência Nacional do Petróleo, 

Gás Natural e Biocombustíveis (ANP) por meio da Resolução Nº 45, de 25 de agosto 

de 2014.  Atualmente, a técnica analítica mais empregada para a verificação da 

conformidade do biodiesel em relação ao teor de acilgliceróis (MAG, DAG e TAG), 

assim como do teor de ésteres (biodiesel) é a cromatografia gasosa (CG), ainda que 

sua utilização esteja relacionada a alguns inconvenientes, tais como: danos ao 

injetor e à coluna pela presença de traços de TAG no biodiesel, o que provoca a 

substituição da coluna em intervalos trimestrais; necessidade de derivatização da 

amostra, o que embora melhore a separação cromatográfica, também aumenta o 

tempo de análise; e o emprego de diversos padrões importados. O presente trabalho 

tem como principal objetivo o desenvolvimento de um método de identificação e 

quantificação do teor de acilgliceróis (MAG, DAG e TAG), assim como do teor de 

ésteres metílicos de ácidos graxos (EsMAG) presentes no biodiesel por 

cromatografia líquida da alta eficiência com detector de índice de refração (CLAE-

IR), uma vez que a metodologia atualmente empregada (CG), além de demandar 

uma quantidade maior de etapas de preparo da amostra, apresenta dificuldades 

técnicas não observadas na CLAE-IR. As amostras analisadas pelo método proposto 

(CLAE-IR) apresentaram resultados satisfatórios quando comparados aos resultados 
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obtidos pelo método de referência (CG), particularmente quando estes resultados 

encontravam-se dentro das faixas de aplicação dos métodos de referência. O 

método proposto, utilizando a técnica de CLAE-IR se mostrou promissor, inclusive 

com potencial para substituir o método de referência, já que apresentou resultados 

estatisticamente equivalentes, com 95% de confiança, quando comparado ao 

método de referência (CG) para as nove amostras comerciais analisadas neste 

trabalho. 

 

Palavras-chave: Biodiesel, cromatografia gasosa, cromatografia líquida de alta 

eficiência, índice de refração. 
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ABSTRACT 
 

SANTOS, Bruno Lima dos. Simultaneous analysis of esters and acyl glycerois of 
biodiesel by high performance liquid chromatography with refractive index 
detector. Rio de Janeiro, 2015. Dissertation - Curso de Pós-Graduação em 
Tecnologia de Processos Químicos e Bioquímicos da Escola de Química, 
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015. 
 

During the transesterification reaction of vegetable oils for biodiesel production, there 

are the formation of monoacylglycerol (MAG), diacylglycerol (DAG) - intermediates 

reaction - and unreacted triacylglycerol (TAG). These glycerides in biodiesel may 

clog filters and form deposit on engine parts during combustion. In order to ensure 

the biodiesel quality and enable its use in vehicles, specifications, which are the 

properties a product, in this case biodiesel, must meet to be considered suitable for 

its use are established. In Brazil, biodiesel specifications are established by the 

National Agency of Petroleum, Natural Gas and Biofuels through the Resolution No. 

45, August 25, 2014. Currently, the gas chromatography (GC) is the most widely 

employed analytical technique to verify the biodiesel quality in relation to the content 

of these glycerides as well as the fatty acid methyl esters (FAME), although its use 

has some disadvantages related to, such as: damage to the injector and column by 

the presence of TAG traces in biodiesel, resulting in the column replacement in 

quarterly intervals; sample derivatization, not only improves the chromatographic 

separation, but also increases analysis time; use of a variety of imported patterns. 

The main aim of this work is to develop a method to identify and quantify the 

glycerides (MAG, DAG and TAG) and the fatty acid methyl esters (FAME) content in 

biodiesel by high performance liquid chromatography with refraction index detector 

(HPLC-RI), since the current methodology used (GC) requires a greater amount of 

analysis steps and presents technical problems not found in HPLC-RI. Samples 

analyzed by the proposed method (HPLC-RI) has showed satisfactory results when 

compared with those obtained by the reference method (GC), particularly when these 

results were within the application ranges of the reference methods. The proposed 

method using the HPLC-RI has shown promising, with potential to replace the 

reference method, since were obtained statistically equivalent results, with 95% 

confidence, when the results of nine commercial samples analyzed in this work were 

compared to the reference method (GC). 
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Keywords: Biodiesel, gas chromatography, high-performance liquid chromatography, 

refractive index. 
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Capítulo 1 Introdução 

 

Uma avaliação sobre a parcela de contribuição das fontes renováveis na 

matriz energética brasileira pode ser obtida por meio do Relatório do Balanço 

Energético Nacional - Ano Base 2013 - Maio/2014, publicado, recentemente, pela 

Empresa de Pesquisas Energéticas (EPE).  

No citado relatório são reunidas as informações consolidadas sobre quanto e 

como se utilizou energia no Brasil em 2013, cabendo-se chamar a atenção para a 

grande parcela de contribuição das fontes renováveis na matriz energética brasileira 

(41%), o que faz da matriz energética do Brasil uma das matrizes com maiores 

índices de participação de renováveis.  

Avaliando-se o consumo de energia no setor de transportes, ainda de acordo 

com o Relatório da EPE, observa-se que o consumo de biodiesel (2,3%) superou o 

de gás natural (2,0%) no ano de 2013, ressaltando ainda mais a importância do 

biodiesel no cenário de combustíveis. 

O biodiesel tem se destacado, mundialmente, como uma alternativa ao diesel 

de petróleo, visto a possibilidade de sua utilização direta nos motores movidos a 

diesel, sem a necessidade de alterações dos mesmos. Além disso, o biodiesel 

destaca-se, principalmente, devido às suas características ambientais favoráveis 

(AGARWAL, 2001).  

No Brasil, o uso do biodiesel (B100) diretamente nos veículos não é 

autorizado, mas apenas o de sua mistura com o óleo diesel. A venda de diesel BX - 

nome dado à mistura de óleo diesel derivado do petróleo e um percentual (7%, 

atualmente) de biodiesel - é obrigatória em todos os postos que revendem óleo 

diesel, sujeitos à fiscalização pela Agência Nacional do Petróleo, Gás Natural e 

Biocombustíveis (ANP). A adição de até 7% de biodiesel ao óleo diesel foi 

amplamente testada, dentro de um programa de testes coordenado pelo Ministério 

de Ciência e Tecnologia (MCT), que contou com a participação da Associação 

Nacional dos Fabricantes de Veículos Automotores (Anfavea). Os resultados 

demonstraram, até o momento, não haver a necessidade de qualquer ajuste ou 

alteração nos motores e veículos que utilizem essa mistura (ANP, 2014). 
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Passados, praticamente, dez anos desde a inserção do biodiesel na matriz 

energética brasileira por meio da Lei Nº 11.097/05, sua cadeia produtiva teve de 

superar diversos obstáculos, ligados não apenas ao processo produtivo e ao de 

logística, mas, sobretudo, àqueles ligados à qualidade intrínseca requerida para o 

produto, ou seja, os aspectos técnicos e de qualidade que devem ser atendidos para 

que o uso pretendido seja possível.  

Santos (2007) relata que, apesar do importante avanço que foi a definição do 

marco regulatório, muitas outras questões relacionadas à produção e ao uso do 

biodiesel precisam ser debatidas, destacando dentre os aspectos técnicos, as 

questões relacionadas com a especificação do produto. 

Estabelecidas, inicialmente, pela Resolução ANP Nº 42, de 24 de novembro 

de 2004 - publicada no Diário Oficial da União (DOU) em 9 de dezembro de 2004 - 

Retificada pelo DOU de 19 de abril de 2005 e, atualmente, pela Resolução ANP Nº 

45, de 25 de agosto de 2014 - DOU de 26 de agosto de 2014, as especificações do 

biodiesel passaram por diversas mudanças até chegar à regulamentação atual. Tais 

mudanças foram motivadas pela necessidade de disponibilizar um produto de maior 

qualidade e, assim, facilitar a sua aceitação internacional.  

Tal qualidade é avaliada por meio de métodos analíticos e, durante os últimos 

anos, uma grande variedade desses métodos foi desenvolvida para a análise de 

misturas contendo ésteres de ácidos graxos (EsAG), monoacilgliceróis (MAG), 

diacilgliceróis (DAG) e triacilgliceróis (TAG) obtidos pela reação de transesterificação 

de óleos vegetais.  Dentre esses métodos, a cromatografia gasosa (CG), a 

cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE), a ressonância magnética nuclear 

(RMN) e a espectrometria de infravermelho (IV), têm sido utilizadas para a 

determinação dos teores desses constituintes (KNOTHE, 1998; RESOLUÇÃO ANP 

Nº 45, 2014). 

Estabelecidas pelo Conselho Nacional de Metrologia, Normalização e 

Qualidade Industrial - CONMETRO, as Diretrizes Estratégicas para a Metrologia 

Brasileira para os qüinqüênios 2008-2012 e 2013-2017 apontam as seguintes 

necessidades com relação aos biocombustíveis: 
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1) Intensificar a produção de Materiais de Referência Certificados (MRCs), 

com ênfase nas áreas estratégicas tais como biocombustíveis (2008-

2012). 

 

2) Estabelecer uma política para produção de MRCs, com ênfase nas áreas 

estratégicas de ponta, como, biocombustíveis e fármacos, e nas 

demandas do Sinmetro (2013-2017). 

 

Nesse contexto, foi desenvolvido entre os anos de 2008 e 2010, o Projeto 

Biorema - Reference Materials for Biofuel Specifications, que teve como principal 

objetivo o desenvolvimento de dois padrões de medição de bioetanol e biodiesel 

(soja e gordura animal), com valores de referência estabelecidos. Estes padrões 

foram desenvolvidos a partir de uma parceria entre o Instituto Nacional de 

Metrologia, Qualidade e Tecnologia (Inmetro - Brasil) e o National Institute of 

Standards and Technology (NIST - EUA).  

A parceria Inmetro - NIST possibilitou o desenvolvimento de um MRC de 

biodiesel de soja (Standard Reference Material® - SRM 2772), com valores 

certificados para diversos parâmetros da especificação do biodiesel. Entretanto, 

quanto aos valores para as frações em massa dos contaminantes glicerina (GL), 

MAG, DAG e TAG somente foram estabelecidos os valores denominados de 

“valores informativos”. Segundo os produtores do SRM 2772, os “valores 

informativos” seriam informações que poderiam ser consideradas de interesse para 

o usuário do SRM, mas, que por não haver informações suficientes, em virtude da 

quantidade limitada de análises realizadas, a avaliação consistente da incerteza 

associada com o valor não foi obtida (National Institute of Standards & Technology 

Certificate of Analysis Standard Reference Material® 2772 B100 Biodiesel - Soy-

Based). 

O Projeto Biorema possibilitou, também, o desenvolvimento de um MRC de 

biodiesel de colza por parte da Comunidade Européia, sendo este MRC utilizado no 

BIOREMA ILC Interlaboratory Comparison, que foi um programa de comparação 

interlaboratorial para a avaliação da capacidade de medição de laboratórios de 

controle de qualidade de biocombustíveis. Mais de 30 representantes de laboratórios 

http://www.nist.gov/
http://www.nist.gov/
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e instituições ao redor do mundo participaram do programa. Os resultados para os 

parâmetros analisados demonstraram uma relevante concordância entre as 

metodologias estabelecidas por entidades, como, o Comité Européen de 

Normalisation (CEN), da Europa; American Society for Testing and Materials 

(ASTM), dos EUA; e a Associação Brasileira de Normas Técnicas (ABNT). 

Conforme o relatório do BIOREMA ILC Interlaboratory Comparison, o 

biodiesel forma uma matriz muito complexa, para as quais ainda é necessário o 

desenvolvimento de muitos trabalhos de pesquisa, especialmente, no que diz 

respeito à melhoria da quantificação dos MAG, DAG e TAG. Segundo o relatório, a 

identificação consistente de todos os picos pertencentes aos grupos individuais, teria 

levado a uma melhor concordância dos resultados. Além disso, o envelhecimento da 

coluna cromatográfica, especialmente, quando é seguido procedimento descrito na 

Norma EN 14105, revela-se como um problema na quantificação dos DAG e TAG 

(Evaluation of results of ILC BIOREMA biodiesel - BIOREMA - EU Grant 219081 - 

Final Version, 25th of November 2010). 

A separação dos MAG, EsMAG, DAG e TAG por meio da CLAE com 

detecção por UV a 205 nm, com resolução analítica entre os constituintes de 

diferentes números de ligações duplas, foi obtida por Andrade (2011), o que torna 

factível a utilização de CLAE no monitoramento da qualidade do biodiesel.  

A detecção por UV a 205 nm, no entanto, não tem sensibilidade para os 

componentes saturados, o que limita a sua utilização para a quantificação das 

principais classes anteriormente citadas.  

Desta forma, o principal objetivo do presente trabalho é o desenvolvimento de 

um método de identificação e quantificação das principais classes constituintes do 

biodiesel, por cromatografia líquida da alta eficiência, empregando detector de índice 

de refração (CLAE-IR). A detecção por índice de refração se mostra adequada, uma 

vez que apresenta como principais vantagens, a capacidade de resposta 

proporcional às concentrações de quaisquer constituintes das classes alvo, assim 

como a sua fácil utilização. 
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Capítulo 2 Objetivo 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

Desenvolvimento de um método de identificação e quantificação simultânea 

das principais classes constituintes do biodiesel por cromatografia líquida da alta 

eficiência, com detector de índice de refração (CLAE-IR). 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

1) Separação os produtos de transesterificação, por extração em fase sólida 

(EFS), em frações enriquecidas em EsAG (biodiesel) e em glicerina combinada 

(MAG, DAG e TAG).  

2) Definição a fase móvel a ser utilizada na eluição isocrática para a 

separação e identificação das classes constituintes do biodiesel (MAG, EsAG, DAG 

e TAG) 

3) Verificação do mínimo detectável  pela metodologia proposta (CLAE-IR). 

4) Quantificação das classes constituintes do biodiesel (MAG, EsAG, DAG e 

TAG) por meio de padronização interna. 

5) Comparação dos resultados obtidos pela metodologia de referência 

(cromatografia gasosa) e pela metodologia proposta (CLAE-IR). 
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Capítulo 3 Revisão Bibliográfica 

 

3.1 O Biodiesel 

 

Segundo a Agência Nacional do Petróleo, Gás Natural e Biocombustíveis 

(ANP), o biodiesel é definido como um combustível composto de alquil ésteres de 

ácidos graxos de cadeia longa (EsAG), produzidos a partir da transesterificação de 

gorduras, de origem vegetal ou animal (triacilgliceróis - TAG). Além disso, para ser 

considerado um combustível, o biodiesel deve atender às especificações contidas no 

Regulamento Técnico de sua Resolução (MEHER et al., 2006; RESOLUÇÃO ANP 

Nº 45, 2014). 

O biodiesel é, normalmente, obtido pela reação de transesterificação, que 

ocorre a partir de três reações reversíveis consecutivas conforme apresentado na 

Figura 1 (MEHER et. al., 2006; GUARIEIRO, 2006). Os TAG são convertidos a 

DAG, que por sua vez são convertidos a MAG e, finalmente, a glicerina (GL) 

(GUARIEIRO, 2006). Neste processo são necessários três mols de álcool para reagir 

com um mol de TAG, a fim de produzir um mol de éster de ácido graxo (EsMAG) em 

cada etapa (GUARIEIRO, 2006). Em princípio, a transesterificação é reversível, 

embora o equilíbrio permaneça na direção da produção de EsMAG e GL 

(GUARIEIRO, 2006). Vale lembrar que, durante a produção do biodiesel a reação 

reversa não ocorre (ou seja, consideravelmente negligenciável), uma vez que a GL 

formada na reação não é miscível no produto, levando a um sistema de duas fases.  

Os contaminantes, tais como, MAG, DAG, TAG e GL, podem levar a 

problemas operacionais severos quando o biodiesel é utilizado nos motores, 

incluindo a formação de depósitos, entupimento de filtro e deterioração do 

combustível (MITTELBACH et al., 1983; HOLCAPEK et al., 1999; PLANK,  

LORBEER, 1995). Neste sentido, a ANP estabeleceu por meio da Resolução ANP 

Nº 45 de 26 de agosto de 2014, as especificações do biodiesel e as obrigações 

quanto ao controle da qualidade a serem atendidas pelos diversos agentes 

econômicos que comercializam o produto em todo o território nacional 

(RESOLUÇÃO ANP Nº 45, 2014). 
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Figura 1. Reações consecutivas reversíveis para transesterificação dos TAG. Os grupos R

’
, 

R
’’
 e R

’’’
 representam as cadeias hidrocarbônicas do ácido graxo saturado ou insaturado, podendo ser 

igual ou diferente.   

 

Um considerável número de especificações presentes na Resolução da ANP 

para o biodiesel trata da extensão na qual a reação de transesterificação foi 

completada. Estas especificações correspondem à determinação de GL livre, GL 

combinada ou ligada (MAG, DAG e TAG) e de GL total (livre + combinada) 

(KNOTHE et al., 2006). Para atender às exigências das especificações não é 

necessária a quantificação de componentes individuais do biodiesel, mas a 

quantificação das diferentes classes de compostos é fundamental. Por exemplo, 

para a determinação de MAG, DAG ou TAG (de acordo com as especificações 

européias), não é necessário saber que ácido (s) graxo (s) está (ão) ligado (s) à 

molécula de GL. Para a determinação de GL total, não importa o tipo de acilglicerol 

(MAG, DAG, TAG) ou de onde se origina a GL livre (KNOTHE et al., 2006).  

Atualmente, algumas normas já especificam limites para os constituintes do 

biodiesel como a americana (ASTM D6751, 2015), a européia (EN 14214, 2013) e a 

brasileira (RESOLUÇÃO ANP Nº 45, 2014).  Na Tabela 1, são apresentadas as 
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especificações americana, européia e brasileira para algumas propriedades de 

qualidade do biodiesel. 

 

Tabela 1. Limites de quantidade (% massa) de MAG, DAG, TAG, EsMAG e glicerina livre e 

total no B100 por especificações americana, européia e brasileira 

Propriedade  
ASTM D6751                  

(2015) 

EN14214                  

(2013) 

Resolução ANP  

N
o 
45 (2014) 

MAG (% em massa) 0,40 ≤ 0,80 0,70 (máx.) 

DAG (% em massa) - ≤ 0,20 0,20 (máx.) 

TAG (% em massa) - ≤ 0,20 0,20 (máx.) 

GL Livre (% em massa) ≤ 0,02 ≤ 0,02 0,02 (máx.) 

GL Total (% em massa) ≤ 0,24 ≤ 0,25 0,25 (máx.) 

Ésteres (% em massa) - ≥ 96,5 96,5 (mín.) 

MAG - Monoacilgliceróis; DAG - Diacilgliceróis; TAG -Triacilgliceróis; GL - Glicerina. 

 

  As especificações brasileiras são bastante similares às especificações 

americanas e européias. 

 

3.2 Os métodos analíticos utilizados para o monitoramento da reação de 

transesterificação  

 

Como mostrado anteriormente, a reação de transesterificação proporciona 

ésteres de ácidos graxos. No entanto, a mistura final é também composta por 

glicerol (co-produto principal), álcool, catalisador, MAG, DAG e TAG, bem como os 

ácidos graxos livres. Estes e outros contaminantes do biodiesel podem levar a 

problemas operacionais e ambientais graves. Nesse sentido, se faz necessário 

estabelecer normas que limitem a quantidade desses contaminantes no biodiesel, de 

forma a se obter um produto com a qualidade esperada. Knothe (2005) afirmou que 

a introdução e a comercialização bem-sucedida do biodiesel têm sido 

acompanhadas pelo desenvolvimento de normas para garantir a alta qualidade do 

produto e a confiança do usuário. Normas de biodiesel como a EN 14214 (2013) e a 

ASTM D6751 (2015) já haviam sido desenvolvidas na Europa e nos EUA, 

respectivamente. Estas normas são geralmente empregadas como referência para 

estabelecer outras normas e suas análises (KNOTHE, 2005). 
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No Brasil, atualmente, a Resolução ANP Nº 45, de 25 de agosto de 2014 - 

publicada no DOU em 26 de agosto de 2014 fornece as especificações do biodiesel 

puro (B100) e as metodologias para a sua caracterização. Em suma, as análises 

estabelecidas na Resolução Brasileira são realizadas de acordo com as normas 

estabelecidas pela American Society for Testing and Materials (ASTM) e pela 

European Standards (EN), assim como pela Associação Brasileira de Normas 

Técnicas (ABNT) (RESOLUÇÃO ANP Nº 45, DE 25.8.2014).  

As propriedades que são utilizadas para definir a qualidade do biodiesel 

podem ser divididas, basicamente, em dois grupos. Um deles, que também é usado 

para o óleo diesel, e o outro que descreve a composição e pureza dos ésteres de 

ácidos graxos. O primeiro inclui, por exemplo, densidade, viscosidade, ponto de 

fulgor, % de enxofre, resíduo de carbono Conradson, % de cinzas sulfatadas, 

número de cetano e índice de acidez. Já o segundo, compreende, metanol, glicerol 

livre, glicerol total, os teores de fósforo, o conteúdo de água e ésteres, bem como, 

outras propriedades descritas nas normas de referência citadas anteriormente. A 

cromatografia e a espectrometria são os métodos analíticos mais utilizados para a 

análise de biodiesel, mas procedimentos baseados em propriedades físicas também 

estão definidos nas normas de referência (MONTEIRO et al., 2008). 

Durante os últimos anos, vários métodos analíticos foram desenvolvidos para 

a análise de misturas contendo ésteres de ácidos graxos, MAG, DAG e TAG obtidos 

pela reação de transesterificação de óleos vegetais.  Dentre estes métodos, pode-se 

destacar a cromatografia em camada fina (CCF), a cromatografia gasosa (CG), a 

cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE), a cromatografia por permeação em 

gel (CPG), a ressonância magnética nuclear de hidrogênio (RMN H1) e a 

espectroscopia na região do infravermelho próximo.  É importante ressaltar que, as 

técnicas de análise necessitam ser precisas, confiáveis, reproduzíveis, rápidas e 

simples.  Sendo assim, a cromatografia gasosa tem sido o método mais aceito para 

a análise do biodiesel devido ao alto nível de precisão (KNOTHE, 1998). 

No entanto, o desvio da linha de base, a sobreposição de sinais, o 

envelhecimento dos padrões e das amostras podem afetar significativamente a 

precisão da análise por CG. Além disso, análises de CG, freqüentemente, 

necessitam de derivatização da amostra, principalmente, para proporcionar 
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derivados do trimetilsilil dos grupos hidroxila. Embora este procedimento melhore a 

separação cromatográfica, ele, também, aumenta o tempo total de análise. A análise 

de CLAE é menos empregada na caracterização de biodiesel, mas, o tempo total de 

análise é mais curto do que na CG e a derivatização da amostra não é necessária. 

Além disso, esta técnica pode ser aplicada ao biodiesel obtido a partir de matérias-

primas diferentes e é mais apropriado para análise de misturas do que a CG. A RMN 

é uma técnica excelente, mas, a instrumentação e os custos de manutenção são 

relativamente elevados (MONTEIRO et al., 2008). 

Neste trabalho, foi feita uma revisão bibliográfica mais detalhada apenas das 

técnicas de cromatografia gasosa e líquida para a quantificação de ésteres de 

ácidos graxos, MAG, DAG e TAG, conforme pode ser visto nos itens 3.2.1 e 3.2.2. 

 

3.2.1 A cromatografia gasosa para a caracterização de biodiesel 

 

A CG é utilizada para a separação de compostos volatilizáveis, isto é, os 

analitos a serem separados devem apresentar uma razoável pressão de vapor à 

temperatura de separação.  Do mesmo modo, à medida que aumenta o caráter 

iônico do composto e, portanto, diminui a sua volatilidade, também é reduzida a 

possibilidade de separação via CG. Por outro lado, na CLAE são separados os 

compostos polares e os não polares, para os quais a pouca volatilidade não é um 

inconveniente limitante (AQUINO NETO, NUNES, 2003). 

Na CG é necessário que a amostra seja suficientemente volátil, a fim de que 

possa passar pela coluna na forma de vapor, e estável termicamente para não se 

decompor nas condições de separação. Os métodos de detecção utilizados em CG 

são mais rápidos e sensíveis, a aparelhagem mais fácil de ser manipulada e em 

geral mais barata (AQUINO NETO, NUNES, 2003). 

Uma ampla variedade de técnicas cromatográficas tem sido empregada, com 

sucesso, na caracterização do biodiesel, na quantificação de componentes 

minoritários (contaminantes) e na análise de misturas de biodiesel e óleo diesel. 

Muitas destas técnicas utilizam a cromatografia em fase gasosa. No entanto, o 

produto final da reação de transesterificação pode conter traços de TAG, os quais 

podem prejudicar alguns componentes do equipamento de CG, como, por exemplo, 
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o injetor e a coluna. Para evitar este problema, é importante assegurar a completa 

conversão da reação de transesterificação do óleo vegetal (PINTO et al., 2005; 

GUARIEIRO, 2006). 

Com relação à determinação dos teores de GL, assim como, dos teores 

residuais de MAG, DAG e TAG, conforme estabelecido pela Resolução ANP Nº 45, 

de 25 de agosto de 2014, são empregados os métodos padronizados de CG, de 

acordo com as normas ASTM D6584 (2013) e EN 14105 (2011). Estes métodos 

utilizam o reagente silanizante MSTFA (n-metil-n-trimetilsilil-trifluoroacetamida) para 

a etapa de derivatização. A padronização interna é empregada com 1,2,4-butanotriol 

para a quantificação da GL e com tricaprina para a quantificação dos MAG, DAG e 

TAG. As soluções padrão com monooleína, dioleína e trioleína são usadas para a 

obtenção dos tempos de retenção e da região do cromatograma onde serão eluídos 

os MAG, os DAG e os TAG presentes na amostra. A Tabela 2 apresenta as 

condições empregadas na análise de biodiesel para a determinação dos percentuais 

em massa de MAG, DAG e TAG por CG, por meio das normas européia (EN 14105, 

2011), americana (ASTM D6584, 2013) e brasileira (NBR 15908, 2012). 

 

Tabela 2. Condições empregadas na análise de biodiesel para a determinação dos 

percentuais de MAG, DAG e TAG, por CG, por meio das normas européia (EN 14105, 2011), 

americana (ASTM D6584, 2013) e brasileira (NBR 15908, 2012) 

 EN 14105 ASTM D6584 NBR 15908 

 

Coluna capilar 

100% dimetilpolisiloxano e 

5% difenilpolisiloxano; 

Comprimento: 10 m; 

Diâmetro interno: 0,32 mm; 

Espessura do filme: 0,1 µm; 

5% fenilpolidimetilsiloxano; 

Comprimento: 10 m ou 15 m; 

Diâmetro interno: 0,32 mm; 

Espessura do filme: 0,1 µm; 

95% dimetilpolisiloxano e 5% 

fenil-metilpolisiloxano; 

Comprimento: 30 m; 

Diâmetro interno: 0,32 mm; 

Espessura do filme: 0,1 µm; 

Temperatura 

do forno 
Inicial: 50 ºC e Final: 370 ºC Inicial: 50 ºC e Final: 380 ºC Inicial: 50ºC e Final: 380ºC 

Injetor On Column On Column 
 

On Column 

 

A partir da Tabela 2 pode-se observar que as três normas não apresentam 

grandes diferenças nas condições de análise. Ressalta-se, entretanto, a diferença 

do comprimento da coluna cromatográfica especificada pela norma NBR 15908 em 

relação às outras normas, o que pode levar a um aumento do tempo de análise.  
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Para a determinação do teor de EsMAG, também são empregados os 

métodos padronizados de CG conforme definido pela Resolução ANP Nº 45, de 

25.8.2014. Pode ser utilizado tanto o método europeu, estabelecido pela norma EN 

14103 (2011), quanto o brasileiro, estabelecido pela norma NBR 15764 (2012). A 

Tabela 3 apresenta as condições empregadas na análise de biodiesel para a 

determinação do percentual em massa de EsMAG por CG, por meio  das normas 

européia (EN 14103, 2011) e brasileira (NBR 15764, 2012). 

 

Tabela 3. Condições empregadas na análise de biodiesel para a determinação do percentual 

de EsMAG por CG, por meio das normas européia (EN 14103, 2011) e brasileira (NBR 15764, 2012) 

 EN 14103 NBR 15764 

Coluna capilar 

Polietilenoglicol (Carbowax 20M); 

Comprimento: 30 m; 

Diâmetro interno: 0,25 mm; 

Espessura do filme: 0,25 µm 

95% de dimetilsiloxano e 5% 

fenilpolisioxano; 

Comprimento: 30 m; 

Diâmetro interno: 0,32 mm; 

Espessura do filme: 0,1 µm 

Temperatura do forno Inicial: 60 ºC e Final: 240 ºC Inicial: 50 ºC e Final: 380 ºC 

Injetor Split On Column 

 

A partir da Tabela 3 pode-se observar que as duas normas apresentam 

diferenças significativas nas condições de análise, particularmente com relação ao 

tipo de injeção e temperatura do forno.  

A Figura 2 ilustra o cromatograma padrão de uma amostra de biodiesel, 

obtido por CG, contido na Norma ASTM D6584 (2013) e utilizado como referência 

para a quantificação do teor de MAG, DAG e TAG. São destacadas no 

cromatograma as principais classes constituintes do biodiesel. Já as Figuras 3 e 4, 

ilustram os cromatogramas das análises realizadas pelo Laboratório de 

Combustíveis e Derivados Petróleo da Escola de Química da Universidade Federal 

do Rio de Janeiro (LABCOM/EQ/UFRJ), de amostras comerciais de biodiesel. A 

Figura 3 se refere à determinação do teor de MAG, DAG e TAG segundo a Norma 

ASTM D6584 (2013) e a Figura 4 à determinação do teor de EsMAG segundo a 

Norma EN 14103 (2011). 
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Figura 2. Cromatograma padrão de biodiesel, obtido por CG segundo a Norma ASTM D6584 (2013). 

 

 

Figura 3. Cromatograma de uma amostra comercial de biodiesel, obtido por CG segundo a 

Norma ASTM D6584 (2013) para a determinação do teor de MAG. DAG e TAG. 

  

 Observa-se a partir da Figura 3 a complexidade de distinção dos picos 

referentes a cada classe constituinte do biodiesel (MAG, DAG e TAG), o que exige a 

utilização dos padrões de monooleína, dioleína e trioleína para identificação e 

quantificação destas classes.  
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Figura 4. Cromatograma de uma amostra comercial de biodiesel, obtido por CG segundo a 

Norma EN 14103 (2011) para determinação do teor de EsMAG. 

 

 Na Figura 4 é ilustrado o cromatograma de uma amostra comercial de 

biodiesel, obtido por CG segundo a Norma EN 14103 (2011) para determinação do 

teor de EsMAG.  Segundo a norma EN 14103 (2011), a quantificação do teor 

EsMAG deva levar em consideração a integração de todos os picos compreendidos 

entre o éster metílico de ácido hexanóico (C6:0) e o éster metílico de ácido 

nervônico (C24:1), utilizando como padrão interno o éster metílico de ácido 

nonadecanóico (C19). Com isso, observa-se uma menor complexidade para a 

quantificação do teor de EsMAG em relação à quantificação dos teores de MAG, 

DAG e TAG. 

 

3.2.2 A cromatografia líquida de alta eficiência na análise de biodiesel  

 

Embora não tão comum para análise de biodiesel quanto a CG, a CLAE 

apresenta uma vantagem em comparação aos métodos de CG, que está relacionada 

ao fato de que os procedimentos de derivatização, geralmente, demorados e 

dispendiosos, não são necessários, podendo reduzir o tempo de preparo da 

amostra. Outro ponto positivo é que, diferentemente da CG, na CLAE a pouca 

volatilidade não é um inconveniente limitante (AQUINO NETO, NUNES, 2003).  

A principal vantagem da CLAE sobre a CG é a baixa temperatura durante a 

análise, o que reduz o risco de isomerização das ligações duplas das cadeias 

carbônicas (CZAUDERNA, KOWALCZYK, 2001; LI et al., 2009).  
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As técnicas de detecção associadas com o sistema de CLAE incluem índice 

de refração (IR), ultravioleta (UV), fluorescência, evaporativo de espalhamento de luz 

(EEL) e a detecção por espectrometria de massa (EM). A utilização de detectores de 

IR ou UV são, relativamente, comuns e de mais baixo custo do que os outros 

sistemas de detecção. Alguns estudos descritos na literatura utilizando o sistema de 

CLAE com detecção de IR e de UV para a quantificação de EsMAG estão resumidos 

na Tabela 4 (NENG-CHOU SHANG et al., 2012). 

Um problema frequente relacionado à análise de biodiesel por CLAE é a 

quantificação de EsMAG, devido a uma separação cromatográfica ruim entre o 

palmitato de metila e oleato de metila. Os picos cromatográficos destes ésteres se 

sobrepõem e dificultam a quantificação pela análise por CLAE. Segundo Neng-Chou 

Shang et al. (2012), a utilização de gradiente de eluição visando à separação e 

quantificação destes ésteres tem sido um desafio. Os ácidos palmítico e oléico são 

os principais ácidos graxos presentes em muitos óleos e gorduras, incluindo canola, 

milho, óleos de semente de algodão, colza, cártamo, soja, girassol, sebo e outros 

óleos. Um método confiável ainda é necessário para uma boa separação entre o 

palmitato de metila e o oleato de metila nas amostras de biodiesel quando a CLAE é 

utilizada (NENG-CHOU SHANG et al., 2012).  

Um dos primeiros artigos sobre o uso da CLAE na análise de misturas de 

TAG foi descrito na literatura em 1990 (TRATHNIGG, MITTELBACH, 1990).  Neste 

trabalho, determinou-se a quantidade de MAG, DAG e TAG em EsAG usando a 

CLAE acoplada a cromatografia por permeação em gel (CPG) isocrática, com 

detecção por densidade. A separação foi realizada pelo acoplamento de uma coluna 

de sílica ciano-modificada com duas colunas de permeação em gel.  O clorofórmio, 

contendo um teor de 0,6% de etanol, foi utilizado como eluente.  Este sistema 

permitiu a detecção de ésteres metílicos e de MAG, DAG e TAG como classes de 

compostos orgânicos e, também, foi útil para a determinação do grau de conversão 

durante as reações de transesterificação (TRATHNIGG, MITTELBACH, 1990). 
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Tabela 4. Condições experimentais descritas na literatura, usando o sistema CLAE com detecção UV ou IR, para a quantificação de EsMAG 

Referência Detector Condições da fase móvel 

Noureddini et al., 2004 

Saka and Kusdiana, 2001 

Colucci et al., 2005  

Meher et al., 2006  

IR 

Acetona:acetonitrila (50:50, % volumétrico) 

Metanol 

Tetrahidrofurano 

Metanol 

Holcapek et al., 1999  

Komers et al., 2001  

 

Jeong et al., 2004  

Shibasaki-Kitakawa et al., 2007  

UV(205 nm) 

Gradiente de eluição: (1) i-propanol-hexano, (2) acetonitrila, i-propanol, hexano e água 

Gradiente de eluição: (1) acetonitrila:água (80:20, % volumétrico). (2) acetonitrila e i-propanol-hexano (40:50, 

% volumétrico) 

Acetonitrila:acetona:água (48:48:4, % volumétrico) 

Gradiente de eluição de acetonitrila, i-propanol e água ultra pura 

Juanéda and Sébédio, 1999  

Talukder et al., 2006  

Türkan and Kalay, 2006  

UV(210 nm) 

Hexano:acetonitrila (100:2, % volumétrico) 

Gradiente de eluição de metanol, i-propanol e hexano 

Gradiente de eluição de acetonitrila e acetona 

Nightingale et al., 1999  UV(220 nm) Hexano:i-propanol (98:2, % volumétrico) 

Fonte: NENG-CHOU SHANG et. al., 2012 
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Semporé e Bézard, em 1992, estudaram a separação de MAG por meio da 

CLAE em fase reversa (FR) com detector de índice de refração (IR) utilizando 

diferentes proporções de fases móveis compostas por acetonitrila e água. Os MAG 

foram separados de acordo com o tamanho da cadeia e o grau de insaturação. 

Em 1997, Noureddini e Zhu, também empregaram a CLAE-FRNA com 

detector de índice de refração para o estudo da cinética de transesterificação do 

óleo de soja com metanol. Foi utilizada uma coluna Spherisorb ODS2 com base de 

sílica para separação e uma fase móvel composta por 50 % de acetonitrila e 50% de 

acetona (NOUREDDINE, ZHU, 1997).  

A CLAE-FR foi empregada por Holcapek et al. (1999) para a separação de 

TAG, DAG, MAG e EsMAG dos ácidos oleico, linoleico e linolênico, assim como, os 

ácidos graxos livres (AGL), em 25 min. Foi usado um gradiente linear constituído de 

água, acetonitrila e uma mistura de i-propanol:n-hexano (5:4, % volumétrico). 

Já em 2001, Holcapek, Jandera e Fischer empregaram a CLAE-FR, com duas 

colunas NovaPak C18 em série, para a separação de TAG, DAG, MAG e EsMAG 

com o mesmo número de carbono equivalente (NCE). O NCE é definido como o 

número de carbono total (NC) em todas as cadeias acil do acilglicerol menos duas 

vezes o número de ligações duplas (NLD), NCE = NC - 2 NLD.  Este método 

forneceu informações detalhadas sobre a composição de acilgliceróis em vários 

óleos. Os autores revisaram o método da CLAE com detector por espectrometria de 

massas com ionização química à pressão atmosférica (EM-IQPA) quanto à sua 

aplicabilidade para a análise de acilgliceróis e de EsMAG. Foram empregados 

diferentes métodos de detecção: detector de absorção no ultravioleta (UV) a 205 nm, 

o detector evaporativo de espalhamento de luz (DEEL) e o detector por EM-IQPA, no 

modo de íons-positivos. A sensibilidade e a linearidade dos vários detectores (UV a 

205 nm, DEEL e por EM) foram comparada. 

Em 2001, Komers e colaboradores, também, realizaram um estudo para a 

determinação de MAG, DAG e TAG utilizando detector UV, em 205 nm, em estudos 

de transesterificação, com metanol, para o óleo de canola. Neste estudo foi 

empregada uma coluna de 150 mm x 3 mm com uma pré-coluna 30 mm x 3 mm, 

ambas constituídas com a fase estacionária de octadecilsilano (C-18), com 

partículas de diâmetros de 7 µm e fase móvel constituída de acetonitrila:água 80:20 
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(A), acetonitrila (B) e n-hexano:i-propanol 40:50 (C). Empregou-se o gradiente: a) 0 

min a 2 min (100 % A), b) 2 min a 12 min (100 % B), c) 12 min a 22 min (50 % B e 50 

% C), d) 22 min a 29 min (100 % B), (e) 30 min a 32 min (100 % B) e f) 32 min a 33 

min (100 % A). 

Kusdiana e Saka, em 2001, aplicaram a cromatografia líquida de alta 

eficiência em fase reversa não-aquosa (CLAE-FRNA) para estudar a cinética de 

transesterificação do óleo de colza com metanol supercrítico. Os picos foram 

identificados por meio da comparação entre o tR da amostra e o da substância 

padrão. 

Em 2003, Cheng e Wu aplicaram o método da CLAE-FRNA, adaptado de 

Holcapek et al. (1999) para a determinação do teor de EsMAG, em misturas 

reacionais obtidas pela metanólise do óleo de soja (CHENG, WU, 2003). A utilização 

de metanol e i-propanol:n-hexano (5:4, % volumétrico), como fase móvel foi descrita 

nos trabalhos de Holcapek (HOLCAPEK et al., 1999; HOLCAPEK et al., 2001) 

apenas para a separação de TAG e EsMAG. No entanto, uma adaptação neste 

método permitiu a separação de EsMAG, MAG, DAG e TAG (CHENG, WU, 2003). 

Em 2006, Cunha e Oliveira, utilizaram a CLAE-FRNA com DEEL para a 

análise de diferentes óleos vegetais (algodão, milho, amendoim, soja, avelã, noz, 

gergelim e oliva). Neste estudo quinze produtos foram separados e identificados.  

Stavarache et al., 2007, estudaram os efeitos da utilização de um reator 

ultrassônico de fluxo contínuo sobre a reação de transesterificação, visando avaliar a 

possibilidade de substituição da agitação clássica pelo ultrassom e fornecer uma 

visão sobre uma possível tecnologia a ser aplicada. O teor de biodiesel foi 

determinado por CLAE com detector de índice de refração com uma coluna Cadenza 

CD-C18 de base polimérica e fase móvel com 70 % de acetona e 30 % de 

acetonitrila (% volumétrico). 

Não foram encontrados registros de análises simultâneas empregando a 

CLAE-IR para a identificação e para a quantificação dos MAG, EsMAG, DAG e TAG. 

Em 2008, Nicola et al. otimizaram um método para a análise de EsMAG e de 

glicerina combinada por CLAE-FRNA, usando um gradiente binário com detecção 

UV. 
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Andrade (2011) estudou a separação por CLAE de amostras de biodiesel 

produzidos a partir de oleaginosas distintas (soja, milho, girassol, canola, linhaça, 

algodão e pinhão manso) utilizando eluição por gradiente para a obtenção de um 

perfil cromatográfico das principais classes do biodiesel (MAG, EsMAG, DAG e 

TAG). A fase móvel foi composta de metanol (A) e uma mistura de i-propanol/n-

hexano (5:4, % volumétrico) (B). Um gradiente binário com duas rampas lineares foi 

empregado: 0 % a 50 % B de 0 min a 15 min, seguido de 50 % a 100 % B até 25 min 

de análise e, então, por eluição isocrática com 100 % B por mais 5 min (ANDRADE, 

2011; ANDRADE, MAZZEI e D’AVILA, 2011). 

Utilizando duas metodologias analíticas distintas por meio da CLAE (UV a 205 

nm), Carvalho (2012) conseguiu determinar, simultaneamente, as quantidades totais 

de MAG, DAG, TAG e EsMAG em alcoólise de diferentes amostras de óleo (método 

A) e a composição de ácidos graxos dos óleos analisando seus ésteres metílicos 

derivados (método B). Ambos os métodos apresentaram boa repetibilidade (desvio 

padrão relativo inferior a 3 %), linearidade (r2 > 0,99) e sensibilidade (limite de 

quantificação). O método B foi comparado com o método oficial da American Oil 

Chemists’ Society (AOCS) por cromatografia gasosa com detector de ionização de 

chama (CG-DIC), para a determinação de EsMAG em amostras de biodiesel. 

Semelhantemente aos demais estudos citados anteriormente, Carvalho (2012) 

também utilizou um gradiente de eluição composto de metanol (MeOH) e i-propanol-

hexano 5:4 (% volumétrico), tendo como principal diferença as rampas utilizadas, 

sendo 100% de MeOH em 0 min, 50 % de MeOH e 50 % de i-propanol-hexano 5:4 

(% volumétrico) em 10 min mantendo com eluição isocrática por 10 min. Já com 

relação à determinação da composição dos ácidos graxos dos óleos, foi utilizada 

eluição isocrática empregando acetonitrila como fase móvel durante 34 min 

(CARVALHO, 2012). 

Com base na pesquisa bibliográfica realizada, observa-se que, na maioria dos 

casos, a separação das principais classes constituintes do biodiesel (MAG, EsAG, 

DAG e TAG) por CLAE, leva em consideração a eluição por gradiente para obtenção 

de um perfil cromatográfico destas classes. Em linhas gerais, utiliza-se uma fase 

móvel composta de metanol (A) e uma mistura de i-propanol/n-hexano (5:4, % 
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volumétrico) (B), variando-se apenas as proporções e o tempo nos quais esse 

gradiente binário será empregado no decorrer da análise. 

Sendo assim, de forma a se obter uma melhor condição de separação das 

classes constituintes do biodiesel, foram estudadas diferentes composições de fase 

móvel. Estudou-se, inicialmente, apenas as variações da proporção do solvente A 

(metanol) e do solvente B [i-propanol/n-hexano 5:4 (% volumétrico)] na composição 

da fase móvel e também as variações da proporção do solvente B (i-propanol/n-

hexano) na composição final da fase móvel.   

 

3.3 A extração em fase sólida (EFS) na separação dos constituintes do 

biodiesel 

 

A EFS pode ser utilizada em substituição à extração líquido-líquido (ELL) e 

segue os princípios da CLAE. Essa substituição se deve a alguns problemas 

encontrados na ELL, como por exemplo, a formação de emulsão, o que pode 

diminuir o rendimento da remoção de um analito de uma das fases (RUIZ-

GUTIÉRRREZ, PÉREZ-CAMINO, 2000).  

Trabalhos na literatura mostram que a EFS pode ser usada como técnica pré-

cromatográfica e pré-espectroscópica no tratamento de amostras para posterior 

análise em espectroscopia na região do UV, em CG e em CLAE (RUIZ-

GUTIÉRRREZ, PÉREZ-CAMINO, 2000). 

A EFS tem sido descrita na literatura como uma técnica para análise de 

gorduras comestíveis, óleos e amostras biológicas (RUIZ-GUTIÉRRREZ, PÉREZ-

CAMINO, 2000). Desta forma, a utilização da EFS em biodiesel apresenta grande 

potencial, uma vez que o biodiesel é constituído, majoritariamente, de lipídeos e 

seus derivados.  

Dentre as fases estacionárias mais utilizadas nos cartuchos empregados na 

EFS, para a separação de lipídeos, destaca-se a sílica gel. Esta fase estacionária é 

capaz de separar classes polares e não polares. Nesta situação, as misturas 

utilizadas são n-hexano:dietil éter (98:2, % volumétrico) e metanol, n-hexano:dietil 

éter (90:10, % volumétrico) e clorofórmio:metanol (2:1, % volumétrico). Entretanto, 

para uma separação mais eficiente, podem ser utilizados suportes de sílica 
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modificados com grupamentos NH2, -N+CH3
+, octadecilsilano (C18), dentre outras. 

Também nessa situação são empregadas variadas misturas de solventes para a 

obtenção de frações enriquecidas nos componentes de interesse (RUIZ-

GUTIÉRRREZ, PÉREZ-CAMINO, 2000). 

No trabalho de Kaluzny et al. (1985) foi descrito um método para a separação 

de diferentes classes lipídicas utilizando da técnica de EFS. A fase estacionária dos 

cartuchos era constituída de aminipropilsilano e estes foram, previamente, 

acondicionados com n-hexano. O extrato lipídico utilizado neste trabalho era 

constituído de MAG, DAG, TAG, éster colesteril, colesterol, AGL e fosfolipídeos. 

Essa mistura foi solubilizada em clorofórmio e aplicada no cartucho 1. Desta forma, 

os lipídeos neutros (MAG, DAG, TAG, éster colesteril e colesterol) ficaram retidos e 

foram eluídos com clorofórmio: i-propanol (2:1, % volumétrico). Esta fração, 

contendo os lipídeos neutros foi secada sob fluxo de nitrogênio e ressolubilizada em 

n-hexano e, em seguida, aplicada no cartucho 2. Foram eluidos os ésteres colesterol 

com n-hexano e os MAG, DAG, TAG e o colesterol ficaram retidos no cartucho 2. 

Sendo assim, o terceiro cartucho foi acoplado ao segundo, procedendo a eluição 

dos TAG com uma mistura de n-hexano com 1% éter dietílico e 10% cloreto de 

metileno. Nesta etapa, foram eluídos 90% do colesterol, DAG e MAG e no cartucho 

3 apenas 10% de colesterol. O colesterol presente nos cartuchos 2 e 3 foi eluído 

com 5% de acetato de etila em n-hexano. Com isso, os DAG e os MAG ficaram 

retidos no cartucho 2, sendo eluídos posteriormente com 15% de acetato de etila em 

n-hexano e com clorofórmio:metanol (2:1, % volumétrico). Após obter os resultados 

de recuperação das classes, os autores inferiram que há eficiência na separação 

dessas classes por EFS (KALUZNY et al., 1985).  

Um método simples para a separação de lipídeos neutros, AGL e lipídeos 

polares foi descrito por Hamilton e Comai (1988). Foram utilizadas diferentes 

proporções dos solventes n-hexano e metil t-butil éter, de forma a se obter uma 

eluição progressiva dos ésteres de colesterol e dos TAG, obtendo-se ao final do 

estudo uma recuperação superior a 96%. 

 Já em 1996, Përez-Camino, Moreda e Cert, descreveram um método eficiente 

e de boa reprodutibilidade para a determinação de isômeros dos DAG em óleos 

vegetais, utilizando a EFS, seguida pela análise por CG. Este método possibilitou 
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tanto a quantificação, quanto a separação dos DAG de acordo com o número de 

carbonos (NC), a estrutura isomérica (1,2 e 1,3) e o grau de instauração. O efeito da 

insaturação na retenção dos DAG depende do número e da localização das ligações 

duplas na molécula. 

Também por meio da EFS, Pinkart, Devereux e Chapman (1998), 

desenvolveram um método para a separação de classes de lipídeos encontrados em 

microorganismos (polihidroxialcanoatos, fosfolipídeos, esteróis, TAG, DAG, MAG e 

ésteres). O método baseou-se na utilização de cartuchos de aminopropilsilano como 

fase estacionária e na aplicação sobre lipídeos extraídos da cianobactéria Spirulina 

platensis. A recuperação de todas as classes lipídicas, com exceção dos 

polihidroxialcanoatos e esteróis, foi de 91 a 99%. 

Uma adaptação do método desenvolvido por Pinkart, Devereux e Chapman 

(1998), foi realizada por Ruiz et al. (2004) para a análise das principais classes 

lipídicas (lipídeos neutros, ácidos graxos livres e lipídeos polares) de uma amostra 

de músculo de porco, também por meio da EFS. A gordura intramuscular foi 

dissolvida em n-hexano:clorofórmio:metanol (95:3:2, % volumétrico) e adicionada a 

uma coluna de aminopropilsilano, previamente condicionada com n-hexano. As três 

classes de lipídeos foram separadas por eluição com diferentes soluções. O método 

apresentou alta recuperação e alto grau de separação. 

Em 2009, Li e colaboradores empregaram a EFS para a separação de 

classes lipídicas. Neste trabalho, os autores obtiveram frações enriquecidas em uma 

determinada classe proveniente do biodiesel. Utilizando uma fase estacionária 

contendo sais de prata e sílica, os autores mostraram que pode-se separar ésteres 

insaturados (C18:3 e C18:2) do biodiesel de soja, por meio do complexo-π. Além 

disso, observou-se que a emissão de NOx diminuiu e a estabilidade oxidativa do 

biodiesel melhorou, após a retirada destes ésteres insaturados (LI et al., 2009).  

A EFS com cartuchos de aminopropilsilano foi utilizada por Andrade, Mazzei, 

d’Avila (2011), para a separação de EsMAG e glicerina combinada (MAG, DAG e 

TAG) de amostras de biodiesel, obtidas a partir de diferentes oleaginosas e com 

diferentes graus de conversão. As frações obtidas por EFS foram caracterizadas por 

CLAE-FRNA com detector UV à 205 nm. Os EsMAG foram eluídos utilizando-se n-

hexano como solvente e a glicerina combinada foi eluída utilizando-se uma mistura 
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de clorofórmio:metanol (2:1, % volumétrico). Além de terem sido obtidas altas taxas 

de recuperação, a EFS possibilitou a separação do biodiesel de seus principais 

contaminantes. 

Cardoso (2012) utilizou a EFS para separar o biodiesel da glicerina 

combinada, obtendo-se frações enriquecidas da cada uma das classes constituintes 

do biodiesel, de forma a simplificar a caracterização analítica de cada uma destas 

classes. As frações obtidas foram analisadas por CLAE-FRNA e CG, evidenciando 

altas taxas de recuperação na etapa de extração. 

Ainda em 2012, Santos, utilizou o teste colorimétrico do ácido hidroxâmico 

(TAH) para a identificação de adulterações em misturas biodiesel:diesel, por óleo 

vegetal. Neste estudo, foi empregada a EFS com cartucho de sílica para a 

separação da mistura biodiesel:diesel:óleo vegetal em duas frações, uma constituída 

de diesel (fração F1) e outra constituída de biodiesel e óleo vegetal (fração F2). A 

partir da fração F2, baseado no método desenvolvido por Andrade (2011), foi 

realizada outra EFS, utilizando um segundo cartucho, de fase estacionária 

aminopropilsilano, para a separação da mistura biodiesel:óleo vegetal nas frações F3 

e F4, contendo, respectivamente, biodiesel e óleo vegetal. Aplicou-se o TAH nas 

frações constituídas por óleo diesel (fração F1), biodiesel (fração F3) e óleo vegetal 

(fração F4). Como a fração F1 é constituída apenas por óleo diesel, esta fração não 

apresentou coloração. Contudo, as frações F3 e F4 apresentaram uma coloração 

amarela, laranja ou vermelha, dependendo da concentração de biodiesel e/ou óleo 

vegetal. Com isso, o aparecimento de cor na fração F4 é um indicativo de 

adulteração por óleo vegetal na mistura biodiesel/diesel. 

Fernandes e Leite (2013) desenvolveram um método para a identificação de 

adulteração em diesel, por óleos vegetais, utilizando duas etapas de EFS. As etapas 

sucessivas possibilitaram a separação do diesel, do biodiesel e da glicerina 

combinada em frações individuais. Na primeira etapa, a mistura de 

diesel:biodiesel:óleo vegetal é aplicada em um cartucho de sílica, onde o óleo diesel 

é separado por cromatografia frontal. O biodiesel e o óleo vegetal retidos no 

cartucho são eluídos com etanol. Após a evaporação e solubilização em n-hexano, a 

fração contendo o biodiesel e o óleo vegetal foi adicionada ao segundo cartucho, de 

fase estacionária aminopropilsilano. O biodiesel foi eluído com n-hexano e a glicerina 
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combinada (MAG, DAG e TAG) com uma solução de clorofórmio metanol (2:1, % 

volumétrico). Os resultados foram analisados por CLAE-FRNA, espectroscopia na 

região do infravermelho (IV) e pelo teste colorimétrico do ácido hidroxâmico. O 

estudo demonstrou que o uso da CLAE-FRNA como técnica analítica para análise 

do diesel, demanda que a amostra seja submetida à primeira etapa de EFS, 

enquanto que as técnicas de IV e TAH demandam as duas etapas de EFS para 

serem utilizadas. 

Em 2014, Blatt desenvolveu uma metodologia para a separação e o 

isolamento das principais classes de constituintes presentes no biodiesel (EsMAG, 

MAG, DAG e TAG) empregando a cromatografia líquida em coluna. A metodologia 

teve como objetivo a obtenção de frações enriquecidas em cada uma dessas 

classes. Os resultados mostraram que, utilizando-se uma fase estacionária de 

octadecilsilano (C18), com diferentes composições dos solventes metanol e i-

propanol:n-hexano (5:4, % volumétrico), foram obtidas frações distintas, 

enriquecidas em MAG, DAG, TAG e em EsMAG, separadamente. Para 

acompanhamento da separação obtida pela utilização da cromatografia líquida em 

coluna, utilizou-se a cromatografia em camada delgada e a CLAE-FRNA. A CLAE se 

mostrou uma ferramenta simples, eficiente e bastante útil para a caracterização dos 

constituintes de cada fração. A CLAE mostrou, ainda, que a separação e o 

isolamento das classes constituintes do biodiesel foi eficiente.  

Ainda em 2014, o grupo de pesquisa do LABCOM/EQ/UFRJ utilizou as 

técnicas de EFS e CLAE-FRNA objetivando a separação de cada classe constituinte 

do biodiesel (EsMAG, MAG, DAG e TAG), em frações individuais enriquecidas, para 

facilitar o emprego de métodos analíticos e possibilitar o futuro desenvolvimento de 

padrões destas classes por meio do aperfeiçoamento do método. Este projeto diferiu 

do realizado por Blatt (2014), pois empregou-se cartuchos de EFS (500 mg) 

contendo fase sílica e aminopropilsilano, enquanto que Blatt (2014) empregou uma 

coluna de vidro (200 mm de comprimento e 15 mm de diâmetro interno) recheada 

com fase octadecilsilano (C18) (LINS JUNIOR, 2014).  

O presente trabalho visa dar continuidade aos métodos desenvolvidos pelo 

grupo de pesquisa do LABCOM/EQ/UFRJ para a análise do biodiesel, tanto com 

relação ao uso da EFS quanto com relação ao uso da CLAE. Entretanto, este projeto 
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difere dos demais trabalhos já realizados pelo grupo, uma vez que objetiva utilizar a 

CLAE com detector de IR, no lugar do UV, tendo em vista não apenas a 

caracterização das principais classes constituintes do biodiesel, mas, sobretudo a 

sua quantificação. A EFS será empregada, também, com o objetivo de se obter as 

frações dos EsAG (fração 1) e dos MAG, DAG e TAG (fração 2) e possibilitar a 

verificação e comprovação do tR de cada classe constituinte presente no biodiesel 

(EsAG, MAG, DAG e TAG). 
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Capítulo 4 Materiais e Métodos 

 

4.1 Biodiesel e Reagentes Utilizados 

  

Neste trabalho foram empregadas nove amostras de biodiesel obtidas a partir 

de diferentes oleaginosas (soja e canola). As amostras de biodiesel foram fornecidas 

pelo LABCOM/EQ/UFRJ e pelo GREENTEC - Laboratório de Tecnologias Verdes da 

EQ/UFRJ. Na Tabela 5 são relacionadas as amostras utilizadas, assim como a sua 

procedência. 

 

Tabela 5. Identificação das amostras de biodiesel estudadas neste trabalho 

AMOSTRA ID. CEDENTE ORIGEM 

01 MON 0001/13 Amostra coletada em usina pelo LABCOM/EQ/UFRJ 

02 MON 0002/13 Amostra coletada em usina pelo LABCOM/EQ/UFRJ 

03 MON 0003/13 Amostra coletada em usina pelo LABCOM/EQ/UFRJ 

04 CANOLA SUB Laboratório de Pesquisa e Desenvolvimento - LABCOM/EQ/UFRJ 

05 EXT 0002/15 Laboratório GreenTec/EQ/UFRJ - Amostra de Cliente (Usina) 

06 EXT 0004/15 Laboratório GreenTec/EQ/UFRJ - Amostra de Cliente (Usina) 

07 EXT 0006/15 Laboratório GreenTec/EQ/UFRJ - Amostra de Cliente (Usina) 

08 EXT 0007/15 Laboratório GreenTec/EQ/UFRJ - Amostra de Cliente (Usina) 

09 EXT 0011/15 Laboratório GreenTec/EQ/UFRJ - Amostra de Cliente (Usina) 

 

O óleo vegetal de soja refinado (marca Liza, Cargill, São Paulo) foi utilizado 

para a determinação do mínimo detectável  sem nenhum tratamento prévio. Os 

padrões (monooleína, dioleína e trioleína), utilizados para a identificação das classes 

de componentes presentes nas amostras, foram obtidos da Sigma Aldrich com grau 

de pureza padrão CG (≥ 99,5%). O padrão interno (hexadecano) foi obtido da Vetec 

com grau de pureza P.A. (99%). Os reagentes empregados nas análises por CLAE 

foram: metanol anidro, n-hexano e i-propanol, obtidos da TEDIA (São Paulo, Brasil). 

Estes reagentes possuíam grau de pureza CLAE e foram filtrados previamente. 
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4.2 Análise das amostras por CLAE-UV e CLAE-IR, com eluição isocrática 

 

Inicialmente, as amostras foram analisadas por CLAE-UV de acordo com um 

método já desenvolvido (ANDRADE, 2011; ANDRADE, MAZZEI E D’AVILA, 2011). 

Empregou-se o equipamento da marca Thermo Scientific (Massachusetts, EUA) 

modelo Ultimate 3000 (Figura 5), composto por uma bomba quaternária modelo 

LPG-3400 SD, um detector por varredura de espectro ao ultravioleta modelo DAD-

3000, um detector de Índice de Refração (IR), modelo Shodex RI-101, operando à 

temperatura de 40 ºC e um injetor automático modelo WPS-3000 SL com alça de 

amostragem de 250 μL. 

Posteriormente, para a determinação dos teores de MAG, EsAG, DAG e TAG 

em biodiesel pelo método proposto, as amostras foram analisadas por CLAE-IR 

usando o mesmo equipamento de CLAE (Figura 5), alterando-se o sistema de 

detecção para um detector de IR.  

Em todas as análises por CLAE, empregando detector UV ou IR, foi utilizada 

uma coluna Thermo Scientific Acclaim de 250 mm de comprimento por 4,6 mm de 

diâmetro interno, com fase octadecilsilano de 5 µm de tamanho de partícula e com 

120 Å de diâmetro de poro. As fases móveis utilizadas foram, previamente, filtradas 

em membrana politetrafluoretileno (PTFE) da Millipore (Bedford, EUA) com 0,5 µm 

de poro. Uma pré-coluna Thermo Scientific Acclaim de 10 mm de comprimento por 

4,6 mm de diâmetro interno, com fase estacionária octadecilsilano de 5 μm de 

diâmetro de partícula, com 120 Å de diâmetro de poro, foi adaptada entre o injetor e 

a coluna de separação. Todas as amostras foram igualmente filtradas em filtro tipo 

membrana PTFE da Millipore (Bedford, EUA) com 0,45 µm de poro antes da injeção.  

As análises foram realizadas à temperatura de 40°C (temperatura do forno da 

coluna) com uma vazão constante de 1 mL/min e detecção por UV ou IR. O volume 

de injeção das amostras foi de 10 μL (CLAE-UV) e 150 μL (CLAE-IR). Cada amostra 

foi injetada em duplicata e os cromatogramas foram analisados e integrados de 

forma manual usando o software Chromeleon versão 6.80 SR11 (Thermo Scientific 

Acclaim - EUA). 
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Figura 5. Equipamento Ultimate 3000 da Thermo Scientific (à esquerda) com detector de IR 

modelo Shodex RI-101 (à direita).  

 

4.3 Seleção da composição de fase móvel mais adequada para a análise de 

biodiesel por CLAE-UV com eluição isocrática 

 

Foram realizados 12 experimentos, empregando a CLAE-UV com eluição 

isocrática, de uma amostra de biodiesel fora da especificação (Amostra 01), quanto 

aos teores de MAG, EsAG, DAG e TAG. Nestes experimentos, variou-se a 

composição da fase móvel conforme apresentado na Tabela 6 para verificação da 

influência desta variação no tR de cada constituinte e, assim, identificar a melhor 

composição de fase móvel para posterior utilização na análise por CLAE-IR.  

As fases móveis utilizadas neste trabalho foram compostas por metanol (A) e 

i-propanol/n-hexano (B).  

Cada experimento foi identificado com um código alfanumérico, onde o 

número 1 representa as fases móveis compostas por percentuais variáveis de (A) e 

(B), onde B sempre estará na proporção 5:4 (i-propanol/n-hexano), % volumétrico. 

Já os experimentos identificados com o número 2 representam as fases móveis 

compostas por 70 % (A) + 30 % (B), % volumétrico, variando-se as proporções de B. 

Por fim, os experimentos identificados com o número 3 representam as fases móveis 

compostas por 85 % (A) + 15 % (B), % volumétrico, variando-se as proporções de B. 
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Tabela 6. Composição de fase móvel (A = metanol e B = i-propanol/n-hexano 5:4, % 

volumétrico) empregada nos experimentos de CLAE-UV, usando eluição isocrática  

Experimentos Composição da fase móvel 

(% volumétrico) 

A B 

1a 100 0 

1b 95 5 

1c 90 10 

1d 85 15 

1e 80 20 

1f 75 25 

1g 70 30 

1h 65 35 

1i 60 40 

1j 55 45 

1k 50 50 

1l 45 55 

 

As diferentes composições da fase móvel foram produzidas, 

automaticamente, pelo software do equipamento Chromeleon versão 6.80 SR11, a 

partir da definição do percentual da fase móvel A (metanol) e da fase móvel B (i-

propanol/n-hexano 5:4, % volumétrico) para cada experimento, conforme 

apresentado na Tabela 6.  

Aguardou-se 5 min para estabilização da linha de base e injetou-se 10 µL da 

amostra diluída 5% na mesma composição da fase móvel.  

Além desses testes preliminares, verificou-se, ainda, a influência da variação 

da composição da mistura i-propanol/n-hexano (B) na separação das classes, por 

meio da realização de 6 experimentos empregando a CLAE-UV. Desta forma, foram 

testadas tanto as misturas compostas de 70% de metanol (A) e 30% de i-propanol/n-

hexano (B) nas diferentes composições de B, quanto às misturas compostas de 85% 

de metanol (A) e 15% de i-propanol/n-hexano (B) também nas diferentes 

composições de B conforme apresentado nas Tabelas 7 e 8.  
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Tabela 7. Composição da fase móvel B (i-propanol/n-hexano) na mistura com 70 % de 

metanol, empregada nos experimentos de CLAE-UV, usando eluição isocrática 

Experimentos Composição da fase móvel B 

(% volumétrico) 

i-propanol n-hexano 

2a 6 3 

2b 5 4 

2c 4 5 

2d 3 6 

2e 2 7 

2f 1 8 

 

Tabela 8. Composição da fase móvel B (i-propanol/n-hexano) na mistura com 85 % de 

metanol, empregada nos experimentos de CLAE-UV, usando eluição isocrática 

Experimentos Composição da fase móvel B 

(% volumétrico) 

i-propanol n-hexano 

3a 6 3 

3b 5 4 

3c 4 5 

3d 3 6 

3e 2 7 

3f 1 8 

 

4.4 Identificação das classes constituintes do biodiesel pelo método proposto 

(CLAE-IR) 

 

Visando à comprovação do tR de cada classe constituinte do biodiesel, ou 

seja, EsAG, MAG, DAG e TAG, foram analisadas amostras padrão, preparadas com 

os padrões de: monoleína, dioleína e trioleína. Estas amostras foram preparadas de 

forma a se obter concentrações próximas aos limites da especificação do biodiesel 

quanto ao teor (% massa) de MAG (0,7%), DAG (0,2%) e TAG (0,2%), segundo a 

Resolução ANP Nº 45, de 25 de agosto de 2014. 

Além disso, foi realizada a extração em fase sólida (EFS) conforme 

procedimento descrito por Andrade (2011) em um produto de transesterificação de 

baixa conversão (amostra 04) para a verificação e comprovação do tR dos EsAG 
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(fração 1) e dos MAG, DAG e TAG (fração 2).  Os cartuchos contendo fase 

aminopropilsilano (500 mg, 3 mL, Silicycle) foram condicionados com duas porções 

de 2 mL de n-hexano. As amostras foram diluídas em n-hexano na concentração de 

5% (% volumétrico) antes da aplicação nos cartuchos de EFS. Foram aplicados 400 

µL da solução de amostra no cartucho de EFS, sob vácuo, com vazão de, 

aproximadamente, 1 mL/min. Em seguida efetuou-se a eluição dos EsAG com 8 mL 

de n-hexano (fração 1). Os compostos retidos no cartucho, após eluição com n-

hexano foram, então, eluídos com 4 mL de clorofórmio:metanol (2:1, % volumétrico) 

(fração 2). As frações foram secas sob fluxo lento de nitrogênio e o resíduo foi 

solubilizado com 500 µL de solvente da mesma fase móvel utilizada na análise por 

CLAE-IR. Uma alíquota de 150 µL foi analisada, por CLAE-IR.  

Foram analisadas ainda, frações de MAG e DAG obtidas por meio da 

cromatografia líquida em coluna, utilizando uma coluna de vidro empacotada com 

fase octadecilsilano (C-18) e uma mistura de metanol e i-propanol:n-hexano, 5:4 (% 

volumétrico) como fase móvel, conforme metodologia descrita por Blatt (2014). Para 

a identificação dessas classes constituintes do biodiesel, por CLAE-IR, foi emprega a 

eluição isocrática, a partir da composição de fase móvel referente ao experimento 

3a (85 % (A) + 15% (B) 6:3, % volumétrico).  

 

4.5 Avaliação do mínimo detectável do método proposto (CLAE-IR) 

 

De forma a avaliar o mínimo detectável (MD) do método de CLAE-IR, foram 

preparadas soluções com concentrações distintas de óleo vegetal refinado de soja 

(marca Liza, Cargill, São Paulo), em 70 % de metanol e 30% de i-propanol/n-hexano 

5:4, % volumétrico, assim como em 85% de metanol e 15% de i-propanol/n-hexano 

6:3, % volumétrico, conforme mostrado na Tabela 9. As amostras foram preparadas 

em balão volumétrico de 10,00 mL com utilização de micropipeta de volume variável 

de 10 µL - 100 µL (marca Capp Euroanalytica).  
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Tabela 9. Concentração das soluções de óleo vegetal refinado de soja para determinação do 

mínimo detectável por CLAE-IR 

Composição da solução  Concentração da solução (% 

volumétrico) 

70 % (A) + 30 % (B) 5:4, % volumétrico (experimento 1g) 0,01 - 0,1 0,5 1,0 

85 % (A) + 15 % (B) 6:3, % volumétrico (experimento 3a) 0,01 0,05 0,1 - - 

 

4.6 Quantificação das classes constituintes do biodiesel pelo método proposto 

(CLAE-IR)  

 

A quantificação das principais classes constituintes do biodiesel (MAG, EsAG, 

DAG e TAG) pelo método proposto (CLAE-IR) foi realizada utilizando-se o método 

de padronização interna com hexadecano (C16). Em um frasco de 10 mL, pesou-se, 

aproximadamente, 100 mg da amostra e 100 mg do padrão interno (C16). Anotou-se 

as massas indicadas na balança analítica, marca Sartorius modelo MC 2105. 

Adicionou-se 10,00 mL da mistura de 85% de metanol e 15% de i-propanol/n-

hexano, 6:3 % volumétrico, com uma pipeta volumétrica e homogeneizou-se a 

solução. 

Cada amostra de biodiesel foi injetada com e sem a adição do padrão interno 

(PI). Tal procedimento foi necessário para que fosse possível descontar a área de 

qualquer pico da amostra que porventura fosse eluído no mesmo tR do PI e, assim, 

viabilizar uma quantificação adequada. 

Realizou-se a integração do PI e dos picos de MAG, EsAG, DAG e TAG. O 

teor de cada classe presente nas amostras foi calculado de acordo com a Equação 

1: 

 

C = 100


AM

PI
M

PI
A

A
                                                          (Equação 1) 

 

Onde: 
 
C é o teor (% em massa) de cada classe;  

∑A é a soma das áreas dos picos da classe de interesse (MAG, EsAG, DAG 

ou TAG) presentes na amostra; 

API é área do pico do padrão interno - hexadecano (C16); 
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MPI é a massa do padrão interno - hexadecano (C16), em miligramas; 

MA é a massa da amostra, em miligramas. 

 

Para verificação da pureza do padrão interno foi preparada uma solução de 

hexadecano na fase móvel composta por 85 % (A) + 15 % (B) 6:3, % volumétrico 

(experimento 3a), na concentração de 10 mg/mL. Analisou-se essa solução por 

CLAE-IR e os picos apresentados no cromatograma obtido foram integrados e a 

pureza (P) foi calculada de acordo com a Equação 2. 

  

P = 100
B

PI
A

                                                                    (Equação 2) 

 

Onde: 
 

P é a pureza do padrão interno (% em massa); 

∑B é a soma das áreas dos picos presentes no cromatograma do padrão 

interno - hexadecano (C16); 

API é área do pico do padrão interno - hexadecano (C16). 

 

4.7 Cálculo do limite de repetibilidade 

 

De acordo com o Vocabulário Internacional de Metrologia (VIM), a 

repetibilidade de medição é definida como a precisão de medição sob um conjunto 

de condições de repetibilidade, as quais incluem o mesmo procedimento de 

medição, os mesmos operadores, o mesmo sistema (instrumento) de medição, as 

mesmas condições de operação e o mesmo local, assim como medições repetidas 

no mesmo objeto ou em objetos similares durante um curto período de tempo (VIM, 

2012). O objetivo deste parâmetro é verificar se existe diferença entre resultados de 

análise de uma amostra, obtidos sob essas condições (LOPES, 2008). 

 O limite de repetibilidade (r) pode ser calculado pela Equação 3 (REGO, 

2013). 

 

  r = 2,8 x sr                                                                                (Equação 3) 
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Onde:  

r é o limite de repetibilidade; 

sr é o desvio padrão de repetibilidade, isto é, o desvio padrão dos resultados 

para cada concentração. 

 

Caso a amplitude total das medições, que é a diferença entre o maior e o 

menor valor de um conjunto de dados, seja menor que o limite de repetibilidade, 

então, o método pode ser considerado validado com respeito a esse parâmetro 

(LOPES, 2008). 

 

4.8 Comparação dos resultados obtidos pelo método proposto (CLAE-IR) e 

pelo método de referência (CG) por meio da aplicação do teste t de Student  

 

No presente trabalho foi realizado um estudo comparativo entre os resultados 

obtidos pelo método proposto (CLAE-IR) e pelo método de referência (CG), aplicado 

em nove amostras. Desta forma, como se trata de uma mesma amostra para 

comparação em ambos os casos, as amostras são classificadas como do tipo 

dependentes e, portanto, é desnecessária a aplicação do teste F. Assim, para a 

comparação estatística destes métodos, aplicou-se apenas o teste t: duas amostras 

em par para médias. 

 

4.9 Avaliação da exatidão do método proposto (CLAE-IR)  

 

Com o objetivo de se avaliar a exatidão do método proposto (CLAE-IR), foram 

analisadas amostras padrão, preparadas com os padrões de: monoleína, dioleína e 

trioleína. Estas amostras foram preparadas de forma a se obter concentrações 

próximas aos limites da especificação do biodiesel quanto ao teor (% em massa) de 

MAG (0,7%), DAG (0,2%) e TAG (0,2%), segundo a Resolução ANP Nº 45, de 

25.08.2014. Os resultados obtidos foram avaliados de acordo com os critérios de 

reprodutibilidade estabelecidos pela norma de referência ASTM D6584 (2013). 
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Capítulo 5 Resultados e Discussão 

 

5.1 Seleção da composição de fase móvel para eluição isocrática na análise de 

biodiesel por CLAE-UV 

 

A Figura 6 apresenta um cromatograma de uma amostra de biodiesel 

(amostra 01) fora da especificação quanto aos teores de MAG, EsAG, DAG e TAG, 

analisada conforme condições de Andrade (2011), ou seja, detecção por UV a 205 

nm e eluição gradiente com fase móvel composta de metanol e uma mistura de i-

propanol/n-hexano (5:4, % volumétrico. Pode-se observar na Figura 5 a separação 

dos MAG nos tempos aproximados de 3 min a 5 min, dos EsAG nos tempos de 6 

min a 10 min, dos DAG nos tempos de 11 min a 15 e dos TAG nos tempos de 18 

min a 23 min.  

A amostra 01 foi previamente caracterizada pelos métodos de referência EN 

14103 (2011) e ASTM D6584 (2013), tendo sido obtidos os seguintes resultados em 

percentagem mássica: MAG: 0,618 %, EsAG: 71,5 %, DAG: 1,640 %, e TAG: 6,072 

%.  

 

 

Figura 6. Cromatograma de uma amostra de biodiesel (amostra 01) analisada por CLAE-UV 

em condições estabelecidas por Andrade, 2011; Andrade, Mazzei e d’Avila, 2011. 
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Embora seja uma análise rápida (25 min), a utilização do detector de UV 

dificulta a quantificação das classes constituintes do biodiesel, já que a detecção se 

restringe somente aos compostos insaturados, com resposta proporcional ao 

número de ligações duplas em cada molécula.  

Com vistas a superar estas dificuldades e viabilizar a quantificação dos mono, 

di, e triacilgliceróis e dos ésteres metílicos formados (biodiesel), optou-se por utilizar 

um detector de índice de refração.  

Neste sentido, foi otimizada a eluição isocrática com diferentes composições 

de metanol, i-propanol e n-hexano, utilizando ainda o detector de UV (condições de 

análise estabelecidas por Andrade, 2011; Andrade, Mazzei e d’Avila, 2011) para 

acompanhar a separação de cada classe, visando à utilização do detector de índice 

de refração, capaz de detectar todos os constituintes da mistura (saturados e 

insaturados), com resposta proporcional às suas respectivas concentrações. 

Na Figura 7 são apresentados os cromatogramas da amostra 01, diluída 5 % 

em volume em i-propanol/n-hexano 5:4, % volumétrico, nas diferentes composições 

de fase móvel, sendo metanol = (A) e i-propanol/n-hexano, 5:4 % volumétrico = (B), 

conforme apresentado na Tabela 6. 

 

Experimento 1a - 100 % (A) 



 

37 

 

 

 
Experimento 1b - 95 % (A) + 5 % (B) 

 

Experimento 1c - 90 % (A) + 10 % (B) 



 

38 

 

 

 
Experimento 1d - 85 % (A) + 15 % (B) 

 

Experimento 1e - 80 % (A) + 20 % (B) 
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Experimento 1f - 75 % (A) + 25 % (B) 

 

Experimento 1g - 70 % (A) + 30 % (B) 
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Experimento 1h - 65 % (A) + 35 % (B) 

 

Experimento 1i - 60 % (A) + 40 % (B) 
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Experimento 1j - 55 % (A) + 45 % (B) 

 

Experimento 1k - 50 % (A) + 50 % (B) 
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Experimento 1l - 45 % (A) + 55 % (B)  

Figura 7. Cromatogramas obtidos por CLAE-UV da amostra de biodiesel (amostra 01) com 

eluição isocrática em diferentes composições de fase móvel. 

 

A Figura 7 (experimento 1g) ilustra a separação das classes constituintes do 

biodiesel com a fase móvel composta por 70 % (A) + 30 % (B), % volumétrico, com 

um tempo de análise de 30 min, com resolução insuficiente para as classes de EsAG 

e DAG. Uma separação satisfatória é obtida a partir da utilização de uma mistura de 

80 % (A) + 20 % (B), % volumétrico, com um tempo de análise de 40 min, conforme 

é mostrado na Figura 7 (experimento 1e). No entanto, é possível obter uma 

separação de todas as classes constituintes do biodiesel ainda melhor utilizando-se 

uma mistura de 85 % (A) + 15 % (B), % volumétrico, mas com um tempo de análise 

superior a 40 min, conforme é mostrado na Figura 7 (experimento 1d). Observa-se 

a separação insatisfatória de picos dos MAG, EsAG e DAG e EsAG com DAG na 

Figura 7 (experimentos 1h ao 1l). 

A Figura 8 apresenta a sobreposição dos cromatogramas da amostra 01 em 

diferentes composições volumétricas de fase móvel, sendo: experimento 1a - 100 % 

(A); experimento 1b - 95 % (A) + 5 % (B); experimento 1c - 90 % (A) + 10 % (B); 

experimento 1d - 85 % (A) + 15% (B); experimento 1e - 80 % (A) + 20 % (B); 
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experimento 1f - 75 % (A) + 25 % (B); experimento 1g - 70 % (A) + 30 % (B); 

experimento 1h - 65 % (A) + 35 % (B); experimento 1i - 60 % (A) + 40 % (B); 

experimento 1j - 55 % (A) + 45 % (B) e experimento 1k - 50 % (A) + 50 % (B)            

mais o cromatograma da amostra 01 obtido por eluição por gradiente conforme 

Andrade (2011).  

 

 

Figura 8. Sobreposição dos cromatogramas obtidos por CLAE-UV da amostra 01 nas 

diferentes composições volumétricas de fase móvel, sendo: experimento 1a - 100 % (A); 

experimento 1b - 95 % (A) + 5 % (B); experimento 1c - 90 % (A) + 10 % (B); experimento 1d - 85 

% (A) + 15% (B); experimento 1e - 80 % (A) + 20 % (B); experimento 1f - 75 % (A) + 25 % (B); 

experimento 1g - 70 % (A) + 30 % (B); experimento 1h - 65 % (A) + 35 % (B); experimento 1i - 60 

% (A) + 40 % (B); experimento 1j - 55 % (A) + 45 % (B) e experimento 1k - 50 % (A) + 50 % (B)            

mais o cromatograma da amostra 01 obtido por eluição gradiente conforme condições de Andrade 

(2011). 

 

Observa-se, claramente, nos cromatogramas das Figuras 7 e 8 a diminuição 

dos tR dos constituintes do biodiesel (MAG, EsAG, DAG e TAG) com a diminuição da 

proporção de fase A (metanol) e o aumento da proporção de fase B (i-propanol/n-

hexano 5:4, % volumétrico). Com isso, pode-se demonstrar experimentalmente a 

natureza da influência da composição da fase móvel nos tR dos citados constituintes. 
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É possível observar, também, na Figura 8, que há uma melhor resolução e 

separação cromatográfica quando a análise é realizada com gradiente de eluição 

(detector de UV) em comparação aos resultados obtidos por eluição isocrática.  

No entanto, o método gradiente (ANDRADE, 2011; ANDRADE, MAZZEI E 

D’AVILA, 2011) foi proposto apenas para o monitoramento da conversão de 

diferentes óleos vegetais em EsMAG, já que a quantificação dos constituintes do 

biodiesel é dificultada pela limitação do detector de UV.  

Já a utilização do detector de IR torna-se promissora para a quantificação 

desses constituintes, uma vez que pode-se observar uma boa separação quando a 

proporção da fase móvel é composta por 85 % (A) + 15% (B) 5:4, % volumétrico 

[Figuras 7, 8 (experimento 1d)]. A partir da proporção de 65 % (A) + 35 % (B) 5:4, 

% volumétrico, os EsAG e os DAG se sobrepõem, impossibilitando a quantificação 

[ver Figura 7 (experimentos h ao l)]. 

Tendo em vista que, utilizando-se uma mistura de 70 % (A) + 30 % (B) 5:4, % 

volumétrico (experimento 1g) [ver Figuras 7, 8)], já foi obtida uma separação das 

classes constituintes do biodiesel a partir de uma análise de 20 min, buscou-se 

melhorar a separação cromatográfica dos MAG, EsAG, DAG e TAG, principalmente 

dos EsAG e dos DAG, os quais estavam eluindo em tR muito próximos.  

Os testes para otimização da separação das classes constituintes do 

biodiesel levaram em consideração a alteração da proporção da fase móvel B (i-

propanol e n-hexano), até então avaliada somente na proporção de 5:4, % 

volumétrico. 

A Figura 9 apresenta a sobreposição dos cromatogramas da amostra de 

biodiesel fora da especificação quanto aos teores de MAG, EsAG, DAG e TAG 

(Amostra 01) nas diferentes composições de fase móvel B (i-propanol e n-hexano) 

conforme apresentado Tabela 7. 
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Figura 9. Sobreposição dos cromatogramas obtidos por CLAE-UV da amostra 01 nas 

diferentes composições volumétricas de fase móvel, sendo: experimento 2a - 70 % (A) + 30 % (B) 

6:3, % volumétrico; experimento 2b - 70 % (A) + 30 % (B) 5:4, % volumétrico; experimento 2c - 70 

% (A) + 30 % (B) 4:5, % volumétrico; experimento 2d - 70 % (A) + 30 % (B) 3:6, % volumétrico; 

experimento 2e - 70 % (A) + 30 % (B) 2:7, % volumétrico e experimento 2f - 70 % (A) + 30 % (B) 

1:8, % volumétrico.  

 

A partir dos cromatogramas apresentados na Figura 9, observa-se que não 

houve melhora na separação entre os EsAG e os DAG, quando se alterou a 

proporção da mistura de solventes da fase móvel B. Pelo contrário, a separação dos 

EsAG dos DAG piorou, pois o tR dessas classes diminuiu à medida que reduzia-se a 

quantidade de i-propanol  e aumentava-se a quantidade de n-hexano na fase móvel 

B. Por esse motivo, decidiu-se alterar a proporção da fase móvel (70 % (A) + 30 % 

(B) 5:4, % volumétrico), visando minimizar a sobreposição de picos de classes 

distintas, mesmo que isso levasse a um aumento do tempo de análise.  

A fase móvel referente ao experimento 1a [70 % (A) + 30 % (B), 5:4 (% 

volumétrico)] foi substituída pela fase móvel referente ao experimento 1d  [85 % (A) 

+ 15 % (B), 5:4 (% volumétrico)] pois, como pode ser observado nos cromatogramas 

da Figura 7 (experimentos 1d e 1e) e da Figura 8, há uma melhor separação entre 

as classes dos EsAG e dos DAG quando utilizada a proporção 85:15 (% 

volumétrico), quando comparado a separação das classes constituintes do biodiesel 
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na proporção de 70:30 (% volumétrico) observado na Figura 7 (experimentos 1e e 

1g) e na Figura 8.  

Com vistas a identificar uma possível melhora na separação de EsAG e DAG, 

testou-se, ainda, uma alteração na proporção 5:4 (% volumétrico) da fase móvel B a 

partir da composição 85 % (A) + 15  % (B), % volumétrico. Na Figura 10 é 

apresentada a sobreposição dos cromatogramas da amostra 01 nas diferentes 

proporções de fase móvel B conforme apresentado na Tabela 8. 

 

 

Figura 10. Sobreposição dos cromatogramas de CLAE-UV da amostra 01 nas diferentes 

composições de fase móvel, sendo: experimento 3a - 85 % (A) + 15 % (B) 6:3, % volumétrico; 

experimento 3b - 85 % (A) + 15 % (B) 5:4, % volumétrico; experimento 3c - 85 % (A) + 15 % (B) 4:5, 

% volumétrico; experimento 3d - 85 % (A) + 15 % (B) 3:6, % volumétrico; 3e - 85 % (A) + 15 % (B) 

2:7, % volumétrico e experimento 3f - 85 % (A) + 15 % (B) 1:8, % volumétrico. 

 

A partir dos cromatogramas apresentados na Figura 10, é possível observar 

que a composição relativa ao experimento 3a apresentou uma melhor separação 

entre o EsAG e o DAG. Embora com tempo de análise maior, optou-se pela seleção 

desta composição de fase móvel de forma a minimizar erros na quantificação de 

cada classe constituinte do biodiesel. 
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5.2 Identificação das classes constituintes do biodiesel pelo método proposto 

(CLAE-IR) 

 

Para confirmação dos intervalos dos tR de cada classe constituinte do 

biodiesel, por CLAE-IR, foram analisados padrões de monoleína (0,639 % em 

massa), dioleína (0,299 % em massa) e trioleína (0,282 % em massa), nas 

concentrações próximas às máximas aceitáveis na especificação do biodiesel, 

segundo a Resolução ANP Nº 45, de 25 de agosto de 2014. Estas análises foram 

realizadas utilizando-se como fase móvel uma mistura de 85 % (A) + 15 % (B) 6:3, % 

volumétrico (experimento 3a). A Figura 11 apresenta a sobreposição dos 

cromatogramas dos padrões de monoleína, de dioleína e trioleína. 

 

 
Figura 11. Sobreposição de cromatogramas obtidos por CLAE-IR com eluição isocrática 

(experimento 3a - 85 % (A) + 15 % (B) 6:3, % volumétrico) dos padrões de monoleína (0,639 % em 

massa), dioleína (0,299 % em massa) e trioleína (0,282 % em massa). 

 

A partir dos cromatogramas apresentados na Figura 11, pode-se observar 

que os padrões de monooleína (0,639 % em massa), dioleína (0,299 % em massa) e 

trioleína (0,282 % em massa) são eluídos, respectivamente, nos tempos de retenção 
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de 4 min, 11 min e 61 min, de acordo com as faixas de eluição de cada classe 

constituinte do biodiesel (MAG, DAG e TAG). 

A Figura 12 apresenta os cromatogramas dos padrões de monoleína (0,639 

% em massa), dioleína (0,299 % em massa) e trioleína (0,282 % em massa) 

sobrepostos ao cromatograma da amostra 04 (CANOLA SUB), que é um biodiesel 

de baixa conversão.  

 

 

Figura 12. Sobreposição de cromatogramas obtidos por CLAE-IR com eluição isocrática 

(experimento 3a - 85 % (A) + 15 % (B) 6:3, % volumétrico) do padrão de monoleína, dioleína e 

trioleína nas concentrações próximas à especificação do biodiesel mais o cromatograma da amostra 

04. 

 

De acordo com a Figura 12 pode ser identificada, a partir da sobreposição 

dos cromatogramas dos padrões de monooleína, dioleína e trioleína, a presença dos 

picos correspondentes às classes de MAG, DAG e TAG na amostra 04. 

Ainda, para o estudo e para a verificação dos intervalos dos tR de cada classe 

constituinte do biodiesel, foi realizada análise de CLAE-IR da fração 1 (F1), 

composta basicamente por EsAG e da fração 2 (F2), constituída, majoritariamente, 

por MAG, DAG e TAG. Essas frações foram obtidas pela extração em fase sólida 

(EFS), conforme descrito na seção 4.4.  
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A Figura 13 apresenta a sobreposição dos cromatogramas obtidos da fração 

1 (F1) e da fração 2 (F2) da amostra 04 obtidos por CLAE-IR com eluição isocrática 

a partir da fase móvel relativa ao experimento 1g (70 % (A) + 30 % (B) 5:4, % 

volumétrico).  

 

 

Figura 13. Sobreposição dos cromatogramas de CLAE-IR com eluição isocrática 

(experimento 1g - 70 % (A) + 30 % (B) 5:4, % volumétrico) da F1 (composta basicamente por EsAG) 

e da F2 (composta basicamente por MAG, DAG e TAG) obtidas pela EFS da amostra 04. 

 

A partir dos cromatogramas apresentados na Figura 13 observa-se que a 

fração 1 (F1) é composta basicamente por EsAG (picos com tempo de retenção 

entre 4,0 min e 5,0 min). Observou-se, também, que a fração 2 (F2) apresenta picos 

que podem ser atribuídos aos MAG (picos com tempo de retenção entre 3,0 min e 

3,8 min), aos DAG (picos com tempo de retenção entre 5,2 min e 7,5 min) e aos 

TAG (picos com tempo de retenção entre 11,5 min e 22,5 min).  Estes resultados 

demonstram uma boa separação na etapa de EFS, igualmente obtida por Andrade 

(2011); Andrade, Mazzei e d’Avila (2011), comprovando mais uma vez a região 
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característica de cada classe presente no biodiesel nesta nova condição de análise 

(eluição isocrática). Os picos negativos que não foram nomeados na Figura 13 

podem ser atribuídos a picos de solventes. 

Para confirmação dos tempos de retenção dos MAG e dos DAG utilizando a 

composição de fase móvel relativa ao experimento 3a (85 % (A) + 15 % (B) 6:3, % 

volumétrico), foram analisadas as frações de MAG e DAG obtidas por EFS conforme 

procedimento descrito por Blatt (2014). A Figura 14 apresenta a sobreposição dos 

cromatogramas obtidos por CLAE-IR da fração de MAG (a) e da fração de DAG (b), 

com eluição isocrática, utilizando a fase móvel referente ao experimento 3a.   

 

 
Figura 14. Cromatogramas obtidos por CLAE-IR da fração de MAG (a) e da fração de DAG 

(b) com eluição isocrática utilizando a fase móvel referente ao experimento 3a (85 % (A) + 15 % (B) 

6:3, % volumétrico). 

 

A partir do cromatograma apresentado na Figura 14 observa-se que a fração 

de MAG é caracterizada pela presença de picos com tempo de retenção de 4 min. 

Já a fração de DAG, é identificada pela presença de picos com tempo de retenção 
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de aproximadamente 8 min Estes resultados comprovam, mais uma vez, a região 

característica dos MAG e DAG nesta nova condição de análise (eluição isocrática).  

A Figura 15 apresenta o resultado de uma análise da fase móvel referente ao 

experimento 3a (85 % (A) + 15 % (B) 6:3, % volumétrico), que foi analisada como 

uma amostra para confirmar os tempos de retenção atribuídos aos solventes 

utilizados na fase móvel.  

 

 Figura 15. Cromatograma obtido por CLAE-IR para uma amostra da fase móvel 

referente ao experimento 3a (85 % (A) + 15 % (B) 6:3, % volumétrico). 

 

5.3 Determinação do mínimo detectável (MD) do método proposto (CLAE-IR) 

 

Visando à determinação do MD do método proposto (CLAE-IR), foram 

preparadas soluções do óleo vegetal refinado de soja (marca Liza, Cargill, São 

Paulo), composto, basicamente, de TAG, descritas na Tabela 9. Nas Figuras 16 e 

17 são apresentadas as sobreposições dos cromatogramas obtidos para cada 

composição de mistura.  
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Figura 16. Sobreposição dos cromatogramas obtidos por CLAE-IR de quatro soluções com 

concentrações distintas de óleo de soja (1,0 % em volume; 0,5 % em volume; 0,1 % em volume e 

0,01 % em volume) diluídas em 70% (A) + 30 % (B) 5:4, % volumétrico (experimento 1g). 

 

 

Figura 17. Sobreposição dos cromatogramas obtidos por CLAE-IR de três soluções com 

concentrações distintas de óleo de soja (0,1 % em volume, 0,05 % em volume e 0,01 % em volume) 

diluídas em 85 % (A) + 15 % (B) 6:3, % volumétrico (experimento 3a). 
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A partir dos cromatogramas apresentados nas Figuras 16 e 17, pode-se 

confirmar a aplicabilidade do detector de IR para amostras de biodiesel cuja 

concentração de contaminantes seja ≥ 0,01 % volumétrico. Além disso, observa-se 

novamente que o tR dos TAG está na faixa de 11 min a 21 min para condição 

isocrática de 70 % (A) + 30 % (B) 5:4, % volumétrico (experimento 1g) e na faixa de 

25 min a 60 min para a condição isocrática de 85 % (A) + 15 % (B) 6:3, % 

volumétrico (experimento 3a). 

 

5.4 Quantificação das classes constituintes do biodiesel pelo método proposto 

(CLAE-IR) 

 

Para quantificação das frações de MAG, EsAG, DAG e TAG do biodiesel por 

CLAE-IR foi utilizado hexadecano como padrão interno. No entanto, foi verificado em 

algumas amostras de biodiesel que alguns constituintes de algumas de suas classes 

eram eluídos no mesmo tR do padrão interno. A Figura 18 apresenta a sobreposição 

dos cromatogramas do padrão interno (em azul) e da amostra 03 (em preto). 

  

 
Figura 18. Cromatogramas de CLAE-IR com eluição isocrática conforme experimento 3a (85 

% (A) + 15 % (B) 6:3, % volumétrico) do hexadecano (em azul) e da amostra 03 (em preto). 

 

A partir do cromatograma apresentado na Figura 18 se observa a eluição do 

hexadecano (cromatograma em azul) no tR de aproximadamente 11 min. Um pico 
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neste mesmo tempo de retenção, também é observado no cromatograma da 

amostra 03 (em preto).  

Desta forma, para que a quantificação das classes constituintes do biodiesel 

não ocasionasse interferências na quantificação da área real do padrão interno e, 

consequentemente, quantificações incorretas, as amostras de biodiesel foram 

analisadas com e sem o padrão interno, de forma que se pudesse descontar a área 

de qualquer pico que porventura fosse eluído no mesmo tR do padrão interno. A 

Figura 19 apresenta os cromatogramas de CLAE-IR da amostra 03 com padrão 

interno (a) e sem padrão interno (b). 

   

 
(a) (b) 

Figura 19. Cromatogramas de CLAE-IR com eluição isocrática conforme experimento 3a (85 

% (A) + 15 % (B) 6:3, % volumétrico) da amostra 03 com padrão interno (a) e sem padrão interno (b). 

 

Foram definidos os tR para cada constituinte (MAG, EsAG, DAG e TAG) de 

acordo com os resultados obtidos nos itens 5.1 e 5.2, conforme apresentados na 

Tabela 10.  

 

Tabela 10. Tempos de retenção definidos para cada classe constituinte do biodiesel, 

utilizando a fase móvel composta por 85 % (A) + 15 % (B) 6:3, % volumétrico (experimento 3a) 

Constituintes do biodiesel tR (min) 

MAG 3,8 - 4,5 

EsAG 4,6 - 7,5 

DAG 7,6 - 25,0 

TAG 25,1 - 65,0 

 

O cromatograma da amostra 04 dopada com o padrão interno, obtido por 

CLAE-IR, é apresentado na Figura 20.  Este cromatograma apresenta a faixa das 
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classes constituintes do biodiesel, definidas conforme os tempos estabelecidos na 

Tabela 10. Os picos não identificados são atribuídos aos solventes utilizados na fase 

móvel e na diluição da amostra.  

 
Figura 20. Cromatograma de CLAE-IR com eluição isocrática conforme experimento 3a (85 

% (A) + 15 % (B) 6:3, % volumétrico) de uma amostra de biodiesel de baixa conversão (Amostra 04). 

 

Antes de realizar a quantificação dos teores de MAG, EsAG, DAG e TAG das 

amostras por padronização interna, foi verificada a pureza do hexadecano. O 

cromatograma apresentado na Figura 21 mostra o pico do padrão interno eluído em 

aproximadamente 11,5 min e alguns resíduos de impurezas próximas ao tempo de 

eluição do padrão interno.  

A partir do cromatograma apresentado na Figura 21 calculou-se a pureza do 

padrão interno (hexadecano) segundo a Equação 2 (página 33), obtendo-se o valor 

de 99,7 % em massa. Segundo a norma EN 14103 (2011), o critério de aceitação da 

pureza do padrão interno utilizado é de >99,5 % em massa. Sendo assim, tomando 

como base esse mesmo critério, o resultado obtido foi considerado satisfatório e o 

padrão interno foi utilizado na quantificação das amostras.  
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Figura 21. Cromatograma de CLAE-IR com eluição isocrática conforme experimento 3a (85 

% (A)+ 15 % (B) 6:3, % volumétrico) do hexadecano. 

 

Empregou-se a Equação 1 descrita no item 4.6 para o cálculo do percentual 

de cada classe de constituintes presentes nas amostras estudadas. Na Tabela 11 

são apresentados os resultados obtidos pelo método proposto (CLAE-IR) para cada 

classe constituinte do biodiesel. 

 

Tabela 11. Resultados obtidos por CLAE-IR utilizando a fase móvel referente ao 

experimento 3a (85 % (A) + 15 % (B) 6:3, % volumétrico) para cada classe constituinte do biodiesel 

Amostra Classe 
Resultados obtidos por CLAE-IR (% em massa) 

1ª Determinação 2ª Determinação Média ± DP 

01 

MAG 0,540 0,516 0,528 ± 0,017 

EsAG 75,9 75,5 75,7 ± 0,283 

DAG 1,678 1,660 1,669 ± 0,013 

TAG 8,875 8,861 8,868 ± 0,010 

02 

MAG 0,551 0,362 0,457 ± 0,134 

EsAG 78,2 79,0 78,6 ± 0,134 

DAG 1,730 1,722 1,726 ± 0,006 

TAG 11,830 12,739 12,285 ± 0,643 

03 

MAG 0,520 0,554 0,537 ± 0,024 

EsAG 66,6 67,6 67,1 ± 0,707 

DAG 2,479 2,554 2,517 ± 0,053 

TAG 18,437 19,195 18,816 ± 0,536 
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Tabela 11. Resultados obtidos por CLAE-IR utilizando a fase móvel referente ao 

experimento 3a (85 % (A) + 15 % (B) 6:3, % volumétrico) para cada classe constituinte do biodiesel 

(continuação) 

04 

MAG 4,772 4,569 4,671 ± 0,144 

EsAG 59,4 59,8 59,6 ± 0,283 

DAG 6,457 6,796 6,627 ± 0,240 

TAG 12,776 14,029 13,403 ± 0,886 

05 

MAG 0,308 0,363 0,335 ± 0,039 

EsAG 99,4 98,7 99,1 ± 0,518 

DAG 0,104 0,253 0,178 ± 0,105 

TAG < MD < MD -  

06 

MAG 0,470 0,543 0,506 ± 0,052 

EsAG 94,9 95,7 95,3 ± 0,565 

DAG 0,149 0,191 0,170 ± 0,029 

TAG < MD < MD - 

07 

MAG 0,377 0,408 0,392 ± 0,022 

EsAG 97,4 98,3 97,8 ± 0,700 

DAG 0,540 0,554 0,547 ± 0,010 

TAG < MD < MD -  

08 

MAG 0,522 0,404 0,463 ± 0,083 

EsAG 97,5 96,3 96,9 ± 0,820 

DAG 0,186 0,187 0,187 ± 0,000 

TAG < MD < MD - 

09 

MAG 0,521 0,568 0,544 ± 0,033 

EsAG 97,0 98,9 97,9 ± 1,369 

DAG 0,175 0,140 0,158 ± 0,025 

TAG < MD 0,002 0,001 ± 0,001 

 

DP: Desvio Padrão - MD: Mínimo Detectável 

 

5.5 Cálculo do limite de repetibilidade 

 

Com o objetivo de avaliar se a diferença dos resultados obtidos por CLAE-IR 

para cada amostra encontrava-se dentro dos limites aceitáveis, o limite de 

repetibilidade do método proposto (CLAE-IR) foi calculado a partir da Equação 3 

(página 33), utilizando-se os valores dos desvios padrão dos resultados obtidos por 

CLAE-IR para cada amostra. Na Tabela 12 são apresentados os resultados do limite 

de repetibilidade calculado para cada amostra e para cada classe dos constituintes 

do biodiesel. 
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Tabela 12. Resultados do limite de repetibilidade do método proposto (CLAE-IR) utilizando a 

fase móvel referente ao experimento 3a (85 % (A) + 15 % (B) 6:3, % volumétrico) 

Amostra Classe Desvio Padrão 

Amplitude das 

determinações 

por CLAE-IR 

Limite de 

Repetibilidade (r) 

01 

MAG 0,017 0,02 0,05 

EsAG 0,283 0,40 0,79 

DAG 0,013 0,02 0,04 

TAG 0,010 0,01 0,03 

02 

MAG 0,134 0,19 0,37 

EsAG 0,566 0,80 1,58 

DAG 0,006 0,01 0,02 

TAG 0,643 0,91 1,80 

03 

MAG 0,024 0,03 0,07 

EsAG 0,707 1,00 1,98 

DAG 0,053 0,07 0,15 

TAG 0,536 0,76 1,50 

04 

MAG 0,144 0,20 0,40 

EsAG 0,283 0,40 0,79 

DAG 0,240 0,40 0,67 

TAG 0,886 1,25 2,48 

05 

MAG 0,039 0,06 0,11 

EsAG 0,518 0,73 1,45 

DAG 0,105 0,15 0,29 

TAG < MD < MD - 

06 

MAG 0,052 0,07 0,14 

EsAG 0,565 0,80 1,58 

DAG 0,029 0,04 0,08 

TAG < MD < MD - 

07 

MAG 0,022 0,03 0,06 

EsAG 0,700 0,99 1,96 

DAG 0,010 0,01 0,03 

TAG < MD < MD - 

08 

MAG 0,083 0,12 0,23 

EsAG 0,820 1,16 2,30 

DAG < MD 0,19 < MD 

TAG < MD < MD - 

09 

MAG 0,033 0,05 0,09 

EsAG 1,369 1,94 3,83 

DAG 0,025 0,04 0,07 

TAG < MD < MD - 

  

Conforme dados da Tabela 12, observa-se que a amplitude dos valores 

obtidos pelo método proposto (CLAE-IR) é menor do que os limites de repetibilidade 

calculados, demonstrando que os resultados são satisfatórios com relação ao 
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parâmetro de repetibilidade do método proposto (CLAE-IR), seguindo os critérios de 

Rego (2013). 

 

5.6 Comparação dos resultados obtidos pelo método proposto (CLAE-IR) e 

pelo método de referência (CG) por meio da aplicação do teste t de Student 

 

De acordo com o DOQ-CGCRE-008 - Orientações sobre Validação de Métodos 

Analíticos, o teste t de Student pode ser realizado para a comparação dos resultados 

obtidos utilizando-se um método a ser validado com os resultados obtidos por meio 

de um método de referência já validado. O teste tem como objetivo estudar o grau 

de proximidade dos resultados obtidos pelos dois métodos, ou seja, avaliar a 

exatidão do método em processo de validação com de referência (INMETRO, 2011). 

 O teste pode ser realizado sob a forma bilateral, na qual a hipótese alternativa 

é estipulada para identificar afastamentos, em ambos os sentidos, do parâmetro que 

está sendo testado; ou unilateral, em que a hipótese alternativa indica afastamento 

do parâmetro em relação a um valor no sentido da direita (unilateral superior) ou da 

esquerda (unilateral inferior) (LOPES, 2008). Dessa forma, como neste trabalho 

objetiva-se verificar se o método proposto (CLAE-IR) e o método de referência (CG) 

são iguais ou diferentes, o que caracteriza um afastamento de ambos os lados, 

utilizou-se o teste bilateral.   

 Na validação de métodos, usualmente, deseja-se estudar se há diferença 

entre dois deles e, se na realização dos ensaios, há duas situações (LOPES, 2008): 

Amostras independentes: quando os dados são coletados de tal maneira que as 

observações não são relacionadas umas às outras; 

Amostras dependentes (ou pareadas): quando uma mesma amostra é analisada por 

dois métodos diferentes. 

 No caso de amostras independentes, faz-se primeiro o teste F, a fim de 

verificar se as variâncias das amostras podem ser consideradas iguais. Já no teste 

de amostras dependentes, isto não é necessário. Porém, em ambos os casos, os 

resultados são comparados por meio do teste denominado t (de Student) (LOPES, 

2008). 
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Na Tabela 13 são apresentados os resultados de 9 amostras de biodiesel de 

diferentes oleaginosas, obtidos pelo método proposto (CLAE-IR) e pelo método de 

referência (CG), assim como o desvio obtido entre as duas metodologias.  

 

Tabela 13. Resultados obtidos pelo método proposto (CLAE-IR) utilizando a fase móvel referente ao 

experimento 3a (85 % (A) + 15 % (B) 6:3, % volumétrico) e pelo método de referência (CG) 

Amostra Classe CLAE-IR (% em massa) 

CG (Métodos de 

Referência), % em 

massa 

Desvio  

(RCG - RCLAE),  

 % em massa 

01 

MAG 0,528 0,618 -0,090 

EsAG 75,7 71,5 4,2 

DAG 1,669 1,640 0,029 

TAG 8,868 6,072 2,796 

02 

MAG 0,457 0,605 -0,133 

EsAG 78,6 73,5 3,4 

DAG 1,726 1,671 -0,753 

TAG 12,285 1,773 8,479 

03 

MAG 0,537 0,590 -0,053 

EsAG 67,1 75,2 -8,1 

DAG 2,517 2,479 0,038 

TAG 18,816 3,806 15,010 

04 

MAG 4,671 4,942 -0,271 

EsAG 59,6 56,9 2,7 

DAG 6,627 11,192 -4,566 

TAG 13,403 18,028 -4,626 

05 

MAG 0,335 0,270 -0,065 

EsAG 99,1 98,8 -0,278 

DAG 0,178 0,100 -0,078 

TAG < MD <MD < MD 

06 

MAG 0,506 0,480 0,010 

EsAG 95,3 98,2 3,3 

DAG 0,170 0,120 -0,029 

TAG < MD 0,002 0,002 

07 

MAG 0,392 0,390 -0,002 

EsAG 97,8 97,3 -0,5 

DAG 0,547 0,187 -0,360 

TAG 0,000 0,001 0,001 

08 

MAG 0,463 0,561 0,039 

EsAG 96,9 96,8 -0,7 

DAG 0,187 0,158 -0,028 

TAG < MD 0,008 0,008 

09 

MAG 0,544 0,568 0,024 

EsAG 97,9 98,9 1,0 

DAG 0,158 0,140 -0,018 

TAG 0,001 0,002 0,001 
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Conforme mostrado na Tabela 13, algumas amostras (01, 02, 03 e 04) 

apresentaram diferenças altas entre os resultados obtidos pelo método proposto 

(CLAE-IR) e pelo método de referência (CG), principalmente, com relação às classes 

de DAG e TAG. Isto pode ser explicado pelo fato dos resultados obtidos para estas 

amostras estarem fora da faixa de aplicação do método de referência, ou seja, os 

valores obtidos são superiores às faixas de quantificação das classes constituintes 

do biodiesel (MAG, DAG e TAG) de acordo como a Norma ASTM D6584 (2013) e 

inferiores (EsMAG) de acordo como a Norma EN 14103 (2011). Segundo a Norma 

ASTM D6584/2012, a faixa de quantificação para os MAG é de 0,009 % em massa 

até 0,779 % em massa, para os DAG é de 0,092 % em massa a 0,544 % em massa, 

para os TAG é de 0,001 % em massa a 1,388 % em massa. Já com relação ao teor 

de éster, a Norma EN 14103 (2011) define um percentual mínimo de 90% em massa 

(ASTM D6584/2013; EN 14103/2011).  

Por outro lado, quando se compara os resultados obtidos pelo método 

proposto (CLAE-IR) e pelo método de referência (CG) para as amostras 05, 06, 07, 

08 e 09, cujos resultados encontram-se dentro das faixas de aplicação dos métodos 

de referência, os desvios apresentados são bem menores. Tais resultados 

encontram-se, inclusive, dentro dos limites de reprodutibilidade dos métodos de 

referência (ASTM D6584/2013 e EN 14103/2011).  

Visando a verificação da equivalência dos resultados obtidos pelo método 

proposto (CLAE-IR) e pelo método de referência (CG), aplicou-se o teste t nos 

resultados obtidos para cada amostra de acordo com os dados apresentados na 

Tabela 13. Os resultados obtidos a partir da aplicação do teste t são apresentados 

na Tabela 14. 

O teste t de Student é um teste de hipóteses, utilizado para avaliar as 

diferenças entre as médias de dois grupos. Consulta-se a tabela de t, para encontrar 

o valor de t tabelado e compara-se com o valor de tcalculado. Se o valor de tcalculado for 

menor que o valor de ttabelado (tcalculado < tTabelado), em módulo, é possível afirmar, com 

95% de confiança, que os métodos podem ser considerados equivalentes (LOPES, 

2008). 

De acordo com os resultados obtidos após a aplicação do teste t (Tabela 14), 

pode-se afirmar, estatisticamente, com 95% de confiança, que os resultados dos 
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métodos comparados (CLAE-IR e CG) são equivalentes, uma vez que o valor de t 

calculado (Stat t) é menor, em módulo, que o valor “t crítico bicaudal” (t Tabelado).  

 

Tabela 14. Resultados do teste-t: duas amostras em par para médias 

  Variável 1 Variável 2 

Média 23,43 22,87 

Variância 1385 1403 

Observações 36 36 

Correlação de Pearson  0,9949 
 Hipótese da diferença de média 0 
 gl 35 
 Stat t 0,887 
 P(T<=t) uni-caudal 0,190 
 t crítico uni-caudal 1,689 
 P(T<=t) bi-caudal 0,381 
 t crítico bi-caudal 2,030   

 

 

 

5.7 Avaliação da exatidão do método proposto (CLAE-IR) 

 

Com o objetivo de verificar a exatidão do método proposto (CLAE-IR), uma 

vez que algumas das amostras analisadas apresentaram resultados fora da faixa de 

aplicação dos métodos de referência, foram analisados padrões de monoleína, 

dioleína e trioleína, preparados nas concentrações próximas às máximas aceitáveis 

na especificação do biodiesel, segundo a Resolução ANP Nº 45, de 25 de agosto de 

2014.  

Estas análises foram realizadas utilizando-se como fase móvel uma mistura 

de 85 % (A) + 15 % (B) 6:3, % volumétrico (experimento 3a). A Tabela 15 

apresenta uma comparação entre os valores de referência calculados e os valores 

obtidos pelo método proposto (CLAE-IR). 

 

 

 



 

63 

 

Tabela 15. Comparação dos valores de referência calculados com os resultados obtidos dos 

padrões de monoleína, dioleína e trioleína por CLAE-IR utilizando a fase móvel referente ao 

experimento 3a (85 % (A) + 15 % (B) 6:3, % volumétrico) 

Amostra 

Valores de 

referência (VRef) 

calculados, % em 

massa 

Resultados 

obtidos por CLAE-

IR, % em massa 

Desvio  

 (VRef - RCLAE),                        

% em massa 

Valores de 

reprodutibilidade 

conforme norma 

ASTM D6584 

(2013) 

Monoleína 0,639 0,690 - 0,051 0,357 

Dioleína 0,200 0,319 - 0,119 0,224 

Trioleína 0,282 0,395 - 0,113 0,513 

  

A partir dos resultados apresentados na Tabela 15, é possível afirmar que o 

método proposto (CLAE-IR) possui nível de exatidão satisfatório, visto que, os 

desvios apresentados são bem inferiores aos valores de reprodutibilidade calculados 

a partir dos critérios definidos pela norma ASTM D6584 (2013).  
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Capítulo 6 Conclusões 

 

A partir da eluição por gradiente utilizada por Andrade (2011), foram obtidas 

diversas condições para eluição isocrática para a análise de biodiesel por 

cromatografia líquida de alta eficiência com detector de Índice de refração (CLAE-

IR), entre as quais a selecionada, constituída de 85 % de metanol e 15 % de i-

propanol e n-hexano 6:3, % volumétrico, que permite a separação satisfatória das 

diversas classes alvo.  

Foram obtidas, a partir da EFS, frações enriquecidas em EsAG e acilgliceróis 

(MAG, DAG e TAG), as quais foram utilizadas para a determinação dos tempos de 

retenção relativos às classes constituintes do biodiesel estudadas.  

A partir da análise de soluções de concentrações distintas de óleo vegetal de 

soja refinado (composto basicamente de TAG) foi obtido o mínimo detectável do 

método proposto (CLAE-IR), sendo 0,01 % em massa. 

           O método proposto utiliza cromatógrafo líquido convencional, com apenas 

uma bomba injetora e detector de índice de refração e analisa amostras de biodiesel 

sem necessidade de tratamento prévio. 

O método proposto (CLAE-IR) mostrou-se eficaz para a identificação e 

quantificação simultânea das principais classes constituintes do biodiesel (MAG, 

EsAG, DAG e TAG) para amostras comerciais. Este método apresentou resultados 

estatisticamente semelhantes, com 95% de confiança, quando comparado ao 

método de referência (CG). 

O método proposto (CLAE-IR) demonstrou potencial para substituir, 

totalmente, o método de referência, uma vez que apresenta algumas vantagens, tais 

como:  

1. As amostras dispensam tratamento prévio, não havendo, portanto, 

necessidade de derivatização, pela reação com n-metil-n-

trimetilsililtrifluoroacetamida (MSTFA) para tornarem-nas mais voláteis.  

2. Eliminação dos problemas de entupimento dos detectores de ionização de 

chama e a troca de coluna capilar com fase estacionária de 95% dimetil - 5% difenil 

polisiloxano a cada 3 (três) meses. 
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3. Quantificação simultânea dos percentuais em massa dos ésteres dos 

ácidos graxos (biodiesel) e dos acilgliceróis residuais, com somente um equipamento 

de CLAE com apenas uma bomba, uma coluna cromatográfica e detector de índice 

de refração, enquanto que pelos métodos de referência essas determinações são 

realizadas em momentos distintos, necessitam de duas colunas cromatográficas e 

dois tipos de injetor [on column (MAG, DAG e TAG) e split/splitless (EsAG)]. 

4. Menor custo por análise, já que o custo operacional é reduzido, pois utiliza 

menos da metade da quantidade de reagentes utilizada pelo método de referência, 

reagentes estes geralmente importados, tais como os padrões de monooleína, 

dioleína, trioleína, tricaprina, monoestearina, monopalmitina, hexanoato de metila 

(C6) e nonadecanoato de metila (C19).  Além de menor valor de investimento em 

relação aos equipamentos envolvidos. O tempo de análise efetiva é semelhante, já 

que as análises de ésteres dos ácidos graxos (biodiesel) e dos acilgliceróis residuais 

pelos métodos de referência por CG totalizam cerca de 60 min. 

Entretanto, faz-se necessária a aplicação do método proposto em uma 

quantidade maior de amostras de biodiesel de diferentes matérias primas, como 

também sua validação, de forma a demonstrar a sua total aplicabilidade para a 

análise simultânea de EsAG (éster de ácido graxo), MAG (monoacilglicerol), DAG 

(diacilglicerol) e TAG (triacilglicerol). 
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Capítulo 7 Perspectivas Futuras 

 

Ao final deste trabalho, algumas investigações adicionais se mostraram 

necessárias tais como: 

 

 Aplicação do método proposto em uma quantidade maior de amostras de 

biodiesel de diferentes oleaginosas e procedências; 

 Validação do método; 

 Aplicação do método em frações obtidas por extrações em fases sólidas 

prévias, contendo classes constituintes do biodiesel, conforme resultados 

anteriores (CARDOSO, 2012; BLATT, 2014), com perspectivas de melhoria 

nas respectivas resoluções cromatográficas e redução dos tempos de análise 

e 

 Adaptação do método visando também a análise de glicerina, permitindo, 

portanto, também a análise da glicerina livre e glicerina combinada. 
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