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RESUMO

SANTOS, Bruno Lima dos. Andlise simultanea dos ésteres e acilglicerdis do
biodiesel por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de indice de
refracdo (CLAE-IR). Rio de Janeiro, 2015. Dissertacdo - Curso de Pos-Graduacao
em Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos da Escola de Quimica,
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

Durante a reacdo de transesterificacdo de O6leos vegetais para a producdo do
biodiesel, ocorre a formacdo de monoacilglicerdis (MAG), diacilgliceréis (DAG)
(intermediarios de reacdo) e a presenca de triacilglicerdis (TAG) ndo reagidos. Estes
acilgliceréis (contaminantes) presentes no biodiesel podem causar a formacao de
depdsitos e o entupimento de filtros em motores de combustdo. Visando assegurar
gue o biodiesel encontra-se dentro dos parametros de qualidade para que possa ser
utilizado nos veiculos, s@o estabelecidas as chamadas especificacdes, que sao, em
resumo, as caracteristicas as quais um produto, nesse caso 0 biodiesel, devera
atender para que possa ser considerado adequado ao uso. No Brasil, as
especificacdes do biodiesel sdo estabelecidas pela Agéncia Nacional do Petréleo,
Gas Natural e Biocombustiveis (ANP) por meio da Resolucdo N° 45, de 25 de agosto
de 2014. Atualmente, a técnica analitica mais empregada para a verificacdo da
conformidade do biodiesel em relacdo ao teor de acilglicerois (MAG, DAG e TAG),
assim como do teor de ésteres (biodiesel) é a cromatografia gasosa (CG), ainda que
sua utilizacdo esteja relacionada a alguns inconvenientes, tais como: danos ao
injetor e a coluna pela presenca de tracos de TAG no biodiesel, o que provoca a
substituicdo da coluna em intervalos trimestrais; necessidade de derivatizacdo da
amostra, o que embora melhore a separacdo cromatografica, também aumenta o
tempo de analise; e o emprego de diversos padrdes importados. O presente trabalho
tem como principal objetivo o desenvolvimento de um método de identificacdo e
quantificacdo do teor de acilglicerois (MAG, DAG e TAG), assim como do teor de
ésteres metilicos de acidos graxos (ESMAG) presentes no biodiesel por
cromatografia liquida da alta eficiéncia com detector de indice de refracdo (CLAE-
IR), uma vez que a metodologia atualmente empregada (CG), além de demandar
uma gquantidade maior de etapas de preparo da amostra, apresenta dificuldades
técnicas ndo observadas na CLAE-IR. As amostras analisadas pelo método proposto

(CLAE-IR) apresentaram resultados satisfatorios quando comparados aos resultados
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obtidos pelo método de referéncia (CG), particularmente quando estes resultados
encontravam-se dentro das faixas de aplicagdo dos métodos de referéncia. O
meétodo proposto, utilizando a técnica de CLAE-IR se mostrou promissor, inclusive
com potencial para substituir o método de referéncia, ja que apresentou resultados
estatisticamente equivalentes, com 95% de confiangca, quando comparado ao
método de referéncia (CG) para as nove amostras comerciais analisadas neste

trabalho.

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

eficiéncia, indice de refracéo.
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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 Pdés-Graduacdo em
Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos da Escola de Quimica,
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).



Keywords: Biodiesel, gas chromatography, high-performance liquid chromatography,

refractive index.
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Capitulo 1 Introducéo

Uma avaliacdo sobre a parcela de contribuicdo das fontes renovaveis na
matriz energética brasileira pode ser obtida por meio do Relatério do Balango
Energético Nacional - Ano Base 2013 - Maio/2014, publicado, recentemente, pela
Empresa de Pesquisas Energéticas (EPE).

No citado relatério sdo reunidas as informacdes consolidadas sobre quanto e
como se utilizou energia no Brasil em 2013, cabendo-se chamar a atencao para a
grande parcela de contribuicdo das fontes renovaveis na matriz energética brasileira
(41%), o que faz da matriz energética do Brasil uma das matrizes com maiores
indices de participacdo de renovaveis.

Avaliando-se o consumo de energia no setor de transportes, ainda de acordo
com o Relatério da EPE, observa-se que o consumo de biodiesel (2,3%) superou o
de gas natural (2,0%) no ano de 2013, ressaltando ainda mais a importancia do
biodiesel no cenario de combustiveis.

O biodiesel tem se destacado, mundialmente, como uma alternativa ao diesel
de petrdleo, visto a possibilidade de sua utilizacdo direta nos motores movidos a
diesel, sem a necessidade de alteracbes dos mesmos. Além disso, o biodiesel
destaca-se, principalmente, devido as suas caracteristicas ambientais favoraveis
(AGARWAL, 2001).

No Brasil, o uso do biodiesel (B100) diretamente nos veiculos ndo é
autorizado, mas apenas o de sua mistura com o 6leo diesel. A venda de diesel BX -
nome dado a mistura de Oleo diesel derivado do petréleo e um percentual (7%,
atualmente) de biodiesel - é obrigatéria em todos os postos que revendem 6leo
diesel, sujeitos a fiscalizacdo pela Agéncia Nacional do Petréleo, Gas Natural e
Biocombustiveis (ANP). A adicdo de até 7% de biodiesel ao 6leo diesel foi
amplamente testada, dentro de um programa de testes coordenado pelo Ministério
de Ciéncia e Tecnologia (MCT), que contou com a participacdo da Associacao
Nacional dos Fabricantes de Veiculos Automotores (Anfavea). Os resultados
demonstraram, até o momento, ndo haver a necessidade de qualquer ajuste ou

alteracdo nos motores e veiculos que utilizem essa mistura (ANP, 2014).



Passados, praticamente, dez anos desde a inser¢cdo do biodiesel na matriz
energética brasileira por meio da Lei N° 11.097/05, sua cadeia produtiva teve de
superar diversos obstaculos, ligados ndo apenas ao processo produtivo e ao de
logistica, mas, sobretudo, aqueles ligados a qualidade intrinseca requerida para o
produto, ou seja, 0s aspectos técnicos e de qualidade que devem ser atendidos para
que o uso pretendido seja possivel.

Santos (2007) relata que, apesar do importante avanco que foi a definicdo do
marco regulatorio, muitas outras questfes relacionadas a producdo e ao uso do
biodiesel precisam ser debatidas, destacando dentre os aspectos técnicos, as
guestdes relacionadas com a especificacao do produto.

Estabelecidas, inicialmente, pela Resolucdo ANP N° 42, de 24 de novembro
de 2004 - publicada no Diario Oficial da Unido (DOU) em 9 de dezembro de 2004 -
Retificada pelo DOU de 19 de abril de 2005 e, atualmente, pela Resolucdo ANP N°
45, de 25 de agosto de 2014 - DOU de 26 de agosto de 2014, as especificagbes do
biodiesel passaram por diversas mudancas até chegar a regulamentacéo atual. Tais
mudancas foram motivadas pela necessidade de disponibilizar um produto de maior
qualidade e, assim, facilitar a sua aceitagao internacional.

Tal qualidade é avaliada por meio de métodos analiticos e, durante os Ultimos
anos, uma grande variedade desses métodos foi desenvolvida para a andlise de
misturas contendo ésteres de acidos graxos (EsSAG), monoacilgliceréis (MAG),
diacilglicerdis (DAG) e triacilgliceréis (TAG) obtidos pela reacao de transesterificacao
de Oleos vegetais. Dentre esses métodos, a cromatografia gasosa (CG), a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), a ressonancia magnética nuclear
(RMN) e a espectrometria de infravermelho (IV), tém sido utilizadas para a
determinacéo dos teores desses constituintes (KNOTHE, 1998; RESOLUCAO ANP
N° 45, 2014).

Estabelecidas pelo Conselho Nacional de Metrologia, Normalizacdo e
Qualidade Industrial - CONMETRO, as Diretrizes Estratégicas para a Metrologia
Brasileira para os quingqiénios 2008-2012 e 2013-2017 apontam as seguintes

necessidades com relacdo aos biocombustiveis:



1) Intensificar a producdo de Materiais de Referéncia Certificados (MRCs),
com énfase nas areas estratégicas tais como biocombustiveis (2008-
2012).

2) Estabelecer uma politica para producdo de MRCs, com énfase nas areas
estratégicas de ponta, como, biocombustiveis e farmacos, 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 padrées de medicdo de bioetanol e biodiesel
(soja e gordura animal), com valores de referéncia estabelecidos. Estes padrdes
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 parametros da especificacdo do biodiesel. Entretanto,
quanto aos valores para as fragcdes 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 informacgdes que poderiam ser consideradas de interesse para
0 usuario do SRM, mas, que por ndao haver informacdes suficientes, em virtude da
guantidade limitada de analises realizadas, a avaliacdo consistente da incerteza
associada com o valor ndo 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 comparagao
interlaboratorial para a avaliacdo da capacidade de medicdo de laboratérios de

controle de qualidade de biocombustiveis. Mais de 30 representantes de laboratérios
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e instituicbes ao redor do mundo participaram do programa. Os resultados para os
pardmetros analisados demonstraram uma relevante concordancia 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 Associacédo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT).

Conforme o relatério do BIOREMA ILC Interlaboratory Comparison, o
biodiesel forma uma matriz muito complexa, para as quais ainda é necessario o
desenvolvimento de muitos trabalhos de pesquisa, especialmente, no que diz
respeito a melhoria da quantificagdo dos MAG, DAG e TAG. Segundo o relatorio, a
identificacdo consistente de todos 0s picos pertencentes aos grupos individuais, teria
levado a uma melhor concordancia dos resultados. Além disso, o envelhecimento da
coluna cromatogréfica, especialmente, quando é seguido procedimento descrito na
Norma EN 14105, revela-se como um problema na quantificacdo dos DAG e TAG
(Evaluation of results of ILC BIOREMA biodiesel - BIOREMA - EU Grant 219081 -
Final Version, 25th of November 2010).

A separacdo dos MAG, ESMAG, DAG e TAG por meio da CLAE com
deteccdo por UV a 205 nm, com resolucdo analitica entre os constituintes de
diferentes nimeros de ligacbes duplas, foi obtida por Andrade (2011), o que torna
factivel a utilizagdo de CLAE no monitoramento da qualidade do biodiesel.

A deteccdo por UV a 205 nm, no entanto, ndo tem sensibilidade para os
componentes saturados, o que limita a sua utilizacdo para a quantificacdo das
principais classes anteriormente citadas.

Desta forma, o principal objetivo do presente trabalho € o desenvolvimento de
um método de identificacdo e quantificagcdo das principais classes constituintes do
biodiesel, por cromatografia liquida da alta eficiéncia, empregando detector de indice
de refracdo (CLAE-IR). A detecc¢édo por indice de refracao se mostra adequada, uma
vez que apresenta como principais vantagens, a capacidade de resposta
proporcional as concentracdes de quaisquer constituintes das classes alvo, assim

como a sua facil utilizacao.



Capitulo 2 Objetivo

2.1 Objetivo Geral

Desenvolvimento de um método de identificacdo e quantificagcdo simultanea
das principais classes constituintes do biodiesel por cromatografia liquida da alta

eficiéncia, com detector de indice de refracdo (CLAE-IR).

2.2 Objetivos Especificos

1) Separacdo os produtos de transesterificacdo, por extracdo em fase sélida
(EFS), em fracdes enriquecidas em ESAG (biodiesel) e em glicerina combinada
(MAG, DAG e TAG).

2) Definicdo a fase movel a ser utilizada na eluicdo isocratica para a
separacao e identificacdo das classes constituintes do biodiesel (MAG, ESAG, DAG
e TAG)

3) Verificagdo do minimo detectavel pela metodologia proposta (CLAE-IR).

4) Quantificacdo das classes constituintes do biodiesel (MAG, EsSAG, DAG e

TAG) por meio de padronizacéo interna.

5) Comparacdo dos resultados obtidos pela metodologia de referéncia

(cromatografia gasosa) e pela metodologia proposta (CLAE-IR).



Capitulo 3 Revisao Bibliografica

3.1 O Biodiesel

Segundo a Agéncia Nacional do Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis
(ANP), o biodiesel é definido como um combustivel composto de alquil ésteres de
acidos graxos de cadeia longa (ESAG), produzidos a partir da transesterificacdo de
gorduras, de origem vegetal ou animal (triacilglicerois - TAG). Além disso, para ser
considerado um combustivel, o biodiesel deve atender as especificacdes contidas no
Regulamento Técnico de sua Resolucdo (MEHER et al., 2006; RESOLUCAO ANP
N° 45, 2014).

O biodiesel é, normalmente, obtido pela reacdo de transesterificacdo, que
ocorre a partir de trés reacfes reversiveis consecutivas conforme apresentado na
Figura 1 (MEHER et. al., 2006; GUARIEIRO, 2006). Os TAG séao convertidos a
DAG, que por sua vez sdo convertidos a MAG e, finalmente, a glicerina (GL)
(GUARIEIRO, 2006). Neste processo sdo necessarios trés mols de alcool para reagir
com um mol de TAG, a fim de produzir um mol de éster de acido graxo (EsSMAG) em
cada etapa (GUARIEIRO, 2006). Em principio, a transesterificacdo é reversivel,
embora o equilibrio permaneca na direcdo da producdo de ESMAG e GL
(GUARIEIRO, 2006). Vale lembrar que, durante a producdo do biodiesel a reacao
reversa ndo ocorre (ou seja, consideravelmente negligenciavel), uma vez que a GL
formada na reacao nao € miscivel 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 formacdo de depdsitos, entupimento de filtro e deterioragdo do
combustivel (MITTELBACH et al., 1983; HOLCAPEK et al., 1999; PLANK,
LORBEER, 1995). Neste sentido, a ANP estabeleceu por meio da Resolugdao ANP
N° 45 de 26 de agosto de 2014, as especificagcbes do biodiesel e as obrigacdes
gquanto ao controle da qualidade a serem atendidas pelos diversos agentes
econdbmicos que comercializam o produto em todo o territério nacional
(RESOLUCAO ANP N° 45, 2014).
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Figura 1. Reag¢8es consecutivas reversiveis para transesterificacdo dos TAG. Os grupos R,
R eR representam as cadeias hidrocarbonicas do acido graxo saturado ou insaturado, podendo ser
igual ou diferente.

Um consideravel nimero de especificacdes presentes na Resolucdo da ANP
para o biodiesel trata da extensdo na qual a reacdo de transesterificacdo foi
completada. Estas especificacbes correspondem a determinacdo de GL livre, GL
combinada ou ligada (MAG, DAG e TAG) e de GL total (livre + combinada)
(KNOTHE et al., 2006). Para atender as exigéncias das especificacbes ndo é
necessaria a quantificacdo de componentes individuais do biodiesel, mas a
quantificacdo das diferentes classes de compostos é fundamental. Por exemplo,
para a determinacdo de MAG, DAG ou TAG (de acordo com as especificacoes
européias), ndo é necessario saber que acido (s) graxo (s) esta (do) ligado (s) a
molécula de GL. Para a determinagéo de GL total, ndo importa o tipo de acilglicerol
(MAG, DAG, TAG) ou de onde se origina a GL livre (KNOTHE et al., 2006).

Atualmente, algumas normas ja especificam limites para os constituintes do
biodiesel como a americana (ASTM D6751, 2015), a européia (EN 14214, 2013) e a
brasileira (RESOLUCAO ANP N° 45, 2014). Na Tabela 1, sdo apresentadas as
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especificacdbes 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 especificacdes americana, européia e brasileira

Propriedade ASTM D6751 EN14214 Resoolugéo ANP

(2015) (2013) N° 45 (2014)

MAG (% em massa) 0,40 0,80 0,70 (Méax.)
DAG (% em massa) - <0,20 0,20 (max.)
TAG (% em massa) - <0,20 0,20 (Mmax.)
GL Livre (% em massa) <0,02 <0,02 0,02 (max.)
GL Total (% em massa) <0,24 <0,25 0,25 (max.)
Esteres (% em massa) - =96,5 96,5 (min.)

MAG - Monoacilgliceréis; DAG - Diacilglicerois; TAG -Triacilgliceréis; GL - Glicerina.

As especificacbes brasileiras sdo bastante similares as especificagbes

americanas e europeéias.

3.2 Os métodos analiticos utilizados para o monitoramento da reacdo de

transesterificacao

Como mostrado anteriormente, a reacdo de transesterificacdo proporciona
ésteres de 4cidos graxos. No entanto, a mistura final € também composta por
glicerol (co-produto principal), alcool, catalisador, MAG, DAG e TAG, bem como 0s
acidos graxos livres. Estes e outros contaminantes do biodiesel podem levar a
problemas operacionais e ambientais graves. Nesse sentido, se faz necessario
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 introducdo e a comercializagdo bem-sucedida do biodiesel tém sido
acompanhadas pelo desenvolvimento de normas para garantir a alta qualidade do
produto e a confianca do usuario. Normas de biodiesel como a EN 14214 (2013) e a
ASTM D6751 (2015) ja& haviam sido desenvolvidas na Europa e nos EUA,
respectivamente. Estas normas sédo geralmente empregadas como referéncia para

estabelecer outras normas e suas analises (KNOTHE, 2005).



No Brasil, atualmente, a Resolugdo ANP N° 45, de 25 de agosto de 2014 -
publicada no DOU em 26 de agosto de 2014 fornece as especificagoes do biodiesel
puro (B100) e as metodologias para a sua caracterizacdo. Em suma, as analises
estabelecidas na Resolucdo Brasileira séo realizadas de acordo com as normas
estabelecidas pela American Society for Testing and Materials (ASTM) e pela
European Standards (EN), assim como pela Associacdo Brasileira de Normas
Técnicas (ABNT) (RESOLUCAO ANP N° 45, DE 25.8.2014).

As propriedades que sado utilizadas para definir a qualidade do biodiesel
podem ser divididas, basicamente, em dois grupos. Um deles, que também € usado
para o 6leo diesel, e 0 outro que descreve a composi¢cao e pureza dos ésteres de
acidos graxos. O primeiro inclui, por exemplo, densidade, viscosidade, ponto de
fulgor, % de enxofre, residuo de carbono Conradson, % de cinzas sulfatadas,
namero de cetano e indice de acidez. Ja o segundo, compreende, metanol, glicerol
livre, glicerol total, os teores de fosforo, o conteddo de 4gua e ésteres, bem como,
outras propriedades descritas nas normas de referéncia citadas anteriormente. A
cromatografia e a espectrometria sdo os métodos analiticos mais utilizados para a
andlise de biodiesel, mas procedimentos baseados em propriedades fisicas também
estdo definidos nas normas de referéncia (MONTEIRO et al., 2008).

Durante os ultimos anos, varios métodos analiticos foram desenvolvidos para
a andlise de misturas contendo ésteres de acidos graxos, MAG, DAG e TAG obtidos
pela reacao de transesterificacdo de 6leos vegetais. Dentre estes métodos, pode-se
destacar a cromatografia em camada fina (CCF), a cromatografia gasosa (CG), a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), a cromatografia por permeacdo em
gel (CPG), a ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN H') e a
espectroscopia na regido do infravermelho proximo. E importante ressaltar que, as
técnicas de analise necessitam ser precisas, confidveis, reproduziveis, rapidas e
simples. Sendo assim, a cromatografia gasosa tem sido o0 método mais aceito para
a analise do biodiesel devido ao alto nivel de precisdo (KNOTHE, 1998).

No entanto, o desvio da linha de base, a sobreposicdo de sinais, 0
envelhecimento dos padrbes e das amostras podem afetar significativamente a
precisdo da analise por CG. Além disso, andlises de CG, frequentemente,

necessitam de derivatizagcdo da amostra, principalmente, para proporcionar



derivados do trimetilsilil dos grupos hidroxila. Embora este procedimento melhore a
separacdo cromatogréfica, ele, também, aumenta o tempo total de analise. A analise
de CLAE é menos empregada na caracterizacdo de biodiesel, mas, o tempo total de
analise é mais curto do que na CG e a derivatizacdo da amostra ndo € necessaria.
Além disso, esta técnica pode ser aplicada ao biodiesel obtido a partir de matérias-
primas diferentes e € mais apropriado para analise de misturas do que a CG. A RMN
€ uma técnica excelente, mas, a instrumentacdo e 0s custos de manutencdo sao
relativamente elevados (MONTEIRO et al., 2008).

Neste trabalho, foi feita uma revisdo bibliografica mais detalhada apenas das
técnicas de cromatografia gasosa e liquida para a quantificacdo de ésteres de

acidos 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 caracterizagao de biodiesel

A CG é utilizada para a separacdo de compostos volatilizaveis, isto €, os
analitos a serem separados devem apresentar uma razoavel pressdo de vapor a
temperatura de separagdo. Do mesmo modo, a medida que aumenta o carater
ibnico do composto e, portanto, diminui a sua volatilidade, também € reduzida a
possibilidade de separacdo via CG. Por outro lado, na CLAE s&o separados os
compostos polares e 0s ndo polares, para os quais a pouca volatilidade ndo é um
inconveniente limitante (AQUINO NETO, NUNES, 2003).

Na CG é necessario que a amostra seja suficientemente volatil, a fim de que
possa passar pela coluna na forma de vapor, e estavel termicamente para ndo se
decompor nas condicdes de separacdo. Os métodos de deteccdo utilizados em CG
sdo mais rapidos e sensiveis, a aparelhagem mais facil de ser manipulada e em
geral mais barata (AQUINO NETO, NUNES, 2003).

Uma ampla variedade de técnicas cromatograficas tem sido empregada, com
sucesso, na caracterizacdo do biodiesel, na quantificacdo de componentes
minoritarios (contaminantes) e na andlise de misturas de biodiesel e 6leo diesel.
Muitas destas técnicas utilizam a cromatografia em fase gasosa. No entanto, o
produto final da reacéo de transesterificacdo pode conter tracos de TAG, os quais

podem prejudicar alguns componentes do equipamento de CG, como, por exemplo,
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0 injetor e a coluna. Para evitar este problema, é importante assegurar a completa
conversdo da reacdo de transesterificacdo do 6leo vegetal (PINTO et al., 2005;
GUARIEIRO, 2006).

Com relacdo a determinacdo dos teores de GL, assim como, dos teores
residuais de MAG, DAG e TAG, conforme estabelecido pela Resolugdo ANP N° 45,
de 25 de agosto de 2014, sdo 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 derivatizacdo. A padronizacao interna € empregada com 1,2,4-butanotriol
para a quantificacdo da GL e com tricaprina para a quantificacdo dos MAG, DAG e
TAG. As solucbes padrdo com monooleina, dioleina e trioleina sdo usadas para a
obtencéo dos tempos de retencéo e da regido do cromatograma onde serdo eluidos
0s MAG, os DAG e os TAG presentes na amostra. A Tabela 2 apresenta as
condigbes empregadas na andlise de biodiesel para a determinacdo 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. Condigbes empregadas na andlise de biodiesel para a determinacdo 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

100% dimetilpolisiloxano e 5% fenilpolidimetilsiloxano; 95% di_metilpolis.ilc.)xano e 5%
5% difehilpolisiloxano; Comprimento: 10 m ou 15 m fenll-me-t||pO|ISIl|0Xan(?;
. Compr_lmento: om; Diametro interno: 0,32 mm; , .ACompr.lmento. 30m;
Diametro interno: 0,32 mm; . ! ’ Diametro interno: 0,32 mm,;
Espessura do filme: 0,1 pm; Espessura do filme: 0,1 pm; Espessura do filme: 0,1 pm;

Coluna capilar

Teg:)pfirrfsra Inicial: 50 °C e Final: 370°C Inicial: 50 °C e Final: 380°C Inicial: 50°C e Final: 380°C
Injetor On Column On Column

On Column

A partir da Tabela 2 pode-se observar que as trés normas ndo apresentam
grandes diferencas nas condi¢cdes de analise. Ressalta-se, entretanto, a diferenca
do comprimento da coluna cromatografica especificada pela norma NBR 15908 em

relacdo as outras normas, o que pode levar a um aumento do tempo de analise.
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Para a determinacdo do teor de EsSMAG, também sdo empregados os
métodos padronizados de CG conforme definido pela Resolucdo ANP N° 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 condicdes empregadas na andlise de biodiesel para a
determinacao do percentual em massa de ESMAG por CG, por meio das normas
européia (EN 14103, 2011) e brasileira (NBR 15764, 2012).

Tabela 3. Condicdes empregadas na analise de biodiesel para a determinacdo do percentual
de ESMAG por CG, por meio das normas européia (EN 14103, 2011) e brasileira (NBR 15764, 2012)

EN 14103 NBR 15764

95% de dimetilsiloxano e 5%
fenilpolisioxano;
Comprimento: 30 m;
Diametro interno: 0,32 mm;
Espessura do filme: 0,1 pm

Polietilenoglicol (Carbowax 20M);
Comprimento: 30 m;
Diametro interno: 0,25 mm;
Espessura do filme: 0,25 pm

Coluna capilar

Temperatura do forno Inicial: 60 °C e Final: 240 °C Inicial: 50 °C e Final: 380 °C

Injetor Split On Column

A partir da Tabela 3 pode-se observar que as duas normas apresentam
diferencas significativas nas condicfes de analise, particularmente com relacdo ao
tipo de injecéo e temperatura do forno.

A Figura 2 ilustra o cromatograma padrdo de uma amostra de biodiesel,
obtido por CG, contido na Norma ASTM D6584 (2013) e utilizado como referéncia
para a quantificacdo do teor de MAG, DAG e TAG. Sao destacadas no
cromatograma as principais classes constituintes do biodiesel. J4 as Figuras 3 e 4,
ilustram os cromatogramas das analises realizadas pelo Laboratério de
Combustiveis e Derivados Petrdleo da Escola de Quimica da Universidade Federal
do Rio de Janeiro (LABCOM/EQ/UFRJ), de amostras comerciais de biodiesel. A
Figura 3 se refere a determinacdo do teor de MAG, DAG e TAG segundo a Norma
ASTM D6584 (2013) e a Figura 4 a determinagcédo do teor de ESMAG segundo a
Norma EN 14103 (2011).
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Figura 2. Cromatograma padrdo de biodiesel, obtido por CG segundo a Norma ASTM D6584 (2013).
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Figura 3. Cromatograma de uma amostra comercial de biodiesel, obtido por CG segundo a

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

Observa-se a partir da Figura 3 a complexidade de distingdo dos picos
referentes a cada classe constituinte do biodiesel (MAG, DAG e TAG), 0 que exige a
utilizacdo dos padrdes de monooleina, dioleina e trioleina para identificacdo e

quantificacdo 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 determinacgédo 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 determinacao do
teor de ESMAG. Segundo a norma EN 14103 (2011), a quantificacdo do teor
ESMAG deva levar em consideracao a integracdo de todos os picos compreendidos
entre o éster metilico de &acido hexanoico (C6:0) e o éster metilico de &cido
nervonico (C24:1), utilizando como padréo interno o éster metilico de acido
nonadecandico (C19). Com isso, observa-se uma menor complexidade para a
quantificacdo do teor de ESMAG em relacdo a quantificacdo dos teores de MAG,
DAG e TAG.

3.2.2 A cromatografia liguida de alta eficiéncia na analise de biodiesel

Embora ndo tdo comum para analise de biodiesel quanto a CG, a CLAE
apresenta uma vantagem em comparacdo aos métodos de CG, que esté relacionada
ao fato de que os procedimentos de derivatizagdo, geralmente, demorados e
dispendiosos, ndo sdo necessarios, podendo reduzir o tempo de preparo da
amostra. Outro ponto positivo € que, diferentemente da CG, na CLAE a pouca
volatilidade ndo é um inconveniente limitante (AQUINO NETO, NUNES, 2003).

A principal vantagem da CLAE sobre a CG é a baixa temperatura durante a
analise, o que reduz o risco de isomerizacdo das ligagcbes duplas das cadeias
carbbnicas (CZAUDERNA, KOWALCZYK, 2001; LI et al., 2009).

14



As técnicas de deteccdo associadas com o sistema de CLAE incluem indice
de refracao (IR), ultravioleta (UV), fluorescéncia, evaporativo de espalhamento de luz
(EEL) e a deteccéo por espectrometria de massa (EM). A utilizacdo de detectores de
IR ou UV séo, relativamente, comuns e de mais baixo custo do que 0s outros
sistemas de detecgdo. Alguns estudos descritos na literatura utilizando o sistema de
CLAE com deteccéo de IR e de UV para a quantificacdo de ESMAG estédo resumidos
na Tabela 4 (NENG-CHOU SHANG et al., 2012).

Um problema frequente relacionado a analise de biodiesel por CLAE é a
quantificacdo de EsSMAG, devido a uma separacdo cromatografica ruim entre o
palmitato de metila e oleato de metila. Os picos cromatograficos destes ésteres se
sobrepdem e dificultam a quantificacdo pela analise por CLAE. Segundo Neng-Chou
Shang et al. (2012), a utilizacdo de gradiente de eluicdo visando a separagdo e
quantificacdo destes ésteres tem sido um desafio. Os acidos palmitico e oléico séo
0s principais acidos graxos presentes em muitos 6leos e gorduras, incluindo canola,
milho, 6leos de semente de algodéo, colza, cartamo, soja, girassol, sebo e outros
0leos. Um método confiavel ainda € necesséario para uma boa separacdo 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 analise 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 EsSAG usando a
CLAE acoplada a cromatografia por permeacdo em gel (CPG) isocratica, com
deteccao por densidade. A separacéao foi realizada pelo acoplamento de uma coluna
de silica ciano-modificada com duas colunas de permeacédo em gel. O cloroférmio,
contendo um teor de 0,6% de etanol, foi utilizado como eluente. Este sistema
permitiu a deteccdo de ésteres metilicos e de MAG, DAG e TAG como classes de
compostos organicos e, também, foi util para a determinagéo do grau de conversao
durante as reacdes de transesterificacdo (TRATHNIGG, MITTELBACH, 1990).
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Tabela 4. Condi¢des experimentais descritas na literatura, usando o sistema CLAE com detecgdo UV ou IR, para a quantificagdo de ESMAG

Referéncia Detector Condigdes da fase mével

Holcapek et al., 1999 Gradiente de eluigdo: (1) i-propanol-hexano, (2) acetonitrila, i-propanol, hexano e agua

Komers et al., 2001 Gradiente de eluigdo: (1) acetonitrila:agua (80:20, % volumétrico). (2) acetonitrila e i-propanol-hexano (40:50,
UV(205 nm) % volumétrico)

Jeong et al., 2004 Acetonitrila;:acetona:agua (48:48:4, % volumétrico)

Shibasaki-Kitakawa et al., 2007 Gradiente de eluigdo de acetonitrila, i-propanol e agua ultra pura

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 separacdo de MAG por meio da
CLAE em fase reversa (FR) com detector de indice de refracdo (IR) utilizando
diferentes proporcdes de fases mdveis compostas por acetonitrila e agua. Os MAG

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

Em 1997, Noureddini e Zhu, também empregaram a CLAE-FRNA com
detector de indice de refracdo para o estudo da cinética de transesterificacdo do
0leo de soja com metanol. Foi utilizada uma coluna Spherisorb ODS2 com base de
silica para separacao e uma fase movel composta por 50 % de acetonitrila e 50% de
acetona (NOUREDDINE, ZHU, 1997).

A CLAE-FR foi empregada por Holcapek et al. (1999) para a separacdo de
TAG, DAG, MAG e ESMAG dos acidos oleico, linoleico e linolénico, assim como, 0s
acidos graxos livres (AGL), em 25 min. Foi usado um gradiente linear constituido de
agua, acetonitrila e uma mistura de i-propanol:n-hexano (5:4, % volumétrico).

Ja em 2001, Holcapek, Jandera e Fischer empregaram a CLAE-FR, com duas
colunas NovaPak C18 em série, para a separacao de TAG, DAG, MAG e EsMAG
com o mesmo numero de carbono equivalente (NCE). O NCE é definido como o
namero de carbono total (NC) em todas as cadeias acil do acilglicerol menos duas
vezes 0 numero de ligacBes duplas (NLD), NCE = NC - 2 NLD. Este método
forneceu informacdes detalhadas sobre a composicdo de acilgliceréis em varios
0leos. Os autores revisaram o método da CLAE com detector por espectrometria de
massas com ionizacdo quimica a pressao atmosférica (EM-IQPA) quanto a sua
aplicabilidade para a analise de acilglicer6is e de ESMAG. Foram empregados
diferentes métodos de detecc¢do: detector de absorcdo no ultravioleta (UV) a 205 nm,
o detector evaporativo de espalhamento de luz (DEEL) e o detector por EM-IQPA, no
modo de ions-positivos. A sensibilidade e a linearidade dos varios detectores (UV a
205 nm, DEEL e por EM) foram comparada.

Em 2001, Komers e colaboradores, também, realizaram um estudo para a
determinacao de MAG, DAG e TAG utilizando detector UV, em 205 nm, em estudos
de transesterificacdo, com metanol, para o 6leo de canola. Neste estudo foi
empregada uma coluna de 150 mm x 3 mm com uma pré-coluna 30 mm x 3 mm,
ambas constituidas com a fase estacionaria de octadecilsilano (C-18), com

particulas de diametros de 7 um e fase movel constituida de acetonitrila:dgua 80:20

17



(A), acetonitrila (B) e n-hexano:i-propanol 40:50 (C). Empregou-se o gradiente: a) O
min a 2 min (100 % A), b) 2 min a 12 min (100 % B), ¢) 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 liquida de alta
eficiéncia em fase reversa ndo-aquosa (CLAE-FRNA) para estudar a cinética de
transesterificacdo do Oleo de colza com metanol supercritico. Os picos foram
identificados por meio da comparacdo entre o tr da amostra e 0 da substancia
padréo.

Em 2003, Cheng e Wu aplicaram o método da CLAE-FRNA, adaptado de
Holcapek et al. (1999) para a determinacdo do teor de ESMAG, em misturas
reacionais obtidas pela metandlise do 6leo de soja (CHENG, WU, 2003). A utilizacéo
de metanol e i-propanol:n-hexano (5:4, % volumétrico), como fase maével foi descrita
nos trabalhos de Holcapek (HOLCAPEK et al., 1999; HOLCAPEK et al., 2001)
apenas para a separacdo de TAG e ESMAG. No entanto, uma adaptacdo neste
meétodo permitiu a separacdo de ESMAG, MAG, DAG e TAG (CHENG, WU, 2003).

Em 2006, Cunha e Oliveira, utilizaram a CLAE-FRNA com DEEL para a
andlise de diferentes 6leos vegetais (algoddo, milho, amendoim, soja, avela, noz,
gergelim e oliva). Neste estudo quinze produtos foram separados e identificados.

Stavarache et al.,, 2007, estudaram os efeitos da utilizacdo de um reator
ultrassoénico de fluxo continuo sobre a reacao de transesterificacdo, visando avaliar a
possibilidade de substituicdo da agitacao classica pelo ultrassom e fornecer uma
visdo sobre uma possivel tecnologia a ser aplicada. O teor de biodiesel foi
determinado por CLAE com detector de indice de refracdo com uma coluna Cadenza
CD-C18 de base polimérica e fase movel com 70 % de acetona e 30 % de
acetonitrila (% volumétrico).

N&ao foram encontrados registros de analises simultaneas empregando a
CLAE-IR para a identificagéo e para a quantificacdo dos MAG, ESMAG, DAG e TAG.

Em 2008, Nicola et al. otimizaram um método para a analise de ESMAG e de
glicerina combinada por CLAE-FRNA, usando um gradiente binario com detecgao
uVv.
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Andrade (2011) estudou a separacao por CLAE de amostras de biodiesel
produzidos a partir de oleaginosas distintas (soja, milho, girassol, canola, linhaga,
algodao e pinhdo manso) utilizando eluicdo por gradiente para a obtencdo de um
perfil cromatografico das principais classes do biodiesel (MAG, ESMAG, DAG e
TAG). A fase movel foi composta de metanol (A) e uma mistura de i-propanol/n-
hexano (5:4, % volumétrico) (B). Um gradiente binario 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 andlise e, entédo, por eluicdo isocratica com 100 % B por mais 5 min (ANDRADE,
2011; ANDRADE, MAZZEI e D’AVILA, 2011).

Utilizando duas metodologias analiticas distintas por meio da CLAE (UV a 205
nm), Carvalho (2012) conseguiu determinar, simultaneamente, as quantidades totais
de MAG, DAG, TAG e EsMAG em alcodlise de diferentes amostras de 6leo (método
A) e a composicdo de acidos graxos dos Oleos analisando seus ésteres metilicos
derivados (método B). Ambos os métodos apresentaram boa repetibilidade (desvio
padrdo relativo inferior a 3 %), linearidade (r* > 0,99) e sensibilidade (limite de
quantificacdo). O método B foi comparado com o método oficial da American Oil
Chemists’ Society (AOCS) por cromatografia gasosa com detector de ionizacédo de
chama (CG-DIC), para a determinacdo de ESMAG em amostras de biodiesel.
Semelhantemente aos demais estudos citados anteriormente, Carvalho (2012)
também utilizou um gradiente de eluicdo composto de metanol (MeOH) e i-propanol-
hexano 5:4 (% volumétrico), tendo como principal diferenca 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 eluicdo isocratica por 10 min. Ja com
relacdo a determinacdo da composicdo dos acidos graxos dos Oleos, foi utilizada
eluicdo isocratica empregando acetonitrila como fase mével durante 34 min
(CARVALHO, 2012).

Com base na pesquisa bibliografica realizada, observa-se que, na maioria dos
casos, a separacdo das principais classes constituintes do biodiesel (MAG, ESAG,
DAG e TAG) por CLAE, leva em consideracédo a eluicdo por gradiente para obtencao
de um perfil cromatografico destas classes. Em linhas gerais, utiliza-se uma fase

movel composta de metanol (A) e uma mistura de i-propanol/n-hexano (5:4, %
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volumétrico) (B), variando-se apenas as propor¢cdes e o tempo nos quais esse
gradiente binario serd empregado no decorrer da analise.

Sendo assim, de forma a se obter uma melhor condicdo de separacdo das
classes constituintes do biodiesel, foram estudadas diferentes composicdes de fase
movel. Estudou-se, inicialmente, apenas as variagdes da propor¢cédo do solvente A
(metanol) e do solvente B [i-propanol/n-hexano 5:4 (% volumétrico)] na composicao
da fase movel e também as variacdes da propor¢do do solvente B (i-propanol/n-

hexano) na composicéo final da fase movel.

3.3 A extracdo em fase sélida (EFS) na separacdo dos constituintes do

biodiesel

A EFS pode ser utilizada em substituicdo a extracdo liquido-liquido (ELL) e
segue o0s principios da CLAE. Essa substituicdo se deve a alguns problemas
encontrados na ELL, como por exemplo, a formacdo de emulsdo, o que pode
diminuir o rendimento da remocdo de um analito de uma das fases (RUIZ-
GUTIERRREZ, PEREZ-CAMINO, 2000).

Trabalhos na literatura mostram que a EFS pode ser usada como técnica pré-
cromatografica e pré-espectroscopica no tratamento de amostras para posterior
analise em espectroscopia na regido do UV, em CG e em CLAE (RUIZ-
GUTIERRREZ, PEREZ-CAMINO, 2000).

A EFS tem sido descrita na literatura como uma técnica para analise de
gorduras comestiveis, 6leos e amostras bioldgicas (RUIZ-GUTIERRREZ, PEREZ-
CAMINO, 2000). Desta forma, a utilizacdo da EFS em biodiesel apresenta grande
potencial, uma vez que o biodiesel € constituido, majoritariamente, de lipideos e
seus derivados.

Dentre as fases estacionarias mais utilizadas nos cartuchos empregados na
EFS, para a separacéao de lipideos, destaca-se a silica gel. Esta fase estacionaria é
capaz de separar classes polares e nao polares. Nesta situacdo, as misturas
utilizadas sé&o n-hexano:dietil éter (98:2, % volumétrico) e metanol, n-hexano:dietil
éter (90:10, % volumétrico) e cloroférmio:metanol (2:1, % volumétrico). Entretanto,

para uma separacdo mais eficiente, podem ser utilizados suportes de silica
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modificados com grupamentos NH,, -N"CH3", octadecilsilano (Cig), dentre outras.
Também nessa situacdo sdo empregadas variadas misturas de solventes para a
obtencdo de fracbes enriqguecidas nos componentes de interesse (RUIZ-
GUTIERRREZ, PEREZ-CAMINO, 2000).

No trabalho de Kaluzny et al. (1985) foi descrito um método para a separacao
de diferentes classes lipidicas utilizando da técnica de EFS. A fase estacionaria dos
cartuchos era constituida de aminipropilsiiano e estes foram, previamente,
acondicionados com n-hexano. O extrato lipidico utilizado neste trabalho era
constituido de MAG, DAG, TAG, éster colesteril, colesterol, AGL e fosfolipideos.
Essa mistura foi solubilizada em cloroférmio e aplicada no cartucho 1. Desta forma,
os lipideos neutros (MAG, DAG, TAG, éster colesteril e colesterol) ficaram retidos e
foram eluidos com cloroférmio: i-propanol (2:1, % volumétrico). Esta fracéo,
contendo os lipideos neutros foi secada sob fluxo de nitrogénio 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 elui¢édo
dos TAG com uma mistura de n-hexano com 1% éter dietilico e 10% cloreto de
metileno. Nesta etapa, foram eluidos 90% do colesterol, DAG e MAG e no cartucho
3 apenas 10% de colesterol. O colesterol presente nos cartuchos 2 e 3 foi eluido
com 5% de acetato de etila em n-hexano. Com isso, os DAG e os MAG ficaram
retidos no cartucho 2, sendo eluidos posteriormente com 15% de acetato de etila em
n-hexano e com cloroférmio:metanol (2:1, % volumétrico). Apds obter os resultados
de recuperacdo das classes, os autores inferiram que h& eficiéncia na separacéo
dessas classes por EFS (KALUZNY et al., 1985).

Um método simples para a separacdo de lipideos neutros, AGL e lipideos
polares foi descrito por Hamilton e Comai (1988). Foram utilizadas diferentes
proporcdes dos solventes n-hexano e metil t-butil éter, de forma a se obter uma
eluicdo progressiva dos ésteres de colesterol e dos TAG, obtendo-se ao final do
estudo uma recuperagéo superior a 96%.

Ja em 1996, Pérez-Camino, Moreda e Cert, descreveram um método eficiente
e de boa reprodutibilidade para a determinacdo de isdbmeros dos DAG em Oleos

vegetais, utilizando a EFS, seguida pela analise por CG. Este método possibilitou
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tanto a quantificacdo, quanto a separacdo dos DAG de acordo com o0 numero de
carbonos (NC), a estrutura isomeérica (1,2 e 1,3) e o grau de instauracdo. O efeito da
insaturacao na retencado dos DAG depende do numero e da localizacédo das ligacdes
duplas na molécula.

Também por meio da EFS, Pinkart, Devereux e Chapman (1998),
desenvolveram um método para a separacao de classes de lipideos encontrados em
microorganismos (polihidroxialcanoatos, fosfolipideos, esteréis, TAG, DAG, MAG e
ésteres). O método baseou-se na utilizacdo de cartuchos de aminopropilsilano como
fase estacionaria e na aplicacdo sobre lipideos extraidos da cianobactéria Spirulina
platensis. A recuperacdo de todas as classes lipidicas, com excecdo dos
polihidroxialcanoatos e esterois, foi de 91 a 99%.

Uma adaptacdo do método desenvolvido por Pinkart, Devereux e Chapman
(1998), foi realizada por Ruiz et al. (2004) para a analise das principais classes
lipidicas (lipideos neutros, acidos graxos livres e lipideos polares) de uma amostra
de mduasculo de porco, também por meio da EFS. A gordura intramuscular foi
dissolvida em n-hexano:cloroférmio:metanol (95:3:2, % volumétrico) e adicionada a
uma coluna de aminopropilsilano, previamente condicionada com n-hexano. As trés
classes de lipideos foram separadas por eluicdo com diferentes solugbes. O método
apresentou alta recuperacgao e alto grau de separacéo.

Em 2009, Li e colaboradores empregaram a EFS para a separacdo de
classes lipidicas. Neste trabalho, os autores obtiveram fra¢des enriquecidas em uma
determinada classe proveniente do biodiesel. Utilizando uma fase estacionaria
contendo sais de prata e silica, os autores mostraram que pode-se separar ésteres
insaturados (C18:3 e C18:2) do biodiesel de soja, por meio do complexo-1r. Além
disso, observou-se que a emissao de NOx diminuiu e a estabilidade oxidativa do
biodiesel melhorou, apds 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 separacdo de ESMAG e glicerina combinada (MAG, DAG e
TAG) de amostras de biodiesel, obtidas a partir de diferentes oleaginosas e com
diferentes graus de converséo. As fracdes obtidas por EFS foram caracterizadas por
CLAE-FRNA com detector UV a 205 nm. Os ESMAG foram eluidos utilizando-se n-

hexano como solvente e a glicerina combinada foi eluida utilizando-se uma mistura
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de cloroférmio:metanol (2:1, % volumétrico). Além de terem sido obtidas altas taxas
de recuperacdo, a EFS possibilitou a separacdo do biodiesel de seus principais
contaminantes.

Cardoso (2012) utilizou a EFS para separar o biodiesel da glicerina
combinada, obtendo-se fracbes enriquecidas da cada uma das classes constituintes
do biodiesel, de forma a simplificar a caracterizagdo analitica de cada uma destas
classes. As fracGes obtidas foram analisadas por CLAE-FRNA e CG, evidenciando
altas taxas de recuperacao na etapa de extracao.

Ainda em 2012, Santos, utilizou o teste colorimétrico do acido hidroxamico
(TAH) para a identificacdo de adulteracdes em misturas biodiesel:diesel, por dleo
vegetal. Neste estudo, foi empregada a EFS com cartucho de silica para a
separacao da mistura biodiesel:diesel:6leo vegetal em duas fracbes, uma constituida
de diesel (fracdo F;) e outra constituida de biodiesel e 6leo vegetal (fracdo F,). A
partir da fracdo F,, baseado no método desenvolvido por Andrade (2011), foi
realizada outra EFS, utilizando um segundo cartucho, de fase estacionaria
aminopropilsilano, para a separacdo da mistura biodiesel:6leo vegetal nas fracbes F3
e F4, contendo, respectivamente, biodiesel e 6leo vegetal. Aplicou-se o TAH nas
fracGes constituidas por 6leo diesel (fracdo F;), biodiesel (fracdo F3) e 6leo vegetal
(fracdo F4). Como a fracdo F; é constituida apenas por 6leo diesel, esta fracdo nao
apresentou coloracdo. Contudo, as fracdes F3 e F4 apresentaram uma coloracéo
amarela, laranja ou vermelha, dependendo da concentracao de biodiesel e/ou Gleo
vegetal. Com isso, o aparecimento de cor na fragdo F, é um indicativo de
adulteracao por 6leo vegetal na mistura biodiesel/diesel.

Fernandes e Leite (2013) desenvolveram um método para a identificacdo de
adulteracao em diesel, por 6leos vegetais, utilizando duas etapas de EFS. As etapas
sucessivas possibilitaram a separacdo do diesel, do biodiesel e da glicerina
combinada em fragbes individuais. Na primeira etapa, a mistura de
diesel:biodiesel:6leo vegetal é aplicada em um cartucho de silica, onde o 6leo diesel
€ separado por cromatografia frontal. O biodiesel e o 6leo vegetal retidos no
cartucho séo eluidos com etanol. Apos a evaporagéo e solubilizacdo em n-hexano, a
fracdo contendo o biodiesel e o0 6leo vegetal foi adicionada ao segundo cartucho, de

fase estacionaria aminopropilsilano. O biodiesel foi eluido com n-hexano e a glicerina
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combinada (MAG, DAG e TAG) com uma solucdo de cloroformio metanol (2:1, %
volumétrico). Os resultados foram analisados por CLAE-FRNA, espectroscopia na
regido do infravermelho (IV) e pelo teste colorimétrico do acido hidroxamico. O
estudo demonstrou que o uso da CLAE-FRNA como técnica analitica para analise
do diesel, demanda que a amostra seja submetida a 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 separacdo e o
isolamento das principais classes de constituintes presentes no biodiesel (ESMAG,
MAG, DAG e TAG) empregando a cromatografia liquida em coluna. A metodologia
teve como objetivo a obtencdo de fracbes enriqguecidas em cada uma dessas
classes. Os resultados mostraram que, utilizando-se uma fase estacionaria de
octadecilsilano (C18), com diferentes composicées dos solventes metanol e i-
propanol:n-hexano (5:4, % volumétrico), foram obtidas fracdes distintas,
enriguecidas em MAG, DAG, TAG e em EsSMAG, separadamente. Para
acompanhamento da separacao obtida pela utilizacdo da cromatografia liquida em
coluna, utilizou-se a cromatografia em camada delgada e a CLAE-FRNA. A CLAE se
mostrou uma ferramenta simples, eficiente e bastante Util para a caracterizacdo dos
constituintes de cada fracdo. A CLAE mostrou, ainda, que a separagdo e 0

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 separacao de cada classe constituinte
do biodiesel (ESMAG, MAG, DAG e TAG), em fracdes individuais enriquecidas, para
facilitar o emprego de métodos analiticos e possibilitar o futuro desenvolvimento de
padrdes destas classes por meio do aperfeicoamento do método. Este projeto diferiu
do realizado por Blatt (2014), pois empregou-se cartuchos de EFS (500 mg)
contendo fase silica e aminopropilsilano, enquanto que Blatt (2014) empregou uma
coluna de vidro (200 mm de comprimento e 15 mm de diametro 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 analise do biodiesel, tanto com

relacéo ao uso da EFS quanto com relagdo ao uso da CLAE. Entretanto, este projeto
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difere dos demais trabalhos ja realizados pelo grupo, uma vez que objetiva utilizar a
CLAE com detector de IR, no lugar do UV, tendo em vista ndo apenas a
caracterizacdo das principais classes constituintes do biodiesel, mas, sobretudo a
sua quantificacdo. A EFS sera empregada, também, com o objetivo de se obter as
fragcbes dos ESAG (fracdo 1) e dos MAG, DAG e TAG (fracdo 2) e possibilitar a
verificagdo e comprovagéo do tg de cada classe constituinte presente no biodiesel
(ESAG, MAG, DAG e TAG).
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Capitulo 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 - Laboratoério de Tecnologias Verdes da
EQ/UFRJ. Na Tabela 5 sdo relacionadas as amostras utilizadas, assim como a sua

procedéncia.

Tabela 5. Identificag@o 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 suUB Laboratério de Pesquisa e Desenvolvimento - LABCOM/EQ/UFRJ
05 EXT 0002/15 Laboratorio GreenTec/EQ/UFRJ - Amostra de Cliente (Usina)
06 EXT 0004/15 Laboratério GreenTec/EQ/UFRJ - Amostra de Cliente (Usina)
07 EXT 0006/15 Laboratorio GreenTec/EQ/UFRJ - Amostra de Cliente (Usina)
08 EXT 0007/15 Laboratério GreenTec/EQ/UFRJ - Amostra de Cliente (Usina)
09 EXT 0011/15 Laboratério GreenTec/EQ/UFRJ - Amostra de Cliente (Usina)

O dleo vegetal de soja refinado (marca Liza, Cargill, Sdo Paulo) foi utilizado
para a determinacdo do minimo detectdvel sem nenhum tratamento prévio. Os
padrbées (monooleina, dioleina e trioleina), utilizados para a identificacdo das classes
de componentes presentes nas amostras, foram obtidos da Sigma Aldrich com grau
de pureza padrao CG (= 99,5%). O padrao interno (hexadecano) foi obtido da Vetec
com grau de pureza P.A. (99%). Os reagentes empregados nas analises por CLAE
foram: metanol anidro, n-hexano e i-propanol, obtidos da TEDIA (S&ao Paulo, Brasil).

Estes reagentes possuiam grau de pureza CLAE e foram filtrados previamente.

26



4.2 Anélise das amostras por CLAE-UV e CLAE-IR, com eluicéo isocrética

Inicialmente, as amostras foram analisadas por CLAE-UV de acordo com um
meétodo ja 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 quaternaria modelo
LPG-3400 SD, um detector por varredura de espectro ao ultravioleta modelo DAD-
3000, um detector de indice de Refracéo (IR), modelo Shodex RI-101, operando &
temperatura de 40 °C e um injetor automatico modelo WPS-3000 SL com alca de
amostragem de 250 pL.

Posteriormente, para a determinacéo 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
deteccado para um detector de IR.

Em todas as andlises por CLAE, empregando detector UV ou IR, foi utilizada
uma coluna Thermo Scientific Acclaim de 250 mm de comprimento por 4,6 mm de
didmetro interno, com fase octadecilsilano de 5 um de tamanho de particula e com
120 A de didmetro de poro. As fases moveis utilizadas foram, previamente, filtradas
em membrana politetrafluoretileno (PTFE) da Millipore (Bedford, EUA) com 0,5 pm
de poro. Uma pré-coluna Thermo Scientific Acclaim de 10 mm de comprimento por
4,6 mm de diametro interno, com fase estacionaria octadecilsilano de 5 ym de
diametro de particula, com 120 A de diametro de poro, foi adaptada entre o injetor e
a coluna de separacdo. Todas as amostras foram igualmente filtradas em filtro tipo
membrana PTFE da Millipore (Bedford, EUA) com 0,45 um de poro antes da injecao.
As andlises foram realizadas a temperatura de 40°C (temperatura do forno da
coluna) com uma vazao constante de 1 mL/min e deteccéo por UV ou IR. O volume
de inje¢cdo das amostras foi de 10 pL (CLAE-UV) e 150 pyL (CLAE-IR). Cada amostra
foi injetada em duplicata e os cromatogramas foram analisados e integrados de
forma manual usando o software Chromeleon versao 6.80 SR11 (Thermo Scientific
Acclaim - EUA).
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Figura 5. Equipamento Ultimate 3000 da Thermo Scientific (a esquerda) com detector de IR
modelo Shodex RI-101 (a direita).

4.3 Selecdo da composicdo de fase movel mais adequada para a andlise de
biodiesel por CLAE-UV com elui¢do isocrética

Foram realizados 12 experimentos, empregando a CLAE-UV com elui¢do
isocratica, de uma amostra de biodiesel fora da especificacdo (Amostra 01), quanto
aos teores de MAG, EsAG, DAG e TAG. Nestes experimentos, variou-se a
composicdo da fase movel conforme apresentado na Tabela 6 para verificacdo da
influéncia desta variacdo no tg de cada constituinte e, assim, identificar a melhor
composicdo de fase movel para posterior utilizacdo na analise por CLAE-IR.

As fases méveis utilizadas neste trabalho foram compostas por metanol (A) e
I-propanol/n-hexano (B).

Cada experimento foi identificado com um codigo alfanumérico, onde o
namero 1 representa as fases moveis compostas por percentuais variaveis de (A) e
(B), onde B sempre estara na proporcdo 5:4 (i-propanol/n-hexano), % volumétrico.
Ja os experimentos identificados com o nimero 2 representam as fases moveis
compostas por 70 % (A) + 30 % (B), % volumétrico, variando-se as proporcdes de B.
Por fim, os experimentos identificados com o numero 3 representam as fases moveis

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

volumétrico) empregada nos experimentos de CLAE-UV, usando elui¢cdo isocratica

Experimentos Composicéo da fase mével

(% volumétrico)

A B
1a 100 0
1b 95 5
1c 90 10
1d 85 15
1e 80 20
1f 75 25
19 70 30
1h 65 35
1i 60 40
1] 55 45
1k 50 50
1l 45 55

As diferentes composicoes da fase mébvel foram produzidas,
automaticamente, pelo software do equipamento Chromeleon versédo 6.80 SR11, a
partir da definicdo do percentual da fase movel A (metanol) e da fase movel B (i-
propanol/n-hexano 5:4, % volumétrico) para cada experimento, conforme
apresentado na Tabela 6.

Aguardou-se 5 min para estabilizacdo da linha de base e injetou-se 10 pL da
amostra diluida 5% na mesma composicao da fase mével.

Além desses testes preliminares, verificou-se, ainda, a influéncia da variacéo
da composicdo da mistura i-propanol/n-hexano (B) na separacdo das classes, por
meio da realizacdo 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 composi¢des de B, quanto as misturas compostas de 85%
de metanol (A) e 15% de i-propanol/n-hexano (B) também nas diferentes

composic¢des de B conforme apresentado nas Tabelas 7 e 8.
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Tabela 7. Composicdo da fase mével B (i-propanol/n-hexano) na mistura com 70 % de

metanol, empregada nos experimentos de CLAE-UV, usando elui¢éo isocratica

Experimentos  Composicédo da fase mével 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. Composicdo da fase mével B (i-propanol/n-hexano) na mistura com 85 % de

metanol, empregada nos experimentos de CLAE-UV, usando eluigdo isocrética

Experimentos  Composicdo da fase mdvel 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 ldentificacdo das classes constituintes do biodiesel pelo método proposto
(CLAE-IR)

Visando a comprovacdo do tg de cada classe constituinte do biodiesel, ou
seja, ESAG, MAG, DAG e TAG, foram analisadas amostras padréo, preparadas com
os padrdes de: monoleina, dioleina e trioleina. Estas amostras foram preparadas de
forma a se obter concentracfes proximas aos limites da especificacdo do biodiesel
guanto ao teor (% massa) de MAG (0,7%), DAG (0,2%) e TAG (0,2%), segundo a
Resolucdo ANP N° 45, de 25 de agosto de 2014.

Alem disso, foi realizada a extracdo em fase solida (EFS) conforme
procedimento descrito por Andrade (2011) em um produto de transesterificacdo de

baixa conversao (amostra 04) para a verificagdo e comprovacao do tg dos ESAG
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(fracdo 1) e dos MAG, DAG e TAG (fracdo 2). Os cartuchos contendo fase
aminopropilsilano (500 mg, 3 mL, Silicycle) foram condicionados com duas porc¢des
de 2 mL de n-hexano. As amostras foram diluidas em n-hexano na concentracéo de
5% (% volumétrico) antes da aplicacdo nos cartuchos de EFS. Foram aplicados 400
UL da solucdo de amostra no cartucho de EFS, sob vacuo, com vazdo de,
aproximadamente, 1 mL/min. Em seguida efetuou-se a eluicdo dos ESAG com 8 mL
de n-hexano (fracdo 1). Os compostos retidos no cartucho, apés eluicdo com n-
hexano foram, entéo, eluidos com 4 mL de cloroférmio:metanol (2:1, % volumétrico)
(fracdo 2). As fracdes foram secas sob fluxo lento de nitrogénio e o residuo foi
solubilizado com 500 pL de solvente da mesma fase movel utilizada na analise por
CLAE-IR. Uma aliquota de 150 uL foi analisada, por CLAE-IR.

Foram analisadas ainda, fracbes de MAG e DAG obtidas por meio da
cromatografia liquida 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 mével, conforme metodologia descrita por Blatt (2014). Para
a identificacdo dessas classes constituintes do biodiesel, por CLAE-IR, foi emprega a
eluicdo isocrética, a partir da composicao de fase mével referente ao experimento
3a (85 % (A) + 15% (B) 6:3, % volumétrico).

4.5 Avaliacdo do minimo detectavel do método proposto (CLAE-IR)

De forma a avaliar o minimo detectavel (MD) do método de CLAE-IR, foram
preparadas solu¢cdes com concentracfes distintas de 6leo vegetal refinado de soja
(marca Liza, Cargill, Sdo 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 bal&do volumeétrico de 10,00 mL com utilizagdo de micropipeta de volume variavel

de 10 pL - 100 pL (marca Capp Euroanalytica).
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Tabela 9. Concentracéo das soluc8es de 6leo vegetal refinado de soja para determinacéo do

minimo detectavel por CLAE-IR

Composicéo da solugéo Concentragdo da solucéo (%
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 Quantificacdo das classes constituintes do biodiesel pelo método proposto
(CLAE-IR)

A guantificacdo das principais classes constituintes do biodiesel (MAG, ESAG,
DAG e TAG) pelo método proposto (CLAE-IR) foi realizada utilizando-se o método
de padronizagédo interna com hexadecano (Cis). Em um frasco de 10 mL, pesou-se,
aproximadamente, 100 mg da amostra e 100 mg do padréo interno (Cy5). Anotou-se
as massas indicadas na balanca analitica, 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
solucéo.

Cada amostra de biodiesel foi injetada com e sem a adi¢cado do padrao interno
(PI). Tal procedimento foi necessario para que fosse possivel descontar a area de
qualquer pico da amostra que porventura fosse eluido no mesmo tg do Pl e, assim,
viabilizar uma quantificacdo adequada.

Realizou-se a integracéo do Pl e dos picos de MAG, ESAG, DAG e TAG. O
teor de cada classe presente nas amostras foi calculado de acordo com a Equacgéo
1

c=2A Mo

x100 Equacédo 1
o~ (Equagdo 1)

Pl

Onde:

C é o teor (% em massa) de cada classe;
YA é a soma das areas dos picos da classe de interesse (MAG, ESAG, DAG
ou TAG) presentes na amostra;

Ap| é area do pico do padrao interno - hexadecano (C16);
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Mp, € a massa do padrao interno - hexadecano (C16), em miligramas;

Ma é a massa da amostra, em miligramas.

Para verificacdo da pureza do padrao interno foi preparada uma solucao de
hexadecano na fase movel composta por 85 % (A) + 15 % (B) 6:3, % volumétrico
(experimento 3a), na concentragdo de 10 mg/mL. Analisou-se essa solucao por
CLAE-IR e os picos apresentados no cromatograma obtido foram integrados e a

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

P= Z—F’E'leoo (Equacao 2)

Onde:

P é a pureza do padrao interno (% em massa);
YB é a soma das areas dos picos presentes no cromatograma do padrao
interno - hexadecano (C16);

Ap| € area do pico do padrao interno - hexadecano (C16).
4.7 Calculo do limite de repetibilidade

De acordo com o Vocabulario Internacional de Metrologia (VIM), a
repetibilidade de medicdo é definida como a precisdo de medicdo sob um conjunto
de condicbes de repetibilidade, as quais incluem o mesmo procedimento de
medicdo, 0s mesmos operadores, 0 mesmo sistema (instrumento) de medicéo, as
mesmas condi¢bes de operagdo e o0 mesmo local, assim como medicdes repetidas
no mesmo objeto ou em objetos similares durante um curto periodo de tempo (VIM,
2012). O objetivo deste parametro é verificar se existe diferenga entre resultados de
analise de uma amostra, obtidos sob essas condi¢des (LOPES, 2008).

O limite de repetibilidade (r) pode ser calculado pela Equagédo 3 (REGO,
2013).

r=28xs (Equacéo 3)
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Onde:
r é o limite de repetibilidade;
sy é 0 desvio padréo de repetibilidade, isto é, o desvio padréo dos resultados

para cada concentracéo.

Caso a amplitude total das medicdes, que é a diferenca entre 0 maior e o
menor valor de um conjunto de dados, seja menor que o limite de repetibilidade,
entdo, o método pode ser considerado validado com respeito a esse parametro
(LOPES, 2008).

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

pelo método de referéncia (CG) por meio da aplicacdo 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 referéncia (CG), aplicado
em nove amostras. Desta forma, como se trata de uma mesma amostra para
comparacdo em ambos os casos, as amostras sédo classificadas como do tipo
dependentes e, portanto, € desnecesséaria a aplicacdo do teste F. Assim, para a
comparacao estatistica destes métodos, aplicou-se apenas o teste t: duas amostras

em par para médias.

4.9 Avaliacéo da exatiddo do método proposto (CLAE-IR)

Com o objetivo de se avaliar a exatiddo do método proposto (CLAE-IR), foram
analisadas amostras padréo, preparadas com os padrdes de: monoleina, dioleina e
trioleina. Estas amostras foram preparadas de forma a se obter concentracdes
proximas aos limites da especificacdo do biodiesel quanto ao teor (% em massa) de
MAG (0,7%), DAG (0,2%) e TAG (0,2%), segundo a Resolucdo ANP N° 45, de
25.08.2014. Os resultados obtidos foram avaliados de acordo com os critérios de

reprodutibilidade estabelecidos pela norma de referéncia ASTM D6584 (2013).
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Capitulo 5 Resultados e Discusséao

5.1 Selecdo da composicao de fase movel para eluicdo isocratica na analise de
biodiesel por CLAE-UV

A Figura 6 apresenta um cromatograma de uma amostra de biodiesel
(amostra 01) fora da especificacdo quanto aos teores de MAG, ESAG, DAG e TAG,
analisada conforme condi¢gbes de Andrade (2011), ou seja, detec¢ao por UV a 205
nm e eluicdo gradiente com fase movel composta de metanol e uma mistura de i-
propanol/n-hexano (5:4, % volumétrico. Pode-se observar na Figura 5 a separacao
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 referéncia EN
14103 (2011) e ASTM D6584 (2013), tendo sido obtidos os seguintes resultados em
percentagem massica: MAG: 0,618 %, ESAG: 71,5 %, DAG: 1,640 %, e TAG: 6,072
%.

UV VIS 1
29000y . WVL:205 nm
vy
oo
2.000-
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1.000— -~ ~
i 5) g
< o
. =
o :/MJ
\_ J J
T —.1
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0 40,0

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

em condi¢des estabelecidas por Andrade, 2011; Andrade, Mazzei e d’Avila, 2011.
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Embora seja uma andlise rapida (25 min), a utilizacdo do detector de UV
dificulta a quantificacdo das classes constituintes do biodiesel, ja que a deteccédo se
restringe somente aos compostos insaturados, com resposta proporcional ao
namero de ligacdes duplas em cada molécula.

Com vistas a superar estas dificuldades e viabilizar a quantificacdo dos mono,
di, e triacilglicerois e dos ésteres metilicos formados (biodiesel), optou-se por utilizar
um detector de indice de refracéo.

Neste sentido, foi otimizada a eluicao isocréatica com diferentes composicoes
de metanol, i-propanol e n-hexano, utilizando ainda o detector de UV (condicdes de
analise estabelecidas por Andrade, 2011; Andrade, Mazzei e d’Avila, 2011) para
acompanhar a separacdo de cada classe, visando a utilizacdo do detector de indice
de refracdo, capaz de detectar todos os constituintes da mistura (saturados e
insaturados), com resposta proporcional as suas respectivas concentracoes.

Na Figura 7 sdo apresentados os cromatogramas da amostra 01, diluida 5 %
em volume em i-propanol/n-hexano 5:4, % volumétrico, nas diferentes composic¢des
de fase movel, sendo metanol = (A) e i-propanol/n-hexano, 5:4 % volumétrico = (B),

conforme apresentado na Tabela 6.

uv vis 1
1000 1Au -y WVL:205 nm
. MAG
i | — |
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500—
b DAG
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0,0 50 10,0 15,0 20,0 250 30,0 35,0 40,0

Experimento 1la - 100 % (A)
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Experimento 1c - 90 % (A) + 10 % (B)
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Figura 7. Cromatogramas obtidos por CLAE-UV da amostra de biodiesel (amostra 01) com

eluicdo isocratica em diferentes composicdes de fase mével.

A Figura 7 (experimento 19g) ilustra a separacao das classes constituintes do
biodiesel com a fase mével composta por 70 % (A) + 30 % (B), % volumétrico, com
um tempo de andlise de 30 min, com resolucao insuficiente para as classes de ESAG
e DAG. Uma separacdo satisfatoria € obtida a partir da utilizacdo de uma mistura de
80 % (A) + 20 % (B), % volumétrico, com um tempo de andlise de 40 min, conforme
€ mostrado na Figura 7 (experimento 1le). No entanto, é possivel obter uma
separacao de todas as classes constituintes do biodiesel ainda melhor utilizando-se
uma mistura de 85 % (A) + 15 % (B), % volumétrico, mas com um tempo de andlise
superior a 40 min, conforme € mostrado na Figura 7 (experimento 1d). Observa-se
a separacao insatisfatoria de picos dos MAG, ESAG e DAG e ESAG com DAG na
Figura 7 (experimentos 1h ao 1lI).

A Figura 8 apresenta a sobreposi¢do dos cromatogramas da amostra 01 em
diferentes composic¢des volumétricas de fase mével, 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 0 cromatograma da amostra 01 obtido por eluicdo por gradiente conforme
Andrade (2011).
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Figura 8. Sobreposicdo dos cromatogramas obtidos por CLAE-UV da amostra 01 nas
diferentes composi¢cdes volumétricas de fase mdvel, sendo: experimento la - 100 % (A);
experimento 1b - 95 % (A) + 5 % (B); experimento 1c - 90 % (A) + 10 % (B); experimento 1d - 85
% (A) + 15% (B); experimento 1le - 80 % (A) + 20 % (B); experimento 1f - 75 % (A) + 25 % (B);
experimento 1g - 70 % (A) + 30 % (B); experimento 1h - 65 % (A) + 35 % (B); experimento 1li - 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 eluicdo gradiente conforme condi¢cbes de Andrade
(2011).

Observa-se, claramente, nos cromatogramas das Figuras 7 e 8 a diminuicao
dos tr dos constituintes do biodiesel (MAG, ESAG, DAG e TAG) com a diminui¢ao da
proporcao de fase A (metanol) e o aumento da propor¢cédo de fase B (i-propanol/n-
hexano 5:4, % volumétrico). Com isso, pode-se demonstrar experimentalmente a

natureza da influéncia da composicao da fase mével nos tg dos citados constituintes.
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E possivel observar, também, na Figura 8, que ha uma melhor resolucéo e
separacdo cromatografica quando a analise é realizada com gradiente de eluicdo
(detector de UV) em comparacao aos resultados obtidos por eluicéo isocratica.

No entanto, o0 método gradiente (ANDRADE, 2011; ANDRADE, MAZZEI E
D’AVILA, 2011) foi proposto apenas para 0 monitoramento da converséo de
diferentes 6leos vegetais em ESMAG, ja que a quantificagdo dos constituintes do
biodiesel é dificultada pela limitacdo do detector de UV.

Ja a utilizacdo do detector de IR torna-se promissora para a quantificacao
desses constituintes, uma vez que pode-se observar uma boa separagao quando a
proporcdo da fase mével é composta por 85 % (A) + 15% (B) 5:4, % volumétrico
[Figuras 7, 8 (experimento 1d)]. A partir da proporcéo de 65 % (A) + 35 % (B) 5:4,
% volumétrico, os ESAG e os DAG se sobrepdem, impossibilitando a quantificacao
[ver Figura 7 (experimentos h ao I)].

Tendo em vista que, utilizando-se uma mistura de 70 % (A) + 30 % (B) 5:4, %
volumétrico (experimento 1g) [ver Figuras 7, 8)], ja foi obtida uma separacao das
classes constituintes do biodiesel a partir de uma andlise de 20 min, buscou-se
melhorar a separacdo cromatografica dos MAG, EsSAG, DAG e TAG, principalmente
dos ESAG e dos DAG, os quais estavam eluindo em tg muito préximos.

Os testes para otimizacdo da separacdo das classes constituintes do
biodiesel levaram em consideracédo a alteracdo da proporcdo da fase movel B (i-
propanol e n-hexano), até entdo avaliada somente na proporcdo de 5:4, %
volumeétrico.

A Figura 9 apresenta a sobreposicdo dos cromatogramas da amostra de
biodiesel fora da especificacdo quanto aos teores de MAG, ESAG, DAG e TAG
(Amostra 01) nas diferentes composicdes de fase mével B (i-propanol e n-hexano)

conforme apresentado Tabela 7.
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Figura 9. Sobreposicdo dos cromatogramas obtidos por CLAE-UV da amostra 01 nas
diferentes composi¢des volumétricas de fase médvel, 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 nao
houve melhora na separacdo entre os ESAG e os DAG, quando se alterou a
proporcao da mistura de solventes da fase movel B. Pelo contrario, a separacao dos
ESAG dos DAG piorou, pois o tg dessas classes diminuiu a medida que reduzia-se a
guantidade de i-propanol e aumentava-se a quantidade de n-hexano na fase movel
B. Por esse motivo, decidiu-se alterar a proporcdo da fase movel (70 % (A) + 30 %
(B) 5:4, % volumétrico), visando minimizar a sobreposicdo de picos de classes
distintas, mesmo que isso levasse a um aumento do tempo de analise.

A fase movel referente ao experimento la [70 % (A) + 30 % (B), 5:4 (%
volumétrico)] foi substituida pela fase movel 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, ha uma melhor separacgéo entre
as classes dos ESAG e dos DAG quando utilizada a propor¢cao 85:15 (%

volumétrico), quando comparado a separacao das classes constituintes do biodiesel
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na proporgcédo de 70:30 (% volumétrico) observado na Figura 7 (experimentos le e
19) e na Figura 8.

Com vistas a identificar uma possivel melhora na separacdo de ESAG e DAG,
testou-se, ainda, uma alteracdo na proporcao 5:4 (% volumétrico) da fase mével B a
partir da composi¢cdo 85 % (A) + 15 % (B), % volumétrico. Na Figura 10 é
apresentada a sobreposicdo dos cromatogramas da amostra 01 nas diferentes

proporcdes de fase movel B conforme apresentado na Tabela 8.
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Figura 10. Sobreposicdo dos cromatogramas de CLAE-UV da amostra 01 nas diferentes
composicdes de fase mével, 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 possivel observar
gue a composicao relativa ao experimento 3a apresentou uma melhor separacéo
entre 0 ESAG e o DAG. Embora com tempo de analise maior, optou-se pela selecéo
desta composicdo de fase moével de forma a minimizar erros na quantificacdo de

cada classe constituinte do biodiesel.
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5.2 Identificacdo das classes constituintes do biodiesel pelo método proposto
(CLAE-IR)

Para confirmagdo dos intervalos dos tgr de cada classe constituinte do
biodiesel, por CLAE-IR, foram analisados padrées de monoleina (0,639 % em
massa), dioleina (0,299 % em massa) e trioleina (0,282 % em massa), nas
concentracfes proximas as maximas aceitaveis na especificacdo do biodiesel,
segundo a Resolucdo ANP N° 45, de 25 de agosto de 2014. Estas analises foram
realizadas utilizando-se como fase mdével uma mistura de 85 % (A) + 15 % (B) 6:3, %
volumétrico (experimento 3a). A Figura 11 apresenta a sobreposicdo dos

cromatogramas dos padrdes de monoleina, de dioleina e trioleina.
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Figura 11. Sobreposicdo de cromatogramas obtidos por CLAE-IR com eluigdo isocratica
(experimento 3a - 85 % (A) + 15 % (B) 6:3, % volumétrico) dos padrdoes de monoleina (0,639 % em

massa), dioleina (0,299 % em massa) e trioleina (0,282 % em massa).

A partir dos cromatogramas apresentados na Figura 11, pode-se observar
gue os padrdes de monooleina (0,639 % em massa), dioleina (0,299 % em massa) e

trioleina (0,282 % em massa) séo eluidos, respectivamente, nos tempos de retencéo
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de 4 min, 11 min e 61 min, de acordo com as faixas de eluicdo de cada classe
constituinte do biodiesel (MAG, DAG e TAG).

A Figura 12 apresenta os cromatogramas dos padrées de monoleina (0,639
% em massa), dioleina (0,299 % em massa) e trioleina (0,282 % em massa)
sobrepostos ao cromatograma da amostra 04 (CANOLA SUB), que é um biodiesel

de baixa converséao.
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— Amostra 04
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Figura 12. Sobreposicdo de cromatogramas obtidos por CLAE-IR com eluigdo isocratica
(experimento 3a - 85 % (A) + 15 % (B) 6:3, % volumétrico) do padrdo de monoleina, dioleina e
trioleina nas concentragBes proximas a especificacdo do biodiesel mais o cromatograma da amostra
04.

De acordo com a Figura 12 pode ser identificada, a partir da sobreposicao
dos cromatogramas dos padrdes de monooleina, dioleina e trioleina, a presenca dos
picos correspondentes as classes de MAG, DAG e TAG na amostra 04.

Ainda, para o estudo e para a verificagdo dos intervalos dos tg de cada classe
constituinte do biodiesel, foi realizada analise de CLAE-IR da fracdo 1 (F1),
composta basicamente por ESAG e da fragdo 2 (F2), constituida, majoritariamente,
por MAG, DAG e TAG. Essas fracdes foram obtidas pela extracdo em fase soélida

(EFS), conforme descrito na secéo 4.4.

48



A Figura 13 apresenta a sobreposicdo dos cromatogramas obtidos da fragcéo
1 (F1) e da fracdo 2 (F2) da amostra 04 obtidos por CLAE-IR com elui¢ao isocratica
a partir da fase movel relativa ao experimento 1g (70 % (A) + 30 % (B) 5:4, %

volumétrico).
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Figura 13. Sobreposicdo dos cromatogramas de CLAE-IR com eluigdo isocréatica
(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
fracdo 1 (F1) € composta basicamente por ESAG (picos com tempo de retencéo
entre 4,0 min e 5,0 min). Observou-se, também, que a fracao 2 (F2) apresenta picos
que podem ser atribuidos aos MAG (picos com tempo de retencéo entre 3,0 min e
3,8 min), aos DAG (picos com tempo de retengcao entre 5,2 min e 7,5 min) e aos
TAG (picos com tempo de retengdo entre 11,5 min e 22,5 min). Estes resultados
demonstram uma boa separacdo na etapa de EFS, igualmente obtida por Andrade

(2011); Andrade, Mazzei e d’Avila (2011), comprovando mais uma vez a regiao
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caracteristica de cada classe presente no biodiesel nesta nova condicdo de andlise
(eluicdo isocrética). Os picos negativos que nao foram nomeados na Figura 13
podem ser atribuidos a picos de solventes.

Para confirmacao dos tempos de retencdo dos MAG e dos DAG utilizando a
composicdo de fase mével relativa ao experimento 3a (85 % (A) + 15 % (B) 6:3, %
volumétrico), foram analisadas as fracdes de MAG e DAG obtidas por EFS conforme
procedimento descrito por Blatt (2014). A Figura 14 apresenta a sobreposicdo dos
cromatogramas obtidos por CLAE-IR da fracdo de MAG (a) e da fracdo de DAG (b),

com eluigdo isocratica, utilizando a fase movel referente ao experimento 3a.
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Figura 14. Cromatogramas obtidos por CLAE-IR da fracdo de MAG (a) e da fracdo de DAG
(b) com eluigdo isocratica utilizando a fase movel referente ao experimento 3a (85 % (A) + 15 % (B)

6:3, % volumétrico).

A partir do cromatograma apresentado na Figura 14 observa-se que a fragao
de MAG é caracterizada pela presenca de picos com tempo de retencao de 4 min.
Ja a fracdo de DAG, é identificada pela presenca de picos com tempo de retencéo
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de aproximadamente 8 min Estes resultados comprovam, mais uma vez, a regido
caracteristica dos MAG e DAG nesta nova condi¢ao de andlise (eluicao isocrética).

A Figura 15 apresenta o resultado de uma analise da fase movel referente ao
experimento 3a (85 % (A) + 15 % (B) 6:3, % volumétrico), que foi analisada como
uma amostra para confirmar os tempos de retencdo atribuidos aos solventes

utilizados na fase moével.
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Figura 15. Cromatograma obtido por CLAE-IR para uma amostra da fase movel

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

5.3 Determinacédo do minimo detectavel (MD) do método proposto (CLAE-IR)

Visando a determinacdo do MD do método proposto (CLAE-IR), foram
preparadas solu¢des do 6leo vegetal refinado de soja (marca Liza, Cargill, Sdo
Paulo), composto, basicamente, de TAG, descritas na Tabela 9. Nas Figuras 16 e
17 sdo apresentadas as sobreposi¢cies dos cromatogramas obtidos para cada

composicao de mistura.
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Figura 16. Sobreposi¢cdo dos cromatogramas obtidos por CLAE-IR de quatro solugbes com

concentracgdes distintas de 6leo de soja (1,0 % em volume; 0,5 % em volume; 0,1 % em volume e

0,01 % em volume) diluidas em 70% (A) + 30 % (B) 5:4, % volumétrico (experimento 1g).
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Figura 17. Sobreposicdo dos cromatogramas obtidos por CLAE-IR de trés solucdes com

concentracdes distintas de 6leo de soja (0,1 % em volume, 0,05 % em volume e 0,01 % em volume)
diluidas 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
concentracdo de contaminantes seja = 0,01 % volumétrico. Além disso, observa-se
novamente que o tg dos TAG esta na faixa de 11 min a 21 min para condi¢cao
isocratica de 70 % (A) + 30 % (B) 5:4, % volumétrico (experimento 1g) e na faixa de
25 min a 60 min para a condi¢do isocratica de 85 % (A) + 15 % (B) 6:3, %

volumétrico (experimento 3a).

5.4 Quantificacdo das classes constituintes do biodiesel pelo método proposto
(CLAE-IR)

Para quantificacdo das fracdes de MAG, ESAG, DAG e TAG do biodiesel por
CLAE-IR foi utilizado hexadecano como padréo interno. No entanto, foi verificado em
algumas amostras de biodiesel que alguns constituintes de algumas de suas classes
eram eluidos no mesmo tg do padréo interno. A Figura 18 apresenta a sobreposicéo

dos cromatogramas do padréo interno (em azul) e da amostra 03 (em preto).
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Figura 18. Cromatogramas de CLAE-IR com eluigdo isocratica 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 eluicao do

hexadecano (cromatograma em azul) no tr de aproximadamente 11 min. Um pico
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neste mesmo tempo de retencdo, também € observado no cromatograma da
amostra 03 (em preto).

Desta forma, para que a quantificacdo das classes constituintes do biodiesel
nao ocasionasse interferéncias na quantificacdo da area real do padrao interno e,
consequentemente, quantificacdes incorretas, as amostras de biodiesel foram
analisadas com e sem o padréo interno, de forma que se pudesse descontar a area
de qualquer pico que porventura fosse eluido no mesmo tg do padrédo interno. A
Figura 19 apresenta os cromatogramas de CLAE-IR da amostra 03 com padrao

interno (a) e sem padréo interno (b).
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Figura 19. Cromatogramas de CLAE-IR com eluigdo isocratica conforme experimento 3a (85

% (A) + 15 % (B) 6:3, % volumétrico) da amostra 03 com padrao interno (a) e sem padrao interno (b).

Foram definidos os tg 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 retencdo definidos para cada classe constituinte do biodiesel,

utilizando a fase mével composta por 85 % (A) + 15 % (B) 6:3, % volumétrico (experimento 3a)

Constituintes do biodiesel tr (mMin)
MAG 3,8-45
ESAG 46-75
DAG 7,6-25,0
TAG 25,1-65,0

O cromatograma da amostra 04 dopada com o padréo interno, obtido por

CLAE-IR, é apresentado na Figura 20. Este cromatograma apresenta a faixa das

54



classes constituintes do biodiesel, definidas conforme os tempos estabelecidos na
Tabela 10. Os picos néo identificados sé@o atribuidos aos solventes utilizados na fase

movel e na diluicdo da amostra.
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Figura 20. Cromatograma de CLAE-IR com eluig&o isocréatica conforme experimento 3a (85
% (A) + 15 % (B) 6:3, % volumétrico) de uma amostra de biodiesel de baixa conversdo (Amostra 04).

Antes de realizar a quantificacdo dos teores de MAG, ESAG, DAG e TAG das
amostras por padronizacdo interna, foi verificada a pureza do hexadecano. O
cromatograma apresentado na Figura 21 mostra o pico do padrao interno eluido em
aproximadamente 11,5 min e alguns residuos de impurezas proximas ao tempo de
eluicdo do padréao interno.

A partir do cromatograma apresentado na Figura 21 calculou-se a pureza do
padréo interno (hexadecano) segundo a Equacéo 2 (pagina 33), obtendo-se o valor
de 99,7 % em massa. Segundo a norma EN 14103 (2011), o critério de aceitacao da
pureza do padréo interno utilizado € de >99,5 % em massa. Sendo assim, tomando
como base esse mesmo critério, o resultado obtido foi considerado satisfatério e o

padrao interno foi utilizado na quantificacdo das amostras.
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Figura 21. Cromatograma de CLAE-IR com eluig&o isocréatica conforme experimento 3a (85
% (A)+ 15 % (B) 6:3, % volumétrico) do hexadecano.

Empregou-se a Equacéo 1 descrita no item 4.6 para o célculo do percentual
de cada classe de constituintes presentes nas amostras estudadas. Na Tabela 11
sdo 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 moével referente ao
experimento 3a (85 % (A) + 15 % (B) 6:3, % volumétrico) para cada classe constituinte do biodiesel

Resultados obtidos por CLAE-IR (% em massa)

Amostra Classe

12 Determinacé&o 22 Determinagao Média + DP

MAG 0,540 0,516 0,528 + 0,017

ESAG 75,9 75,5 75,7 £ 0,283

ot DAG 1,678 1,660 1,669 + 0,013
TAG 8,875 8,861 8,868 + 0,010

MAG 0,551 0,362 0,457 £ 0,134

EsSAG 78,2 79,0 78,6 £0,134

0z DAG 1,730 1,722 1,726 + 0,006
TAG 11,830 12,739 12,285 + 0,643

MAG 0,520 0,554 0,537 + 0,024

EsSAG 66,6 67,6 67,1+ 0,707

03 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 mével referente ao
experimento 3a (85 % (A) + 15 % (B) 6:3, % volumétrico) para cada classe constituinte do biodiesel

(continuacao)

MAG 4,772 4,569 4,671 +0,144
EsSAG 59,4 59,8 59,6 + 0,283
04 DAG 6,457 6,796 6,627 + 0,240
TAG 12,776 14,029 13,403 = 0,886
MAG 0,308 0,363 0,335 + 0,039
EsSAG 99,4 98,7 99,1+0,518
0 DAG 0,104 0,253 0,178 + 0,105
TAG <MD <MD -
MAG 0,470 0,543 0,506 + 0,052
EsSAG 94,9 95,7 95,3 £ 0,565
06 DAG 0,149 0,191 0,170 + 0,029
TAG <MD <MD -
MAG 0,377 0,408 0,392 + 0,022
07 EsSAG 97,4 98,3 97,8 £0,700
DAG 0,540 0,554 0,547 £ 0,010
TAG <MD <MD -
MAG 0,522 0,404 0,463 + 0,083
08 EsSAG 97,5 96,3 96,9 £ 0,820
DAG 0,186 0,187 0,187 + 0,000
TAG <MD <MD -
MAG 0,521 0,568 0,544 + 0,033
ESAG 97,0 98,9 97,9 1,369
09 DAG 0,175 0,140 0,158 + 0,025
TAG <MD 0,002 0,001 + 0,001

DP: Desvio Padréao - MD: Minimo Detectavel

5.5 Calculo do limite de repetibilidade

Com o objetivo de avaliar se a diferenca dos resultados obtidos por CLAE-IR
para cada amostra encontrava-se dentro dos limites aceitaveis, o limite de
repetibilidade do método proposto (CLAE-IR) foi calculado a partir da Equacédo 3
(pagina 33), utilizando-se os valores dos desvios padrao dos resultados obtidos por
CLAE-IR para cada amostra. Na Tabela 12 sdo 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 movel referente ao experimento 3a (85 % (A) + 15 % (B) 6:3, % volumétrico)

Amplitude das

Amostra Classe Desvio Padréo determinaces Replétiint::Iti?nge ®
por CLAE-IR
MAG 0,017 0,02 0,05
ESAG 0,283 0,40 0,79
ot DAG 0,013 0,02 0,04
TAG 0,010 0,01 0,03
MAG 0,134 0,19 0,37
ESAG 0,566 0,80 1,58
0z DAG 0,006 0,01 0,02
TAG 0,643 0,91 1,80
MAG 0,024 0,03 0,07
EsSAG 0,707 1,00 1,98
03 DAG 0,053 0,07 0,15
TAG 0,536 0,76 1,50
MAG 0,144 0,20 0,40
EsSAG 0,283 0,40 0,79
04 DAG 0,240 0,40 0,67
TAG 0,886 1,25 2,48
MAG 0,039 0,06 0,11
ESAG 0,518 0,73 1,45
05 DAG 0,105 0,15 0,29
TAG <MD <MD -
MAG 0,052 0,07 0,14
ESAG 0,565 0,80 1,58
06 DAG 0,029 0,04 0,08
TAG <MD <MD -
MAG 0,022 0,03 0,06
ESAG 0,700 0,99 1,96
o7 DAG 0,010 0,01 0,03
TAG <MD <MD -
MAG 0,083 0,12 0,23
ESAG 0,820 1,16 2,30
08 DAG <MD 0,19 <MD
TAG <MD <MD -
MAG 0,033 0,05 0,09
ESAG 1,369 1,94 3,83
09 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) € menor do que os limites de repetibilidade

calculados, demonstrando que os resultados sao satisfatérios com relagcdo ao
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parametro de repetibilidade do método proposto (CLAE-IR), seguindo os critérios de
Rego (2013).

5.6 Comparacdo dos resultados obtidos pelo método proposto (CLAE-IR) e
pelo método de referéncia (CG) por meio da aplicacdo do teste t de Student

De acordo com o DOQ-CGCRE-008 - Orientacdes sobre Validacdo de Métodos
Analiticos, o teste t de Student pode ser realizado para a comparacéo dos resultados
obtidos utilizando-se um método a ser validado com os resultados obtidos por meio
de um método de referéncia ja validado. O teste tem como objetivo estudar o grau
de proximidade dos resultados obtidos pelos dois métodos, ou seja, avaliar a
exatiddo do método em processo de validacdo com de referéncia (INMETRO, 2011).

O teste pode ser realizado sob a forma bilateral, na qual a hipétese alternativa
é estipulada para identificar afastamentos, em ambos os sentidos, do parametro que
esta sendo testado; ou unilateral, em que a hipotese alternativa indica afastamento
do parametro em relacdo 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 0 método proposto (CLAE-IR) e o método de referéncia (CG)
sdo iguais ou diferentes, o que caracteriza um afastamento de ambos os lados,
utilizou-se o teste bilateral.

Na validacdo de métodos, usualmente, deseja-se estudar se ha diferenca
entre dois deles e, se na realizacdo dos ensaios, ha duas situacdes (LOPES, 2008):
Amostras independentes: quando os dados sao coletados de tal maneira que as
observacfes nado sao relacionadas umas as outras;

Amostras dependentes (ou pareadas): quando uma mesma amostra € analisada por
dois métodos diferentes.

No caso de amostras independentes, faz-se primeiro o teste F, a fim de
verificar se as variancias das amostras podem ser consideradas iguais. Ja no teste
de amostras dependentes, isto ndo é necessario. Porém, em ambos 0s casos, 0S
resultados sdo comparados por meio do teste denominado t (de Student) (LOPES,
2008).
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Na Tabela 13 sdo apresentados os resultados de 9 amostras de biodiesel de
diferentes oleaginosas, obtidos pelo método proposto (CLAE-IR) e pelo método de

referéncia (CG), assim como o desvio obtido entre as duas metodologias.

Tabela 13. Resultados obtidos pelo método proposto (CLAE-IR) utilizando a fase movel referente ao

experimento 3a (85 % (A) + 15 % (B) 6:3, % volumétrico) e pelo método de referéncia (CG)

CG (Métodos de Desvio
Amostra Classe CLAE-IR (% em massa) Referéncia), % em (Rce - ReLag),
massa % em massa
MAG 0,528 0,618 -0,090
ESAG 75,7 71,5 4,2
ot DAG 1,669 1,640 0,029
TAG 8,868 6,072 2,796
MAG 0,457 0,605 -0,133
02 EsAG 78,6 73,5 34
DAG 1,726 1,671 -0,753
TAG 12,285 1,773 8,479
MAG 0,537 0,590 -0,053
ESAG 67,1 75,2 -8,1
03 DAG 2,517 2,479 0,038
TAG 18,816 3,806 15,010
MAG 4,671 4,942 -0,271
ESAG 59,6 56,9 2,7
04 DAG 6,627 11,192 -4,566
TAG 13,403 18,028 -4,626
MAG 0,335 0,270 -0,065
EsAG 99,1 98,8 -0,278
0 DAG 0,178 0,100 -0,078
TAG <MD <MD <MD
MAG 0,506 0,480 0,010
EsAG 95,3 98,2 3,3
06 DAG 0,170 0,120 -0,029
TAG <MD 0,002 0,002
MAG 0,392 0,390 -0,002
EsAG 97,8 97,3 -0,5
of DAG 0,547 0,187 -0,360
TAG 0,000 0,001 0,001
MAG 0,463 0,561 0,039
EsSAG 96,9 96,8 -0,7
08 DAG 0,187 0,158 -0,028
TAG <MD 0,008 0,008
MAG 0,544 0,568 0,024
ESAG 97,9 98,9 1,0
09 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 diferencas altas entre os resultados obtidos pelo método proposto
(CLAE-IR) e pelo método de referéncia (CG), principalmente, com relacdo as classes
de DAG e TAG. Isto pode ser explicado pelo fato dos resultados obtidos para estas
amostras estarem fora da faixa de aplicagdo do método de referéncia, ou seja, 0s
valores obtidos sdo superiores as faixas de quantificacdo 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 quantificacdo 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. Ja com relacdo ao teor
de éster, a Norma EN 14103 (2011) define um percentual minimo 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 referéncia (CG) para as amostras 05, 06, 07,
08 e 09, cujos resultados encontram-se dentro das faixas de aplicacdo dos métodos
de referéncia, os desvios apresentados sdo bem menores. Tais resultados
encontram-se, inclusive, dentro dos limites de reprodutibilidade dos métodos de
referéncia (ASTM D6584/2013 e EN 14103/2011).

Visando a verificagcdo da equivaléncia dos resultados obtidos pelo método
proposto (CLAE-IR) e pelo método de referéncia (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 aplicacdo do teste t sdo apresentados
na Tabela 14.

O teste t de Student € um teste de hipéteses, utilizado para avaliar as
diferencas 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 tcacuiado- S€ 0 Valor de tcaculado fOr
menor que o valor de tipelado (tcaiculado < trabelado), €M mddulo, é possivel afirmar, com
95% de confianca, que os métodos podem ser considerados equivalentes (LOPES,
2008).

De acordo com os resultados obtidos apos a aplicacdo do teste t (Tabela 14),

pode-se afirmar, estatisticamente, com 95% de confianca, que os resultados dos
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métodos comparados (CLAE-IR e CG) séo equivalentes, uma vez que o valor de t

calculado (Stat t) € menor, em médulo, que o valor “t critico bicaudal” (t Tabelado).

Tabela 14. Resultados do teste-t: duas amostras em par para médias

Variavel 1  Variavel 2

Média 23,43 22,87
Variancia 1385 1403
Observacgtes 36 36
Correlacao de Pearson 0,9949
Hipotese da diferenga de média 0
gl 35
Stat t 0,887
P(T<=t) uni-caudal 0,190
t critico uni-caudal 1,689
P(T<=t) bi-caudal 0,381
t critico bi-caudal 2,030

5.7 Avaliacédo da exatiddo do método proposto (CLAE-IR)

Com o objetivo de verificar a exatiddo do método proposto (CLAE-IR), uma
vez que algumas das amostras analisadas apresentaram resultados fora da faixa de
aplicacdo dos métodos de referéncia, foram analisados padrbes de monoleina,
dioleina e trioleina, preparados nas concentracdes proximas as maximas aceitaveis
na especificacdo do biodiesel, segundo a Resolugcdo ANP N° 45, de 25 de agosto de
2014.

Estas andlises foram realizadas utilizando-se como fase moével uma mistura
de 85 % (A) + 15 % (B) 6:3, % volumétrico (experimento 3a). A Tabela 15
apresenta uma comparacao entre os valores de referéncia calculados e os valores

obtidos pelo método proposto (CLAE-IR).

62



Tabela 15. Comparacao dos valores de referéncia calculados com os resultados obtidos dos

padrdes de monoleina, dioleina e trioleina por CLAE-IR utilizando a fase modvel referente ao

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

Valores de i
. Resultados Desvio
referéncia (Vrer) .
Amostra obtidos por CLAE- (VRref - ReLag),
calculados, % em

Valores de
reprodutibilidade

conforme norma

IR, % em massa % em massa ASTM D6584
massa
(2013)
Monoleina 0,639 0,690 - 0,051 0,357
Dioleina 0,200 0,319 -0,119 0,224
Trioleina 0,282 0,395 -0,113 0,513

A partir dos resultados apresentados na Tabela 15, é possivel afirmar que o

método proposto (CLAE-IR) possui nivel de exatiddo satisfatorio, visto que, o0s

desvios apresentados sdo bem inferiores aos valores de reprodutibilidade calculados

a partir dos critérios definidos pela norma ASTM D6584 (2013).
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Capitulo 6 Conclusdes

A partir da eluicdo por gradiente utilizada por Andrade (2011), foram obtidas
diversas condicdes para eluicdo isocratica para a analise de biodiesel por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de indice de refracdo (CLAE-
IR), entre as quais a selecionada, constituida de 85 % de metanol e 15 % de i-
propanol e n-hexano 6:3, % volumétrico, que permite a separacdo satisfatéria das
diversas classes alvo.

Foram obtidas, a partir da EFS, fracées enriquecidas em ESAG e acilgliceroéis
(MAG, DAG e TAG), as quais foram utilizadas para a determinagéo dos tempos de
retencao relativos as classes constituintes do biodiesel estudadas.

A partir da andlise de solugcdes de concentracdes distintas de 6leo vegetal de
soja refinado (composto basicamente de TAG) foi obtido o minimo detectavel do
método proposto (CLAE-IR), sendo 0,01 % em massa.

O método proposto utiliza cromatégrafo liquido convencional, com apenas
uma bomba injetora e detector de indice de refracdo e analisa amostras de biodiesel
sem necessidade de tratamento prévio.

O método proposto (CLAE-IR) mostrou-se eficaz para a identificacdo e
quantificacdo simultanea das principais classes constituintes do biodiesel (MAG,
ESAG, DAG e TAG) para amostras comerciais. Este método apresentou resultados
estatisticamente semelhantes, com 95% de confianca, quando comparado ao
método de referéncia (CG).

O método proposto (CLAE-IR) demonstrou potencial para substituir,
totalmente, o método de referéncia, uma vez que apresenta algumas vantagens, tais
como:

1. As amostras dispensam tratamento prévio, ndo havendo, portanto,
necessidade de derivatizacao, pela reacao com n-metil-n-
trimetilsililtrifluoroacetamida (MSTFA) para tornarem-nas mais volateis.

2. Eliminacao dos problemas de entupimento dos detectores de ionizagao de
chama e a troca de coluna capilar com fase estacionaria de 95% dimetil - 5% difenil

polisiloxano a cada 3 (trés) meses.
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3. Quantificacdo simultdnea dos percentuais em massa dos ésteres dos
acidos graxos (biodiesel) e dos acilglicerdis residuais, com somente um equipamento
de CLAE com apenas uma bomba, uma coluna cromatogréfica e detector de indice
de refracdo, enquanto que pelos métodos de referéncia essas determinacfes séo
realizadas em momentos distintos, necessitam de duas colunas cromatograficas e
dois tipos de injetor [on column (MAG, DAG e TAG) e split/splitless (ESAG)].

4. Menor custo por analise, ja que o custo operacional é reduzido, pois utiliza
menos da metade da quantidade de reagentes utilizada pelo método de referéncia,
reagentes estes geralmente importados, tais como os padrbes de monooleina,
dioleina, trioleina, tricaprina, monoestearina, monopalmitina, hexanoato de metila
(C6) e nonadecanoato de metila (C19). Além de menor valor de investimento em
relacdo aos equipamentos envolvidos. O tempo de analise efetiva é semelhante, ja
que as analises de ésteres dos cidos graxos (biodiesel) e dos acilglicerdis residuais
pelos métodos de referéncia por CG totalizam cerca de 60 min.

Entretanto, faz-se necesséaria a aplicacdo do método proposto em uma
guantidade maior de amostras de biodiesel de diferentes matérias primas, como
também sua validacdo, de forma a demonstrar a sua total aplicabilidade para a
andlise simultanea de EsSAG (éster de acido graxo), MAG (monoacilglicerol), DAG

(diacilglicerol) e TAG (triacilglicerol).
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Capitulo 7 Perspectivas Futuras

Ao final deste trabalho, algumas investigacdes adicionais se mostraram

necessarias tais como:

v’ Aplicacdo do método proposto em uma quantidade maior de amostras de
biodiesel de diferentes oleaginosas e procedéncias;

v Validacdo do método;

v' Aplicacdo do método em fracbes obtidas por extracbes em fases sdlidas
prévias, contendo classes constituintes do biodiesel, conforme resultados
anteriores (CARDOSO, 2012; BLATT, 2014), com perspectivas de melhoria
nas respectivas resolucées cromatograficas e reducédo dos tempos de analise
e

v' Adaptacdo do método visando também a analise de glicerina, permitindo,

portanto, também a analise da glicerina livre e glicerina combinada.
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