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RESUMO

NEVES, Laura Alves. Avaliacdo do Perfil Isotépico de 53C em Biocombustiveis
utiizando a Espectrometria de Massas de Raz&o Isotépica. Tese (Doutorado em
Ciéncias) - Escola de Quimica - Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2015.

Neste trabalho foram avaliados os perfis isotépicos de 5**C do etanol combustivel e
do biodiesel pela técnica de Espectrometria de Massas de Razé&o Isotopica (EMRI).
Em um primeiro momento foi avaliada a influéncia de diferentes métodos de
calibracdo e normalizacdo na exatiddo das medicdes do valor isotépico de 3'3C,
como os padrdes usados na calibracdo do sistema e a coluna cromatografica. Foram
constatados que o padrdo utilizado na calibracdo do sistema e a coluna
cromatografica tém um forte impacto nas medicdes dos valores isotépicos 5°C,
destacando a importancia do uso de materiais de referéncia certificados e
adequados na calibracdo do sistema e na normalizagéo dos resultados das medidas
isotopicas. Os resultados de 5'°C obtidos pelos trés métodos de normalizacéo
(curva de calibracéo, single-point e bracketing) foram comparados estatisticamente
com os valores de 5'°C obtidos por AE-EMRI e foram equivalentes em desempenho.
Em um segundo momento, com a andlise estatistica dos resultados, foi possivel
tracar o perfil isotopico do bioetanol de cana-de-aclicar no Brasil onde foi
estabelecido o perfil probabilistico com 95 % dos valores na faixa entre -12,68 %o
a -12,28 %o. Em relac&o ao biodiesel, foi avaliada a assinatura isotépica de 5°C do
6leo de pinhdo manso de diferentes origens geograficas e dos ésteres metilicos do
biodiesel obtido a partir da transesterificacdo deste mesmo 6leo. O uso de um
padrdo considerado spiking foi crucial na identificacdo de fracionamento isotopico no
processo de transesterificacdo do biodiesel, que foi corrigido com a normalizagéo
dos resultados. O método proporcionou uma boa resolucdo para a separacao de
ésteres metilicos nas amostras de biodiesel de pinhdo manso e seus valores de 5C
foram determinados: C16:0 (-31,88 %o), C18:0 (-32,12 %o), C18:1 (-30,04 %o) e C18:2
(34,28 %o).

Palavras-Chave: Espectrometria de Massas de Razdo Isotdpica. Etanol

Combustivel. Pinhdo manso. Esteres Metilicos. Biodiesel.



ABSTRACT

NEVES, Laura Alves. Avaliacdo do Perfil Isotépico de 8C em Biocombustiveis
utilizando a Espectrometria de Massas de Razdo Isotopica. Tese (Doutorado em
Ciéncias) - Escola de Quimica - Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2015.

In this work, the isotopic profile 5'°C of bioethanol and biodiesel were evaluated by
the technique of isotope ratio mass spectrometry (IRMS). At first, it was evaluated the
influence of different methods of calibration and normalization on the accuracy of the
isotopic value of 5C in bioethanol samples measurements. It was evaluated
different calibration standards and chromatographic columns of different polarity, and
it was observed that both the reference material used in isotopic calibration of the
reference gas CO, and the chromatographic column, has a strong impact on the
measurements of the 5C value. It was demonstrate the importance of suitable
certified reference materials for system calibration and standardization of results. The
5"C values obtained with the three methods of normalization (calibration curve,
single-point and bracketing) were statistically compared with the &2C values
obtained with elemental analysis/IRMS (EA-IRMS). A second time, with the statistical
analysis it was possible to establish a probabilistic profile for the isotopic signature of
sugarcane bioethanol in Brazil, where 95 % of the values were in the range between
-12.68 %o to -12.28 %.. In relation to biodiesel, the isotopic 5**C of jatropha curcas oil
of different regions was evaluated by AE-IRMS and fatty acid methyl esters obtained
from transesterification of jatropha curcas oil by GC-C-IRMS. The use of a standard
like spiking was fundamental in the identification of isotopic fractionation of biodiesel
transesterification process, which was corrected with the normalization of the results.
The mean isotope ratio values (5'3C) were determined for each methyl esther as
follows: C16:0 (-31,88 %o), C18:0 (-32,12 %o), C18:1 (-30,04 %o) and C18:2 (34,28 %o).

Keywords: Isotope Ratio Mass Spectrometry. Ethanol Fuel. Jatropha Curcas.

Methyl Esters. Biodiesel.
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CapPiTULO 1

Introducéo Geral
1 Introducéo
1.1 Motivacéao e Contexto

A utilizagdo de biocombustiveis € na atualidade uma das mais importantes
alternativas para os combustiveis derivados do petréleo. Em funcdo disso, o
estabelecimento de padrées de qualidade aceitos internacionalmente e a aplicacéo
de metodologias analiticas validadas devem tornar um processo continuo para se
garantir a qualidade desses biocombustiveis.

Diante disso, a certificacdo representa uma forma de atestar, com confianca e
credibilidade, que o processo de producdo do biocombustivel brasileiro segue
requisitos minimos estabelecidos por normas e regulamentos. A determinacdo da
origem dos biocombustiveis podera, dentro deste contexto, auxiliar na eliminacédo de
barreiras técnicas constituindo-se numa ferramenta importante para o governo.

Dentre os métodos analiticos empregados para certificar a origem de diferentes
matrizes, a determinacdo da razao isotépica por meio da técnica de Espectrometria
de Massas de Razéo Isotépica (EMRI) se mostra altamente promissora, garantindo
confiabilidade aos resultados. A EMRI é uma técnica bastante utilizada em varias
areas como: hidrologia, geoquimica do petréleo, estudos ambientais, alimentos,
dentre muitas outras e baseia-se na medida da abundancia relativa de isétopos
estaveis de determinado elemento quimico em uma dada amostra ou molécula
especifica. A partir destas mudancas, podem-se inferir conclusdes sobre o estudo de
interesse. Logo, esta técnica de analise € uma ferramenta importante na distingdo de
fontes que contribuem na composi¢édo da matéria orgéanica.

Dentre os muitos compostos organicos que podem ter a origem identificada pela
EMRI temos o etanol combustivel e o biodiesel. Nesse enfoque, o trabalho teve
como proposta tracar o perfil da distribuicdo isotopica de carbono do etanol
combustivel de cana-de-acucar no Brasil e a determinacdo da razdo isotopica de
carbono da matéria-prima utilizada na producgéo do biodiesel e dos ésteres metilicos
do biodiesel de forma a garantir a rastreabilidade e a confiabilidade as medicdes

isotopicas de carbono (5*3C) desses biocombustiveis.
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1.2 Objetivos Gerais

O trabalho teve como objetivo geral a avaliacdo da assinatura isotopica de
carbono (3**Cveps) de biocombustiveis e sua aplicacdo com énfase na diferenciacdo
das matérias-primas utilizadas na producdo dos mesmos atraves da cromatografia a
gas acoplada a forno de combustéo e espectrometria de massas de razao isotopica
(CG-C-EMRYI), buscando garantir a qualidade dos biocombustiveis, a confiabilidade e
rastreabilidade as medi¢des isotopicas.

Dessa forma, foram tidos como objetivos frente a proposta de tese, a avaliagdo
da assinatura isotdpica de carbono (5**Cyppg) do etanol combustivel produzido a
partir de diferentes fontes de matérias-primas, a determinacéo da razéo isotépica de
carbono (3*3Cyppg) do 6leo de pinhdo manso (Jatropha curcas) obtido de sementes
de diferentes regides do Brasil e a avaliagdo isotopica dos ésteres metilicos do
biodiesel obtido a partir da transesterificacdo do éleo de pinhdo manso.

1.3 Objetivos Especificos

v’ Selecdo das amostras de etanol combustivel produzido a partir de
diferentes matérias-primas oriundas de diferentes regides do Brasil e de
outros paises;

v' Estudo da influéncia de diferentes métodos de calibracdo e normalizacéo
na exatiddo das medidas isotépicas de carbono (3'°C) em amostras de
etanol combustivel por CG-C-EMRI,;

v Avaliacdo do perfil da distribuicdo isotpica de carbono (5°C) de bioetanol
de cana-de-acucar no Brasil usando ferramentas estatisticas;

v' Determinacao da razéo isotdpica de carbono (5'3C) do 6leo de pinhao
manso (Jatropha curcas) obtido de sementes oriundas de diferentes
regides do Brasil;

v' Determinacdo do valor isotépico de carbono (3*3C) dos ésteres metilicos
do biodiesel obtido a partir da transesterificacdo do 6leo de pinhdo manso

(Jatropha curcas).
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1.4 Estrutura da Tese

Esta tese esta dividida nos seguintes capitulos:

Primeiro, a Introducdo que visa apresentar de forma sucinta a visdo geral e a
motivacdo sobre o tema descrevendo seus principais objetivos e a importancia do
estudo.

O segundo esta dividido em partes e aborda os principios da técnica de EMRI e
suas aplicacoes.

O terceiro e quarto apresentam o0s estudos referentes ao etanol combustivel,
sendo eles o estudo da influéncia de diferentes métodos de calibracdo e
normalizacdo na exatiddo das medicdes de carbono (5*3C) do etanol combustivel
por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas de razao isotopica
(CG-C-EMRI) e a avaliacéo do perfil da distribuicéo isotépica de carbono (5**C) de
bioetanol de cana-de-acglcar no Brasil usando ferramentas estatisticas.

O quinto capitulo refere-se aos estudos referentes ao biodiesel, visando a
avaliacdo da assinatura isotépica de carbono (5*°C) do 6leo de pinhdo manso
(Jatropha curcas) de diferentes regiées do Brasil e dos ésteres metilicos do biodiesel
produzido a partir da transesterificacao do 6leo de pinhdo manso.

O sexto capitulo é constituido pelas conclusbes gerais e as perspectivas de

trabalhos futuros. O sétimo e ultimo apresenta as referéncias bibliogréaficas.
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CAPIiTULO 2

Espectrometria de Massas de Razéo Isotdopica — Fundamentacéo Tedrica
2 Introducéo

A Espectrometria de Massas de Razdo Isotopica - EMRI (Isotope Ratio Mass
Spectrometry - IRMS) é uma técnica cujas aplicacdes se encontram em crescimento
em diversas areas como arqueologia, medicina, geologia, biologia, geoquimica do
petréleo, estudos ambientais, controle e inspecdo de alimentos, quimica forense,
dentre outras (BENSON et al, 2006; SESSIONS, 2006; MEIER- AUGENSTEIN,
1999).

Alguns exemplos que podem ser citados sédo: a deteccdo de adulteracdo de
meéis comerciais (PADOVAN et al, 2003), a determinacdo da origem botanica de
alcoois presentes em vinho, assim como a determinacdo da origem regional de
vinhos (GIMENEZ-MIRALES; SALAZAR; SOLANA, 1999), o teor de etanol em
vinhos (SPITZKE; FAUHL-HASSEK, 2010), a origem do etanol de acordo com os
processos de obtencdo (ZYAKUN et al, 2000), a andlise de poluentes ambientais,
como Compostos Organicos Volateis - COV (VON ECKSTAEDT et al, 2011;
GIEBEL; SWART; RIEMER, 2010), a anélise forense (BENSON et al, 2009;
CAWLEY et al, 2009; MUNTON et al, 2011), doping (AGUILERA; HATTON;
CATLIN, 2002; MUNTON et al, 2012; BAUME et al, 2006) etanol em agua (BRICHE,
2000), a autenticidade de géneros alimenticios tais como a tequila (AGUILAR-
CISNEROS et al, 2002), sucos de frutas (GUILLOU et al, 1999), a determinacgéo de
fontes de contaminacdo por gasolina (SMALLWOOD; PHILP; ALLEN, 2002),
autenticacdo e origem geografica de 6leos (KELLY et al, 1997; ALONSO-SALCES et
al, 2010; SCHIPILLITI et al, 2012; SPANGENBERG; DIONISI, 2001), dentre outras.

Os is6topos de um elemento quimico sdo caracterizados por terem 0 mesmo
namero atbmico (protons), mas diferentes numeros de néutrons. De acordo com a
guimica classica, as caracteristicas dos isotopos sao iguais. Esta afirmacdo também
€ valida no caso de moléculas de um mesmo composto quimico. Porém, se uma
medida tem alta sensibilidade, como é o caso da EMRI, pode-se observar pequenas
diferencas tanto no comportamento quimico como no comportamento fisico de

moléculas do mesmo composto, mas com composicdes isotopicas diferentes.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Spangenberg%20JE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11312892
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Isso é possivel somente gracas a diferenciacdo da composi¢ao isotopica de um
determinado composto em relagdo a outro, que ocorre, geralmente, devido aos
diferentes processos fisicos e quimicos aos quais foram submetidos (BENSON et al,
2006; SESSIONS, 2006; MEIER- AUGENSTEIN, 1999).

Cada elemento tem um ou mais is6topos estaveis (**C, °N, 0, 20, s, ¥s e
’H) com abundancia natural. Na Tabela 2.1 sdo apresentadas as abundancias

relativas de isétopos comumente analisados por EMRI.

Tabela 2.1 Abundéancias relativas de is6topos comumente analisados por EMRI.

Elemento Isétopo Abundancia Relativa (%)

1

. . H 99,984

Hidrogénio 2 0,156
12

C 98,892

Carbono 13 1.108

Nitrogénio N 99,635

9 15N 0,365

e 99,759

Oxigénio o 0,037

0o 0,204

g 95,02

Enxofre S 0.76

¥g 4,22

g 0,014

BENSON et al, 2006.

2.1 Isotopologos

Segundo a International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC),
isotopdlogos sdo moléculas que diferem entre si apenas na composi¢do isotopica
(SHARP, 2007). De acordo com essa definicdo, por exemplo, do CO,, o0s
isotopdlogos sdo *°C'0, de m/z 44; **C*®0'0 e ¥3c0, de m/z 45; *C'0™Q,
12c1’0, e *C*'0™0 de m/z 46.

Logo, para que as medicdes das razées isotdpicas *C/**C numa amostra sejam

corretas, é fundamental levar em conta as contribui¢cdes dos isotopologos.
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Os softwares que processam os dados provenientes do EMRI sdo programados
e introduzem automaticamente os fatores de corre¢do. Quando se analisa CO,, por
exemplo, pode haver contribuicdo, para a mesma massa, de outras espeécies
isotopicas que ndo a de interesse, pelo que tera que ser feita uma correcdo. Por
exemplo, para m/z 45 existem duas espécies com esta massa nominal **C*®0, (de
interesse) 2C*’0*®0 (que nado tem interesse) e entdo a razdo m/z deve ser corrigida.
A correcdo mais comum para a determinacdo de 5™C foi desenvolvida por Craig

(1957), um algoritmo através da equacao 2.1:

53C = 1,0676 & (44/45) — 0,0338 50
Equacéo 2.1

2.1.1 Notacéao o (Delta)

Os EMRI trabalham, geralmente, com amostras no estado gasoso ou
convertidas em um gas conhecido durante a andlise. Deste modo, devem ser
preparadas de maneira que o resultado seja um gas que represente a composi¢ao
isotopica do elemento que se deseja analisar, permitindo separar as moléculas
ionizadas, com diferentes massas isotopicas, de um mesmo composto e medir suas
abundancias relativas (BENSON et al, 2006; SESSIONS, 2006).

A maneira pela qual, geralmente, o valor de uma medida isotopica € expressa
em relacdo a um padrdo internacional e de composicdo isotopica conhecida é
através da notacado 8, dada em partes por mil (%o) pela Equagéao 2.2:

R R

amostra

R

padrao

513C — 513/12C — Ramostra —1=

padréo

padréo

Equacéo 2.2

Onde: Ramostra € @ razéo isotépica **C/**C da amostra e Rpadrao € a razdo *C/**C

isotopica do padrao.



32

Para normalizar os resultados de valores isotépicos, foi necessario estabelecer
uma escala internacional. Os valores isotopicos medidos séo relativos a um padréo
utilizado, referindo-se a diferenca entre a amostra e o padrdo adotado. O padrao
universal, utilizado como zero point para a composi¢ao isotépica de carbono é o
PDB (Pee Dee Belemnite), que consiste em um féssil composto de carbonato de
calcio marinho de uma belemnite do periodo Cretacio (Belemnitella americana) da
formacdo Pee Dee, da Carolina do Sul, o SMOW (Standard Mean Ocean Water)
para oxigénio e deutério e o CDT (Canion Diablo Troilite) para enxofre e ar
atmosférico para nitrogénio.

Com relacdo ao carbono, esse padrao de referéncia internacional, o PDB,
esgotou e foi substituido pelo Vienna Pee Dee Belemnite (VPDB), um padréo
secundario para a determinacdo da razéo isotopica **C/*?C. Por razbes praticas, é
mais conveniente adotar um padrdo de trabalho no laboratério, calibrado segundo
este padrao de valor certificado, o VPDB. Todos os padrdes isotopicos sao
calibrados relativamente a estes padrdes de referéncia que sdo denominados como
zero point (valores de & = 0 %o).

A Tabela 2.2 mostra os padrdes internacionais para alguns elementos

analisados por EMRI.

Tabela 2.2 Padr8es internacionais para alguns elementos analisados por EMRI.

Padréao Razao Isotépica do Material de Referéncia (%o)
12~ /13
a C/™C =0,011237
Pee Dee Belemnite 185/150 = 0.0020671
Nitrogénio Atmosférico® *N/*N = 0,0036765
Agua (SMOW)° 80/'°0 = 0,0020052
cDT? ¥5/%3 = 0,0450045

®para o carbono o padr&o é a rocha do féssil Belemnitella americana da formac&o Pee Dee Belemite
(PDB) da Carolina do Sul - EUA,; bnitrogénio tem como padréo gas N, atmosférico, SMOW (Standard
Mean Ocean Water); %para o enxofre é o mineral Troilito da cratera do meteorito do “Canyon Diablo”
(CDT), Arizona, EUA (BENSON et al, 2006).
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2.1.2 Fracionamento Isotdpico

As variacoes isotopicas de um elemento ndo sédo constantes devido as variacdes
naturais que ocorrem nos diversos processos fisico-quimicos, 0s quais ocasionam
fracionamento isotépico (BENSON et al, 2006). O fracionamento isotopico, também
conhecido como discriminacdo, € denominado como a variagdo nas razdes de
abundancia dos is6topos como consequéncia das diferentes propriedades fisicas e
guimicas do isétopo mais leve relativamente ao is6topo mais pesado, para um dado
elemento. Valores de 5'°C positivos representam um enriquecimento do is6topo
pesado em relacdo ao padrdo internacional, enquanto que valores de 5'3C negativos
representam uma diminuicdo da quantidade do is6topo pesado (SESSIONS, 2006;
KLEIN, 1982).

A variabilidade também pode ocorrer como uma mudan¢ga na composicdo
isotépica pela transicdo de um componente de um estado fisico para outro ou pela
transformac&o deste em outro: CO, em carbono organico da planta, por exemplo. E
importante ressaltar que a magnitude do fracionamento isotopico na natureza
também é afetada pelas diferencas regionais, tais como umidade, temperatura,
ventos, dentre outras (BREAS; RENIERO; SERRINI, 1994).

Através da composicao do isétopo estavel de carbono na matéria organica é
possivel identificar as fontes de carbono como também a discriminacao
(fracionamento) entre ?C e *C durante a fixacdo de CO, na fotossintese
(KUBASEK; URBAN; SANTRUCEK, 2013).

A Figura 2.1 ilustra alguns exemplos tipicos de 3"*Cyppg naturais agrupados de

acordo com a origem ao longo da escala de abundancia natural do 5*C.
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Figura 2.1 Exemplos de variagao isotopica natural de 5%c agrupados de acordo com a origem ao
longo da escala de abundancia natural do 5'*C (MEIER- AUGENSTEIN, 1999).

2.1.3 Composicao Isotopica do Carbono

No tecido das plantas, a principal fonte de variacdo da relacdo **C/*?C esta nos
diferentes mecanismos de fixacdo do dioxido de carbono (CO;) durante a
fotossintese que pode ocorrer por dois caminhos que diferem quanto ao numero de
carbonos no primeiro composto intermediario formado, que sao conhecidos como
ciclo de Calvin-Benson (C3) e o de Hatch-Slack (C,). A base de variacdo isotopica
em plantas resulta do fracionamento isotépico durante a fotossintese.

As plantas terrestres podem ser divididas em trés grupos fotossintéticos, cada
um com seu padrdao de fracionamento isotopico especifico: C3, C4 e CAM
(metabolismo &cido das crassulaceas), sendo que os metabolismos C3; e C4 sdo
mais abundantes (FARQUHAR; EHLERINGER; HUBICK, 1989).

As plantas com via fotossintética C3 (como exemplo, uva, arroz, cevada, etc)
reduzem o CO, para fosfoglicerato (composto de trés carbonos) através da enzima
ribulose-1,5-difosfato carboxilase (RuBP-carboxilase). Esta enzima discrimina o

Bc0,, resultando em valores de 3'C relativamente baixos, entre -32 e -23 %o.
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As plantas com via fotossintética C4 (por exemplo, cana de agucar, milho, etc)
reduz o CO, a acido aspartico ou malico, (com quatro atomos de carbono nas
moléculas), através da enzima PEP-carboxilase (fosfoenolpiruvato carboxilase). Esta
enzima nao discrimina tanto o **CO, como a RuBP-carboxilase. Desta forma plantas
C4 tém valores de 5'C relativamente mais altos. Tais valores variam entre -15
a -9 %.. Assim, as espécies C; e C, possuem valores distintos, que ndo se
sobrepdem, sendo possivel, portanto, a utilizacdo desses valores na identificacdo da
fonte de carbono. (GUILLOU et al, 1999).

2.2 Instrumental

Os espectrometros de massas usualmente utilizados como os quadrupolos, ion
traps e time-of-flight (TOF ou tempo de voo) ndo possuem sensibilidade ou precisédo
adequada para detectar sutis diferencas nas abundancias dos isétopos, e assim, as
medicdes dos isGtopos naturais requerem um equipamento com analisadores do tipo
setor magnético, conhecido como EMRI (ZELAND; JACKSON, 2009).

Em contraste com os espectrometros de massas convencionais que fornecem
informacdes estruturais pela varredura de uma ampla faixa de massas (verificando a
presenca de varios ions fragmentados caracteristicos), os equipamentos de EMRI
medem abundancias isotépicas com alta precisdo e menor flexibilidade na
discriminacdo de massas (MEIER-AUGENSTEIN, 1999). O campo magnético do
espectrometro de massas tem alta sensibilidade, cerca de um ion detectado por
1000 moléculas, o que o diferencia da técnica de espectrometria de massas usual.

O espectrdmetro de massas de razao isotopica foi inicialmente desenvolvido por
Nier em 1940 (De BIEVRE; LAETER; PEISER, 1992), com a funcdo de medir, de
forma exata, determinadas massas sequencialmente na amostra e na referéncia.

Nestes equipamentos as amostras a serem analisadas sdo inseridas por meio
de um sistema de introducdo na fonte de ionizacdo, onde sdo ionizadas em uma
fonte de lonizagdo por elétrons (Electron lonization — El) e aceleradas a varios kV
(quilovolts) (MEIER-AUGENSTEIN,1999). Na separacdo isotopica do CO,, por
exemplo, tem-se os fons de m/z 45/44 que produzem a razdo *C/*?C do CO; (Figura
2.2).
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Apds passar pelo campo magnético os ions separados sdo detectados por
coletores de ions do tipo Faraday, os quais sédo posicionados ao longo do plano focal
do EMRI (SOOKG, 2009). A Figura 2.3 demonstra o esquema de um EMRI incluindo

a fonte de ions, o analisador magnético e o sistema de deteccéao.

Corrente de ions Massa

I!C I(:O H{O

46 —>
Tonizagio /
CO ~ 45 > ”C I(so\(vo
2

Figura 2.2 Diagrama com a representacdo da separacao isotopica do CO,.
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Focalizador do feixe ionico
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h"""-. .
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Fluxo de gas
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Figura 2.3 Esquema do Espectrdmetro de Massas de Razao Isotopica — EMRI (SOOKG, 2009).

Existem cinco partes principais no espectrdmetro de massas de razéo isotopica:
sistema de introducdo de amostra, fonte de ionizagdo, analisador de massas,
detector coletores de ions do tipo Faraday e o sistema de aquisicdo de dados.

Diferentes interfaces sao usadas para introdu¢do de amostra no EMRI, como o
cromatografo a liquido e as duas mais comuns: o analisador elementar (AE-EMRI) e
o cromatografo a gas (CG-C-EMRI) (ZELAND; JACKSON, 2009; Al; SUN; DONG,
2014; CABANERO; RECIO; RUPEREZ, 2008; van LEEUWEN, 2014).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ai%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24975247
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sun%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24975247
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dong%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24975247
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2.2.1 Cromatografia a Liquido acoplada ao Espectrometro de Massas de Razédo
Isotépica (CL-EMRI)

A Figura 2.4 mostra o sistema hifenado onde temos um cromatografo a liquido
acoplado a espectrometro de massas de razao isotopica (CL-EMRI). A oxidagdo da
amostra é feita em fase liquida e somente depois o CO, € separado desta fase para
a analise isotopica. O reagente de oxidacdo consiste em duas solucbes, um agente
oxidante e um catalisador. Ambos sdo bombeados separadamente e adicionados a
fase movel. Os compostos que eluem da coluna do cromatégrafo a liquido séo
oxidados a CO, nessa mistura ao passarem pelo reator. O CO, é removido da fase

liguida em uma unidade de desgaseificacdo e entdo direcionado ao EMRI (ZELAND;
JACKSON, 2009).
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Figura 2.4 Esquema do sistema CL-EMRI (KELLY; RHODE, 2002).

2.2.2 Analisador elementar acoplado ao Espectrometro de Massas de Razéo
Isotopica (AE-EMRI)

O analisador elementar (Elemental Analyzer - EA) acoplado ao espectrdmetro de
massas de razdo isotopica (AE-EMRI) é uma técnica que permite determinar os

teores isotdpicos dos elementos constituintes da amostra na sua totalidade.
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A fim de determinar a média das razdes isotdpicas para ndo volateis liquidos ou
sélidos, a amostra € pesada e colocada numa capsula de estanho ou de prata, que €
submetida a um forno de combustdo com temperatura em torno de 1020 °C através
de um amostrador automatico.

A amostra e a capsula fundem numa atmosfera temporariamente enriquecida em
oxigénio. Na andlise da razao isotdpica de carbono — aplicacdo mais comum — 0s
produtos de oxidacdo passam pelo tubo de reducdo, onde os Oxidos de nitrogénio
(NO e N;0) séo reduzidos a N, e 0 O, em excesso é removido.

Os gases resultantes, CO,, N, SO, e H,O passam através de um filtro de
perclorato de magnésio para remoc¢do da agua e sdo separados através de uma
coluna capilar. Em seguida passam pelo detector e por fim sdo direcionados ao
EMRI onde sdo medidas as razdes isotopicas, conforme apresentado na Figura 2.5
(KELLY; RHODES, 2002).

Amostrador Automatico

Forno de |
Redugao

Forno de
Combustao

’;;, Fonte de ions
— 44 et /
—I— a8 [

EMRI

Aquisigao de Dados

Figura 2.5 Esquema do sistema AE-EMRI (KELLY; RHODE, 2002).

2.2.3 Cromatografia a Gas acoplada a Forno de Combustéo e Espectrometria
de Massas de Razéo Isotépica (CG-C-EMRI)

A cromatografia gasosa acoplada a forno de combustdo e a espectrometria de
massas de razao isotopica (CG-C-EMRI) foi introduzida por Sano et al (1976) e por
Matthews e Hayes (1978). Esta técnica de analise é uma ferramenta importante na
distincao de fontes que contribuem na composicdo da matéria organica (SESSIONS,
2006).
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A amostra a ser analisada € introduzida num cromatografo a gas onde é
separada em diversos compostos que sofrem combustdo num forno de oxidagéo. Os
gases resultantes da combustdo passam por um forno de reducdo que tem a funcéo
de eliminar compostos nitrogenados, evitando a interferéncia de moléculas de
mesma massa molecular que as de CO; nos coletores. O CO, obtido de cada
componente da amostra tem sua razdo *C/**C analisada através das massas m/z
44 (**C0O,), miz 45 (CO, e Cc''0%™0) e m/iz 46 (**C'®0™0). Esta razdo é
comparada a um CO, de referéncia de valor 5**C conhecido, em relacdo ao padrdo
VPDB para entédo ser determinada a composicao isotépica de cada componente da
amostra.

Os gases resultantes da combustdo entram na fonte de ions onde sé&o
submetidos a ionizacdo por elétrons. Apés a formacdo dos ions, 0s mesmos sao
extraidos da camera de ionizagdo e acelerados por voltagem de aceleracao.
Finalmente, os ions de interesse, com relacdo a razdo massa sobre carga (m/z)
iguais a 44, 45 e 46 (exemplo do carbono) sdo separados pela aplicacdo de um
campo magnético, ja que apresentam diferentes massas e geralmente o mesmo
estado de carga tem suas trajetdrias desviadas pelo campo magnético de forma
diferencial, permitindo serem detectados em coletores (ou copos) de Faraday e os
respectivos sinais sdo amplificados e registrados na forma de um sinal. A Figura 2.6

mostra como ocorre o processo de aquisicdo descrito.
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Figura 2.6 Esquema do EMRI acoplado ao cromatdgrafo a gas e interface com forno de combustao
(CG-C-EMRI) (MEIER-AUGENSTEIN, 1999).
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As andlises por CG-C-EMRI apresentam algumas limitacdes: a dificuldade de se
obter padrées de referéncia que atendam a esta técnica, visto que a maioria dos
padrbes sdo certificados por meio da técnica AE-EMRI e o uso de padrbes de
calibracdo com diferentes propriedades quimicas e na faixa de valores isotopicos
dos compostos a serem analisados. Tais efeitos sdao menos pronunciados no
sistema AE-EMRI, o que torna a comparacdo dos resultados obtidos pelas duas
técnicas uma abordagem importante para determinar a precisao, a rastreabilidade e
o desempenho do sistema CG-C-EMRI.

O sistema AE-EMRI tende a ser mais robusto e preciso do que o sistema
GC-C-EMRI devido aos resultados serem rastreaveis ao VPDB via padrdo de
referéncia internacional de um 6leo mineral, o NBS-22 (SCHIMMELMANN, 2014), e
com isso essa técnica pode ser usada para comparar e validar os resultados obtidos
por CG-C-EMRI, tendo os seus valores tidos como os valores de referéncia (SERRA
et al, 2007).

Em geral, os sistemas de CG-C-EMRI séo calibrados por meio do AE-EMRI
utilizando uma referéncia externa, porém é essencial que sejam analisados um
padrao isotopico por CG-C-EMRI para que os resultados possam ser comparaveis
aos atribuidos por AE-EMRI (BROGIO, 2009).

No entanto, para os laboratérios equipados somente com o sistema de CG-C-
EMRI, a falta de um sistema AE-EMRI imp&e algumas restricdes para a exatidao e
rastreabilidade dos resultados isotopicos, que podem ser supridas com o uso de
materiais de referéncia certificados (MRC) adequados (BROGIO, 2009) e com a

aplicacdo de métodos de normalizagao.

2.3 Metrologia Quimica

O acoplamento de cromatdgrafos ao EMRI, com uma interface de combustéo
(CG-C-EMRI) para determinacdo das razdes isotépicas *C/*°C é relativamente
recente e apresenta a vantagem de fornecer valores &C dos diferentes
componentes de misturas complexas. Contudo, ainda depara-se com a dificuldade
de obtencdo de Materiais de Referéncia Certificados (MRC) para a validacdo dos

métodos e calibragédo do sistema.
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O MRC é um material de referéncia, acompanhado por um certificado, com um
ou mais valores de propriedades, e certificados por um procedimento que estabelece
sua rastreabilidade a obtencdo exata da unidade na qual os valores das
propriedades sdo expressos, e cada valor certificado € acompanhado por uma
incerteza para um nivel de confianca estabelecido (VIM, 2012).

A funcéo do material de referéncia certificado € melhorar a ciéncia da medicéo e
constitui uma das principais ferramentas para a garantia da rastreabilidade nas
medicbes quimicas (TAYLOR, 1993; De BIEVRE, 2011).

Alguns Institutos Nacionais de Metrologia (INM) produzem MRC certificados para
os valores de *C/**C, rastre4veis ao sistema Sistema Internacional de Unidades
(SI), como o Institute for Reference Materials and Measurements (IRMM, 2009),
International Atomic Energy Agency — IAEA (IAEA, 1995) e a Universidade de
Indiana, em Bloomington, EUA (SCHIMMELMANN, 2014), porém, ainda assim existe
a caréncia de MRC adequados as andlises por CG-C-EMRI (De BIEVRE, 2006;
VOGL, 2013; De BIEVRE,1993).

Devido a falta de MRC disponiveis para o sistema CG-C-EMRI, a calibracéo
normalmente é realizada através do sistema AE-EMRI utilizando um padrdo externo.
No caso de laboratérios equipados somente com o sistema CG-C-EMRI, faz-se
necessario a calibracdo de padrbes secundarios para cada tipo de determinacao
(PANETTA; JAHREN, 2011).

No Brasil, a preocupacdo com a qualidade das medi¢cdes quimicas vem sendo
crescente em varios setores. Os problemas atuais que envolvem saude, meio
ambiente, desenvolvimento e controle de produtos industriais e de novos materiais
demandam um numero cada vez maior de amostras em niveis de concentracao
cada vez menores, destacando assim, a crescente necessidade de garantia e
controle de qualidade das medi¢cdes quimicas e, com isso, a necessidade de
utilizacédo de materiais de referéncia certificados e da disseminagdo dos conceitos de
metrologia quimica no pais.

Segundo o Vocabulario Internacional de Termos Fundamentais e Gerais da
Metrologia (VIM), “a metrologia, ou ciéncia da medigc&o, abrange todos os aspectos
tedricos e praticos relativos as medicOes, qualguer que seja a incerteza, em
quaisquer campos da ciéncia ou da tecnologia” (VIM, 2012).

O interesse por esta nova area interdisciplinar da Quimica se deve

principalmente as dificuldades associadas ao estudo e a aplicagcdo do conceito de
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rastreabilidade das analises quimicas, a padrdes reconhecidos e aceitos
internacionalmente, conforme determinado por organismos de padronizacéo ligados
a qualidade como a ISO (International Organization for Standardization).

O provimento da rastreabilidade as medi¢cdes quimicas aumenta a confiabilidade
das medicdes realizadas nas diversas analises. O Sistema Internacional de
Unidades (SI) ainda é muito pouco utilizado no dia a dia dos laboratorios, o que
dificulta muitas vezes a rastreabilidade direta das medi¢cées ao mol, que € proposta
através de medicOes quimicas baseadas em meétodos primarios e materiais de
referéncia certificados.

A realizacdo de medicdes confiaveis utilizando-se procedimentos validados é de
extrema importancia, visto que nos ultimos anos, cada vez mais normas nacionais e
internacionais tém sido criadas, e/ou revisadas, com o intuito de assegurar um
sistema de qualidade aplicado a estas medi¢cdes, como por exemplo, a area de
biocombustiveis, onde existe a preocupacdo em relagcdo a substituicdo dos
combustiveis fosseis por matrizes renovaveis, uma vez que a utlizacdo de
biocombustiveis de ma qualidade trara implicac6es diretas para 0 meio ambiente e,
consequentemente, a saude humana.

A EMRI permite assegurar a qualidade dos biocombustiveis através da
determinacdo da razdo isotépica dos mesmos dando consisténcia a cadeia
metrologica fornecendo resultados exatos e precisos associados a baixos valores de
incerteza de medicdo. Em funcdo disso, a metrologia torna-se essencial, visto que
ela abrange todos os aspectos tedricos e praticos relativos as medi¢des (VIM, 2012).

Estas acOes estdo ligadas diretamente ao Instituto Nacional de Metrologia,
Qualidade e Tecnologia (Inmetro) que tem a missdo de prover confianca a
sociedade brasileira nas medicbes e nos produtos, através da metrologia e da
avaliacdo da conformidade, promovendo a harmonizacéo das relagcdes de consumo,
a inovacao e a competitividade do Pais (INMETRO, 2015).



43

CapPiTULO 3

Estudo da influéncia de diferentes métodos de calibracéo e
normalizac&o na exatiddo das medic&es do valor isotépico de carbono (5*3C)

em amostras de etanol combustivel por CG-C-EMRI

3 Introducéao
3.1 Etanol Combustivel

Segundo a International Energy Agency (IEA, 2014), o desafio de alterar as
fontes energéticas que movem a economia mundial, onde o petrdleo e 0 gas natural
representam mais de 50 % da matriz energética, tornou-se uma necessidade global
e a insercdo de biocombustiveis tem contribuido para a diversificacdo na utilizacdo
de fontes renovaveis (KUMAR; SINGH; PRASAD, 2010). O etanol, do ponto de vista
econdbmico e ambiental, dentre todos os biocombustiveis viaveis, € 0 que tem maior
chance de contribuir de forma substancial a matriz energética em diversos paises,
principalmente se produzido a partir da cana-de-acucar.

O verdadeiro diferencial do etanol como combustivel esta no crescimento da
lavoura de cana-de-acglcar, que absorve o gas carbdnico em quantidade suficiente
para deixar todo o ciclo produtivo de etanol com emissdes até 90 % menores que a
gasolina (TRIANA, 2011).

O etanol produzido a partir de véarias fontes, tais como cana-de-acucar,
beterraba, milho, trigo e arroz é denominado bioetanol (BNDES, 2008). O Brasil
produz etanol principalmente a partir de cana-de-acucar (FREITAS; KANEKO,
2011), enquanto que em outros paises, como nos EUA e na Franga, o etanol é
produzido a partir do milho e da beterraba, respectivamente (CHUM et al, 2014).

O bioetanol é utilizado como combustivel em motores de combustdo interna de
duas maneiras: em misturas de gasolina e etanol anidro ou como etanol
parcialmente hidratado. A regulacdo é estabelecida pela Agéncia Nacional do
Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP) e também pelas Leis n°® 9.478/97 e
n® 9.847/99, e é restrita a: especificar a qualidade do etanol combustivel seja aquele
misturado com a gasolina (anidro) ou aquele revendido diretamente nos postos de

abastecimento (hidratado) e regular as atividades de distribuicdo e revenda de
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combustiveis. No Brasil, as especificacbes, que devem ser atendidas pelos
produtores e respeitadas por toda a cadeia de comercializagdo, séo definidas pela
Portaria ANP 309/2001 (ANP, 2001), para a gasolina com etanol anidro, e pela
Resolucdo ANP 36/2005 (ANP, 2005) para o etanol anidro e hidratado,
denominados, respectivamente, Alcool Etilico Anidro Combustivel (AEAC) e Alcool
Etilico Hidratado Combustivel (AEHC), na legislacao brasileira.

A técnica de EMRI tem sido utilizada na certificacdo da origem e também para
detectar a adulteracdo em varios produtos, assim como na certificacdo do bioetanol,
onde através da medicdo dos isotopos estaveis é possivel a identificacdo da sua
origem geografica e também das matérias-primas especificas utilizadas na producao
do mesmo, como demonstrado recentemente para o bioetanol de cana-de-agucar no
Brasil (NEVES et al, 2015).

Através dessa técnica € possivel determinar a razdo isotépica de diferentes
compostos em misturas, porém a validacdo do método continua sendo um desafio,
devido a falta de Materiais de Referéncia Certificados (MRC) compativeis com o
sistema CG-C-EMRI (De BIEVRE, 1993, BRAND et al, 2014). A maioria dos MRC
isotépicos sao produzidos e certificados através do sistema hifenado AE-EMRI e
geralmente sdo compostos ndo volateis, incompativeis com o sistema CG-C-EMRI.

A International Atomic Energy Agency (IAEA, Vienna, Austria) possui uma
variedade de padr&es isotdpicos de 8*3C, no entanto, ndo ha nenhum certificado que
atenda ao sistema CG-C-EMRI. Nesse caso € entdo necessario identificar e calibrar
padrées secundarios para cada analise (PANETTA; JAHREN, 2011) a partir dos
padrdes isotopicos internacionais através do sistema AE-EMRI.

No caso do etanol, o Institute for Reference Materials and Measurements
(IRMM) produz o padrdo de referéncia de etanol de vinho (BCR-656,
5"Cvpps = - 26,91 + 0,07 %0) (IRMM, 2009), na faixa de valor isotépico de etanol
oriundo de plantas C3. O valor isotépico do etanol de cana-de-acgucar é na faixa de
valores isotépicos de plantas C4.

Uma das etapas essenciais nas medi¢cdes dos valores isotdpicos € a calibracédo
do gas de referéncia (CO,, por exemplo, para as medidas isotdpicas de carbono),
que é feita utilizando-se um material de referéncia. Sendo assim é evidente que o
desenvolvimento e producdo de MRC certificados para valores isotopicos de 53c

sdo de extrema importancia para garantir confiabilidade e rastreabilidade as suas
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medicdes, assim como auxiliar no desenvolvimento de novos métodos e novas
aplicacoes (BRAND et al, 2014).

Nesse contexto, se faz necessario o desenvolvimento de MRC de etanol
combustivel de cana-de-acguUcar brasileiro certificado para os valores isotopicos de
carbono (3'3C). A Divisdo de Metrologia Quimica, do Inmetro tem a funcdo de
desenvolver procedimentos de referéncia, produzir e certificar materiais de
referéncia (FIORANTE et al, 2013). Dentre os MRC produzidos pelo Inmetro,
podemos destacar o material de referéncia de Etanol Combustivel (MRC 8648)
certificado para os seguintes parametros: acidez total, pH, condutividade eletrolitica,
massa especifica, sulfato, teor de agua, teor de etanol e sédio, porém ndo para os
valores isotépicos.

O estudo da influéncia de diferentes métodos de calibragdo e normalizacdo na
exatiddo das medidas isotépicas de carbono (3'°C) em amostras de etanol
combustivel por CG-C-EMRI desenvolvido nesse trabalho ser& utilizado nos estudos
futuros de viabilidade para a certificacdo do material de referéncia de
biocombustiveis para valores isotopicos. De acordo com o ABNT ISO GUIA 35, o
estudo de viabilidade € uma das etapas para a certificacdo de um Material de
Referéncia (MR) (INMETRO, 2014).

As etapas mais importantes nas medi¢cfes dos valores isotépicos sdo a
calibracdo do gas de referéncia e a normalizacdo dos resultados de 5**Cypps (IAEA,
1995), onde sdo usados materiais de referéncia rastreaveis a escala internacional,
como o Vienna Peedee Belemnite (VPDB) (COPLEN et al, 2006; COPLEN, 2011).

Para garantir a confiabilidade dos valores isotopicos encontrados foi avaliada a
influéncia de diferentes fatores na exatiddo dos resultados das medidas isotopicas
de 5'3Cypps tais como, o tipo de coluna capilar, o padréo de calibracéo e o método
de normalizagéo.

Quando existem duvidas sobre a faixa de linearidade da calibracdo ou sobre a
estabilidade do sistema de medicdo ao longo do tempo, ha alguns algoritmos
empregados pelos laboratorios de metrologia para normalizar os dados brutos. Tais
métodos de normalizacdo necessitam de materiais de referéncia isotopicos
certificados ou padrées secundarios com valores de 32Cypps conhecidos e
rastreaveis para garantir a precisdo das medicdes isotopicas.

Diferentes métodos de normalizacdo podem ser aplicados, dentre eles: (1)
single-point, utilizando apenas um MR com valor isotdpico conhecido; (2) two-point
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ou bracketing, onde sdo usados dois materiais de referéncia com valores isotdpicos
conhecidos; (3) multiple-point, que € similar ao método de normalizacdo two-point,
porém nesse caso, a regressao linear € baseada em um ndimero maior de materiais
de referéncia (mais de dois) (PAUL; SKRZYPEK; FORIZS, 2007; LI, KE; ZHANG,
LIN; ZHAO GUOXING, 2014; KIPPHARDT et al, 2000).

Além disso, para garantir a confiabilidade e rastreabilidade dos resultados de
5"C obtidos, é necessario o conhecimento das propriedades dos analitos, como por
exemplo, a determinacdo da pureza do material a ser analisado, com sua incerteza
estabelecida, a partir de procedimentos que fornecam rastreabilidade a este valor.

Os padrdes de substancias organicas comercialmente disponiveis normalmente
sdo acompanhados de um certificado com um valor declarado da pureza da
substancia principal. No entanto, esses resultados podem ser considerados apenas
uma estimativa, que normalmente esta baseada na razdo de é&reas obtidas por
técnicas cromatograficas. O uso desses valores de pureza nos calculos necessarios
para determinacdo de um valor de propriedade de um MR nao fornecem
rastreabilidade metrolégica a este valor (DUEWER, 2004).

A pureza de um composto organico geralmente € expressa em termos de fracao
percentual de massa da substancia sob investigacdo na amostra (% m/m) e pode
ser obtida por medicao direta do principal componente ou por determinacao indireta
ISHIKAWA, 2011; YIP; WONG; CHO, 2011; GOROG, 2005).

Os métodos indiretos quantificam as fracbes massicas individuais de cada
impureza da amostra, por exemplo, cromatografia a gas com detector de ionizacédo
de chama (CG-DIC) na qual é possivel determinar as impurezas organicas (KING;
WESTWOOD, 2001). A determinacdo da pureza por CG-DIC tem fundamento na
determinacao da fracdo de massa, tendo em conta os fatores como a capacidade de

resposta dos analitos e as suas impurezas.

3.2 Experimental
3.2.1 Padrbes e Materiais de Referéncia (MR)

O MR de uma mistura de n-alcanos (mistura denominada C3), contendo C17
(53Cvpps = -31,16 * 0,03 %0), C19 (33Cyppg = -33,17 + 0,02 %d), C21
(53Cvpps = -29,10 + 0,03 %o), C23 (33Cyppe = -31,77 = 0,01 %) e C25
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(5"Cvpps = -28,48 + 0,02 %o), 0 de etanol C4 (5™Cypps = - 10,98 + 0,02 %o) e o de
etanol C3 (5"Cyppg = - 27,53 + 0,02 %0) da Universidade de Indiana (Bloomington,
EUA) (SCHIMMELMANN, 2014) foi utilizado na calibracdo do gas de referéncia CO,
e também como amostra controle. O MR de etanol de cana-de-acucar certificado
pelo Inmetro (MRC 8648) foi usado como padrdo secundario. Os padrdes foram
diluidos em tolueno (grau HPLC, Tedia, Brasil).

Na calibracdo do sistema AE-EMRI foi utilizado o padrdo de referéncia
internacional NBS-22, 5Cyppg = - 30,031 + 0,043 %o (IAEA, Viena, Austria, 2009).

3.2.2 Amostras

Foram analisadas sete amostras de diferentes matérias-primas (cana-de-
acucar, trigo, beterraba e uva) e de diferentes regifes, sendo quatro do Brasil e trés
da Franca. As amostras de etanol combustivel de cana-de-aclcar foram cedidas
pelo CTC (Centro de Tecnologia Canavieira) e as amostras provenientes da Europa
foram cedidas pelo Union Nationale des Groupements de Distillateurs D’Alcool da
Franca.

As amostras foram acondicionadas em frasco ambar e analisadas sem
tratamento prévio. Suas caracteristicas (matéria-prima e origem) estdo descritas na
Tabela 3.1.

Tabela 3.1 Amostras de etanol combustivel e suas respectivas matérias-primas e regioes.

Amostra Matéria-Prima Origem (Estado ou Pais)
SC 13 Cana-de-Agucar S&o Paulo - Brasil
SC 16 Cana-de-Agucar Mato Grosso do Sul - Brasil
SC 18 Cana-de-Agucar S&o Paulo - Brasil
SC19 Cana-de-Acucar Pernambuco - Brasil
Trigo Trigo Malakoff - Franca
Beterraba Beterraba Malakoff - Franca

Uva Uva Malakoff - Franca
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3.2.3 Equipamentos

A determinacdo da razao isotdpica das amostras de etanol combustivel foi
realizada em espectrobmetro de massas de razao isotépica - Delta V Advantage —
Interface com forno de combustdo (para 5**C e 5'°N) e forno de Conversdo Térmica
(para 80 e de H/D) — acoplado ao cromatégrafo & gas Trace GC Ultra com
amostrador automético AS 3000 (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Alemanha).

Nas analises por AE-EMRI utilizou-se o analisador elementar Flash EA™1112
acoplado a espectrobmetro de massas de razao isotépica DeltaPlus XL com interface
ConFlo Il (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Alemanha), do Laboratorio de Is6topos
Estaveis do Cenpes/Petrobras.

Na determinacdo da pureza por CG-DIC utilizou-se cromatégrafo a gas com
detector de ionizacdo de chama (DIC) modelo GC-2010 (Shimadzu, Téquio, Japao).
As anadlises foram realizadas pelo Laboratério de Andlise Organica (Labor) do

Inmetro.

3.2.4 Calibracao do gas de referéncia (COy)

O gés de referéncia CO; no sistema CG-C-EMRI foi calibrado usando um MR de
uma mistura de n-alcanos (mistura C3) da Universidade de Indiana (Bloomington,
EUA) (SCHIMMELMANN, 2014) com valores isotépicos conhecidos. Foram feitas 10
injecées do padréo e o pico correspondente ao C:17 (3Cypps = - 31,16 + 0,03 %o)
foi considerado como referéncia para todas as analises. O mesmo procedimento foi
realizado para a calibracéo feita com o padrdo de etanol C4 (3**Cypps = -10,98 +
0,02 %o).

3.3 Métodos
3.3.1 Determinacao da pureza por CG-DIC

A pureza organica das amostras de etanol combustivel foi determinada por CG-
DIC wusando duas colunas capilares de diferentes polaridades: FFAP -
polietilenoglicol (50 m x 0,53 mm x 1 ym) e HP-5 — 5 % fenil metil siloxano, 50 %
dimetilolisiloxano (30 m x 0,32 mm x 0,25 ym), ambas da marca Agilent Techologies

(Califérnia, EUA), de acordo com documento do National Institute of Standards and



49

Technology (NIST) (DUEWER, 2004) e nas seguintes condi¢cdes cromatograficas:
volume de injecdo de 1,0 uL no modo splitless (sem divisdo de fluxo); temperatura
do injetor de 200 °C e detector de 220 °C. O método de andlise foi programado com
fluxo da coluna capilar utilizando hélio como gas de arraste em uma vazdo de
2 mL/min e programacao do forno: 85 °C (30 °C/min) até 130 °C por 8 min.

Os resultados do teor de etanol das amostras do estudo foram expressos em
g/100g e suas respectivas incertezas. A incerteza expandida para o valor de pureza,
com fator de abrangéncia k = 2 (aproximadamente 95 % de confianca) foi calculada
pela combinacdo da incerteza de caracterizacdo cromatogréafica, conforme ABNT
ISO Guia 35 e JCGW (ISO GUIDE, 2006; JCGM, 2008).

3.3.2 Metodologia analitica para calibracdo do gas de referéncia (CO,)

As amostras de etanol combustivel foram analisadas com a mesma calibracéo
do CO,, realizada com o alcano C17, utilizando duas colunas capilares de diferentes
polaridades: DB-5 — 5 % fenil metil siloxano, 50 % dimetilolisiloxano (30 m x 0,25 mm
x 0,25 uym), marca J&W Scientific (Califérnia, EUA), com baixa polaridade e CP-WAX
— polietilenoglicol (30 m x 0,25 mm x 0,25 um), marca Varian Inc (Walnut, CA, EUA),
com alta polaridade (Caso 1).

No Caso 2, as amostras de etanol combustivel foram analisadas utilizando a
mesma coluna capilar (CP-WAX), porém com calibracdes distintas (n-alcano C17 e
etanol C4). Em todos os casos, os métodos de andlise foram programados com fluxo
da coluna capilar ajustado para 1 mL/min utilizando hélio como géas de arraste.

As condi¢des cromatograficas para cada calibracdo estao apresentadas abaixo:

Caso 1:
v' Analise da mistura de n-alcanos utilizando a coluna capilar DB-5

A mistura de n-alcanos (1 uL da solucéo na concentracdo de 15 ng/uL em
tolueno) foi injetada no modo splitless, temperatura do injetor de 250 °C;
programacao do forno: 150 °C por 5,0 min até 280 °C, sendo o tempo total de

analise de 26 minutos.
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v' Anédlise da mistura de n-alcanos utilizando a coluna capilar CP-WAX

A mistura de n-alcanos (1 uL) foi injetada no modo splitless, temperatura do
injetor de 250 °C; programac¢do do forno: 150 °C até 235 °C (5 °C/min) sendo o

tempo total de analise de 17 minutos.

Caso 2:
v' Analise do etanol C4 utilizando a coluna capilar CP-WAX

O material certificado de etanol C4 (1pL) foi injetado no modo com divisdo de
fluxo — split mode — (1:300), temperatura do injetor de 200 °C; programacdo do

forno: 50 °C até 120 °C (10 °C/min), sendo o tempo total de andlise de 7 minutos.

3.3.2.1 Parametros do Espectrometro de Massas de Razéo Isotépica (EMRI)

Alto vacuo: 10° mBar; massa/carga para os fons dos isétopos de carbono
monitorados: m/z 44, m/z 45, m/z 46 e voltagem de ionizagao 124eV. A temperatura
do forno de combustédo em 1030 °C.

Para o padrao de mistura de n-alcanos: No inicio de cada corrida, o sistema foi
submetido a trés pulsos do gas de referéncia CO, por aproximadamente 30 s.
Tempo de backflush: 400 s e o tempo total de anélise: 1600 s.

Para o padrdo de etanol combustivel: trés pulsos do gas de referéncia CO;
foram submetidos no sistema por aproximadamente 20 s. Tempo de backflush: 180
s e tempo total de andlise: 450 s. A temperatura do forno de oxidacao foi de 1030 °C

em ambos 0s métodos.

3.3.3 Calibragéo do sistema AE-EMRI

Para calibragdo do gas de referéncia CO, utilizou-se o padrédo de referéncia
internacional NBS-22, 8"Cypps = - 30,031 + 0,043 %o (IAEA, Viena, Austria), nas
seguintes condi¢cfes: temperaturas de 900 °C e 680 °C do reator de oxidacdo e

reducao, respectivamente. A temperatura do forno foi mantida a 45 °C.
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3.3.4 Analise do etanol combustivel por CG-C-EMRI

Para ambas as colunas capilares utilizadas (DB-5 e CP-WAX), as condi¢cdes
cromatograficas foram as seguintes: volume de injecdo de 1,0 yL no modo com
divisdo de fluxo (1:300); temperatura do injetor de 200 °C. O método de analise foi
programado com fluxo da coluna ajustado para 1,0 mL/min utilizando hélio como gés
de arraste; programacao do forno: 90 °C até 120 °C (rampa de 10 °C/min) sendo o
tempo total de anélise de 3,5 minutos. As amostras ndo sofreram tratamento prévio

e foram injetadas seis replicatas.

3.3.5 Andlise do etanol combustivel por AE-EMRI

Foi pesado 1 mL de cada amostra de etanol combustivel com cerca de 3,5 mg
de polimero poroso Chromosorb® em capsulas de estanho e colocados no

amostrador automatico.

3.3.6 Métodos de Normalizacédo

Para todos os valores isotdpicos de 5**Cypps Obtidos através do método analitico
com a coluna capilar CP-WAX e os padrdes de calibracdo etanol C3 e etanol C4
foram aplicados os seguintes métodos de normalizacao: curva de calibracdo, single-
point e bracketing. O MR de etanol combustivel produzido pelo Inmetro foi usado

como padréo secundario.

3.3.6.1 Curvade Calibracéao

A curva de calibragdo foi construida com os resultados obtidos de 3**Cyppg dos
materiais de referéncia e os resultados brutos de 5**Cypps de cada amostra. Os
coeficientes angular e linear foram entdo determinados através da regressao linear.
Com os valores dos coeficientes, os valores de 8"Cypps Nnormalizados para cada
amostra foi obtido através da equacéo da reta: y = a + bx, onde y é o valor *Cypps
normalizado, x é o valor bruto de Cyppg medido da amostra; a e b sdo os
coeficientes angular e linear, respectivamente (LI, KE; ZHANG, LIN; ZHAO
GUOXING, 2014).
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Em cada dia de andlise, trés materiais de referéncia foram injetados na mesma
sequéncia das amostras: etanol de planta C4, etanol de planta C3 e o MRC de
etanol combustivel do Inmetro. O valor de 82Cypps para 0 MRC de etanol
combustivel do Inmetro foi determinado por AE-EMRI (rastreavel ao VPDB através

do padrao de referéncia internacional NBS-22).

3.3.6.2 Single Point

O método single point é usado para normalizar os valores isotépicos brutos de
5"C utilizando apenas um MR. Nesse caso, o valor isotépico normalizado da

amostra (x ) é dado pela equagédo 3.1, onde Y, . € Yurc S&0 Os valores brutos

amostra

isotopicos obtidos da amostra e do MR, respectivamente (KIPPHARDT et al, 2000).

— Mﬂ
Xamostra - x MRC

Ymre
Equacédo 3.1

O etanol de planta C4 foi utilizado como MR (8**Cypps = -10,98 + 0,02 %o) para
as amostras de etanol de cana-de-actcar. Para normalizacdo dos valores de 5°C
das amostras de etanol de plantas C3 (uva, beterraba e trigo), o material de
referéncia de etanol de planta C3 foi utilizado (5**Cypps = -27,53 + 0,02 %0) como
referéncia. Ambos os materiais de referéncia foram injetados na mesma sequéncia

(corrida) das amostras.

3.3.6.3 Bracketing (two points)

O método de normalizacdo bracketing ou two points requer dois materiais de
referéncia com valores isotépicos na faixa acima e abaixo do valor isotdpico
estimado para a amostra. Os resultados obtidos dos materiais de referéncia sao

usados na interpolagéo linear, conforme a equagéo 3.2:

X=X
Xamostra: (yamostra_ yl) + Xl
Yo=Y

Equacéao 3.2
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Onde y ¢ o valor bruto de 5°C, x,e x, sdo os valores obtidos na medigéo dos

materiais de referéncia e y, e y,é o valor isotopico bruto da amostra e x éo

amostra

valor isotépico normalizado para a amostra (CUADROS-RODRIGUEZ et al, 2007).
Foram utilizados os materiais de referéncia de etanol de planta C4

(5"3Cvpps = -10,98 + 0,02 %o) e 0 etanol de planta C3 (5**Cypps = - 27,53 * 0,02 %o).

3.4 Andlise Estatistica

Os valores de 5Cyppg obtidos por CG-C-EMRI de todas as replicatas foram
submetidos ao teste de Shapiro-Wilk para verificar o tipo de distribuicdo. Os
resultados de & Cypps Obtidos nas diferentes colunas capilares e diferentes
calibragbes foram comparados usando o teste F para comparacao das variancias e
o teste t para comparacao das médias.

Os dados normalizados utilizando cada método de normalizacdo (curva de
calibracao, single point e bracketing) foram comparados atraves do teste F e teste t
com os valores de referéncia obtidos por AE-EMRI. Todas as andlises estatisticas

foram realizadas utilizando o software STATISTICA®7.0.

3.5 Resultados e Discussao

3.5.1 Otimizacdo das condi¢cdes cromatograficas para a calibracdo do géas de

referéncia (COy)

A boa resolucdo do método cromatografico € um fator de extrema importancia
nas analises por CG-C-EMRI, pois a presenca de picos co-eluidos afeta a exatidao e
a precisdo das medicdes dos valores isotdpicos (VETTER; GAUL; MELCHER,
2007). Dentre os fatores de influéncia, foi avaliada a resolugdo cromatogréfica dos
diferentes métodos.

Foram testadas duas colunas capilares de diferentes polaridades para o etanol.
A coluna capilar CP-WAX apresenta boa seletividade para compostos polares, mas
apresenta maior perda da fase estacionaria (sangramento), o que pode interferir na
medicdo dos valores isotopicos. A coluna capilar DB-5 apresenta baixa seletividade

para compostos polares, como o etanol, porém foi usada por ser uma coluna padrao
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usada na instalagdo do sistema CG-C-EMRI por suportar temperaturas elevadas
sem comprometer a sua fase estacionaria.

O etanol € uma molécula volatil e mais suscetivel ao fracionamento isotopico do
gue os alcanos usados na calibragdo do CO,. Tais alcanos eluem da coluna capilar
em diferentes tempos de retencdo, o que torna do ponto de vista analitico, a
calibracdo e a determinacdo de 3'3C das amostras processos distintos.

A Figura 3.1 mostra a sistemética usada para demonstrar os métodos analiticos
na determinacdo do 3'3C das amostras de etanol combustivel exemplificando as
diferentes situacoes, utilizando diferentes colunas capilares e diferentes padroes

para calibracéo.

Calibragao do gas de referéncia
(CO,) com padrao de alcanos

/\ Calibragao do gas de referéncia (CO,) com
material de referéncia de alcanos
| Coluna DB-5 | I Coluna CP-WAX |<

Calibracdo do gas de referéncia (CO,) com
material de referéncia de etanol

l + Curvade Calibragao

Métodos de Normalizagéo + Single Point

+ Bracketing

l

Comparacgao dos resultados de
6'3C \ppg NOrmalizados com os
resultados obtidos por AE-EMRI

Figura 3.1 Esquema da avaliagéo da influéncia da coluna cromatografica, do padréo de calibragao
e dos métodos de normalizagdo nas medidas isotopicas de 613CVPDB para o etanol combustivel.

Para a andlise estatistica entre todas as medidas isotdpicas de 5*Cypps, 0S
experimentos foram divididos em dois casos: no caso 1, diferentes colunas capilares
(DB-5 e CP-WAX) e 0 mesmo padréo de calibragcdo (mistura de n-alcanos) foram
empregados para avaliar a influéncia da coluna cromatogréfica na determinacao
5"C, mantendo-se constante a calibracéo realizada com o padrdo de n-alcanos.

No caso 2, as amostras foram analisadas com a mesma coluna capilar

(CP-WAX), porém usando diferentes valores de calibracdo de CO,, sendo uma
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calibracao realizada com padrdo de mistura de n-alcanos e a outra realizada com
padrdo de etanol para verificar a influéncia dos mesmos nas medic¢des isotopicas.

A normalidade dos dados foi verificada por meio do teste de normalidade de
Shapiro-Wilk. Os resultados do teste para o caso 1: diferentes colunas capilares
(DB-5 e CP-WAX) e a mistura de n-alcanos como padrédo de calibracdo séo

apresentados nas Tabelas 3.2 e 3.3; respectivamente.

Tabela 3.2 Resultados do teste de Shapiro-Wilk para o caso 1: coluna capilar DB-5 e a mistura de n-
alcanos como o padrao de calibracao.

Amostras SC 13 SC16 SC 18 SC 19 Beterraba  Trigo Uva
Média -8,94 -11,02 -11,01 -10,64 -25,36 -25,50  -24,62
Desvio Padréo 0,03 0,01 0,03 0,03 0,04 0,06 0,06
DPR (%) 0,39 0,13 0,28 0,30 0,15 0,22 0,23
Shapiro-Wilk 0,97 0,89 0,97 0,90 0,93 0,89 0,90
p-value 0,89 0,40 0,89 0,43 0,64 0,37 0,42

Tabela 3.3 Resultados do teste de Shapiro-Wilk para o caso 1: coluna capilar CP-WAX e a mistura de
n-alcanos como o padrao de calibracao.

SC 13 SC 16 SC 18 SC 19 Beterraba  Trigo Uva

Média -8,79 -11,35 -11,42 -11,03 -24,86 -25,29  -24,37
Desvio Padréao 0,15 0,06 0,10 0,13 0,09 0,15 0,07
DPR (%) 1,75 0,51 0,90 1,18 0,35 0,60 0,30
Shapiro-Wilk 0,86 0,99 0,98 0,92 0,89 0,84 0,98
p-value 0,24 0,99 0,95 0,53 0,37 0,18 0,96

Nas Tabelas 3.4 e 3.5 sdo apresentados os resultados do teste de Shapiro-Wilk
para 0 caso 2: mesma coluna capilar (CP-WAX) e diferentes padrdes de calibracao

(mistura de n-alcanos e padréo de etanol).

Tabela 3.4 Resultados do teste de Shapiro-Wilk para o caso 2: coluna capilar CP-WAX e a mistura de
n-alcanos como o padrao de calibracao.

SC 13 SC 16 SC 18 SC 19 Beterraba  Trigo Uva

Média -12,15 -14,03 -13,91 -13,71 -27,95 -28,70  -27,40
Desvio Padréo 0,22 0,06 0,07 0,13 0,30 0,18 0,15
DPR (%) 1,83 0,43 0,50 0,95 1,08 0,65 0,56
Shapiro-Wilk 0,86 0,90 0,93 0,92 0,84 0,94 0,94

p-value 0,24 0,41 0,60 0,52 0,18 0,70 0,67
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Tabela 3.5 Resultados do teste de Shapiro-Wilk para o caso 2: coluna capilar CP-WAX e padrdo de
etanol como o padrdo de calibracéo.

SC 13 SC 16 SC 18 SC 19 Beterraba Trigo Uva
Média -9,59 -12,13 -12,14 -11,93 -25,80 -26,28 -24,68
Desvio Padréo 0,15 0,10 0,41 0,22 0,21 0,18 0,47
DPR (%) 1,52 0,78 3,35 1,84 0,81 0,69 1,90
Shapiro-Wilk 0,89 0,84 0,98 0,94 0,96 0,78 0,83
p-value 0,38 0,18 0,95 0,68 0,81 0,05 0,13

De acordo com o teste de normalidade de Shapiro-Wilk e com os valores de p-

value (p > 0,05), os resultados de 5"*C apresentam uma distribuicdo normal para

ambos os casos 1 e 2. Para as analises de variancia e comparacdao dos métodos

(caso 1 e caso 2) foram aplicados os testes F e t de Student, respectivamente. No

teste F foram avaliadas as variancias, onde se Fcaculado > Fariico @S variancias sao

consideradas diferentes e se Fcaculado < Feritico @S variancias sao consideradas

equivalentes. Nas Tabelas 3.6 estdo apresentados os resultados do teste F para

ambos 0s casos e na Tabela 3.7 sdo apresentados os resultados do teste t.

Tabela 3.6 Resultados do teste F para analise de variancia para cada amostra, nos casos 1 e 2.

Caso 1 Caso 2
Amostra

Fcaiculado Feritico Fcaiculado Feritico
SC13 19,6880 6,3882 6,8341 6,3882
SC 16 17,1965 6,3882 6,8825 6,3882
SC18 10,8997 6,3882 1,3504 6,3882
SC19 16,3371 6,3882 3,1041 6,3882
Beterraba 4,9810 6,3882 1,1111 6,3882
Trigo 7,4844 6,3882 1,2913 6,3882
Uva 1,7575 6,3882 5,1367 6,3882

Tabela 3.7 Resultados do teste t de Student para comparacao das médias dos valores

de 6130VPDB para cada amostra, no caso 1 e no caso 2.

Caso 1 Caso 2
Amostra

tealculado Leritico tealculado Tcn’tico
SC 13 -2,121 2,306 -23,615 2,570
SC 16 12,216 2,306 -42,061 2,365
SC 18 8,483 2,306 -10,524 2,306
SC 19 6,541 2,306 -15,561 2,447
Beterraba -19,501 2,447 -6,362 2,365
Trigo -2,998 2,306 -7,381 2,306
Uva -6,123 2,365 -17,496 2,447
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No caso 1, os resultados do teste t demonstraram que existe diferenca
significativa entre a média dos resultados de 3'C obtidos nas duas colunas
capilares para todas as amostras, exceto para a amostra SC13 em que
[tcarculado|< [teritico| (Tabela 3.7). Para as demais amostras, existe diferenca significativa
nos resultados de 5'3C usando colunas capilares de diferentes polaridades e mesma
calibragéo de CO..

A seletividade da coluna capilar esta diretamente relacionada a resolucédo dos
picos a qual influencia nos valores verdadeiros de 5°C, ja que a co-eluicdo de
contaminantes mesmo em baixos niveis de concentracdo podera afetar os valores
isotépicos. As diferentes interacbes com a fase estacionaria da coluna pode causar
fracionamento isotopico e em virtude disso, a boa resolugcdo dos picos
cromatograficos é um fator importante nas analises por CG-C-EMRI.

A identificacdo de fontes das possiveis variagdes no valor isotdpico deve ser
investigada a ponto de garantir que tais variacbes sao provenientes do processo de
medicdo e ndo da propria amostra a fim de se obter resultados precisos, rastreaveis
e confiaveis.

Espera-se que os resultados obtidos com a coluna capilar CP-WAX sejam mais
precisos quando comparados com os resultados obtidos com a coluna capilar DB-5,
pois sua fase estacionaria é adequada para os compostos polares o que de fato é
demonstrado pela analise estatistica em que os resultados obtidos pelos dois
métodos ndo sdo estatisticamente equivalentes.

Da mesma forma, os resultados do teste t para o caso 2 indicam que ha
diferenca entre as médias dos resultados de 3**C obtidos com ambos os métodos de
calibracdo do CO; (|tcaculado| > |teritico| para todas as amostras, conforme apresentado
na Tabela 3.7. Logo, pode-se afirmar que os resultados obtidos usando padrbes de
referéncia distintos para calibragdo do CO, também ndo sdo estatisticamente
equivalentes e que tém influéncia na exatiddo dos resultados dos valores isotépicos.
Isso ja era esperado pelo fato dos métodos de andlise para cada padrao apresentar
diferentes condi¢cdes cromatograficas, como na divisdo do fluxo e nas temperaturas
de injecao.

Portanto, isso demonstra que para ter o método analitico ideal para uma
medicdo é necessario empregar analitos e materiais isotopicos de referéncia

semelhantes para referenciar a respectiva escala internacional.
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O método utilizando a coluna capilar CP-WAX e a calibragdo do CO, com o
padréo de etanol foi usado para determinar o valor 5**Cyppg de todas as amostras. O
gue demonstra que a utilizacdo de coluna cromatografica e material de referéncia
para calibracdo adequados é de extrema importancia nas medicdes isotopicas.

O material de referéncia usado na calibracdo do CO, deve atender a alguns
critérios a fim de obter uma medicdo exata e precisa, tais como: pureza elevada,
faixa dos valores isotopicos certificados no intervalo correspondente aos analitos de
interesse e semelhanca quimica com o material a ser analisado.

A Figura 3.2 mostra o cromatograma de uma amostra de etanol combustivel
obtido por CG-C-EMRI usando a coluna capilar CP-WAX.
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3000 1
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T,
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1500 -

Intensidade {mV)

1000 4

5004
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Figura 3.2 Cromatograma de uma amostra de etanol combustivel obtido
por CG-C-EMRYI, utilizando a coluna capilar CP-WAX.

3.5.2 Comparacao dos resultados AE-EMRI e CG-C-EMRI para determinacao

de 8*3Cyppg Nas amostras de etanol combustivel

O AE-EMRI é uma técnica que fornece o valor do carbono organico total da
amostra, ou seja, ndo ha determinacdo da assinatura isotOpica de compostos
especificos, a menos que tenhamos uma amostra pura.

A pureza de cada amostra de etanol combustivel foi determinada por CG-DIC. A
Tabela 3.8 apresenta os resultados dos valores de pureza de cada amostra

expresso em g/100g e suas respectivas incertezas.
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Tabela 3.8 Resultados da pureza de cada amostra de etanol combustivel analisadas
por CG-DIC e suas respectivas incertezas.

Amostras Fracdo massica de etanol * Incerteza Expandida (g/100g)
SC 13 99,9538 + 0,0032
SC 16 99,9625 + 0,0013
SC 18 99,9885 + 0,0006
SC 19 99,9433 + 0,0014
Trigo 99,9220 + 0,0029
Beterraba 99,9992 + 0,0012
Uva 99,6595 + 0,0111
MRC 8648 (Inmetro) 99,9181+ 0,0044

Todas as amostras apresentaram valores de pureza acima de 99,9 %, exceto
para a amostra de uva, que apresentou o valor de (99,6595 + 0,0111) g/100g. No
entanto, esse nivel de impurezas néo € suficiente para afetar os valores isotopicos.
O Material de Referéncia Certificado (MRC 8648) de Etanol Combustivel produzido
pelo Inmetro teve o valor certificado para pureza de (99,9181 = 0,0044) g/100g
(INMETRO, 2012).

Para verificar a exatiddo do sistema AE-EMRI foram utilizados materiais de
referéncia de etanol (C3 e C4) na calibracdo do CO, e nos métodos de
normalizagdo, tanto no CG-C-EMRI quanto no AE-EMRI. Os resultados estédo
apresentados na Tabela 3.9 assim como o valor de 3*Cyppg = 12,16 + 0,07 %o
determinado para o MRC de etanol combustivel do Inmetro, usado como padrao

secundario.

Tabela 3.9 Valores de 613CVPDB (%0) para os materiais de referéncia por AE-EMRI.

Material (M'ggi':iﬂglp)a Valor Certificado
MR Indiana — Etanol C4 -10,85 + 0,09 -10,98 £ 0,02
MR Indiana — Etanol C3 -27,30 £ 0,10 -27,53 £ 0,02
MRC Inmetro” -12,16 + 0,07

®n = 3 replicatas;
® Usado como padrao secundario, ndo tem valor certificado para 5"Cypps.

Como no sistema AE-EMRI o valor isotopico da amostra é determinado na sua

totalidade, a possibilidade de ocorrer fracionamento isotépico é maior do que no

sistema CG-C-EMRI. Em virtude disso € considerado robusto e preciso, sendo
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possivel a comparacéo e validacdo dos resultados de &"*Cyppg Obtidos por CG-C-
EMRI com os resultados de 8"Cyppg Obtidos por EA-EMRI, tidos como valores de
referéncia.

Os resultados de 8'Cyppg oObtidos por CG-C-EMRI e AE-EMRI sdo
apresentados na Tabela 3.10 e foram comparados estatisticamente.

Tabela 3.10 Valores de 613CVPDB das amostras de etanol combustivel obtidos por AE-EMRI.

Amostras AE-EMRI CG-C-EMRI
(Média + DP)* (Média + DP)°
SC 13 -10,37 £ 0,04 -9,59+0,14
SC 16 -12,76 £ 0,02 -12,13 £ 0,09
SC 18 -12,74 + 0,03 -12,14 £ 0,40
SC 19 -12,45 + 0,04 -11,93 £ 0,22
Beterraba -27,29 + 0,08 -25,80 + 0,21
Trigo -27,54 + 0,08 -26,29 £ 0,18
Uva -26,45 + 0,03 -24,68 £ 0,47

°n =3, °n = 6 replicatas.

Os resultados de &2Cyppg obtidos por CG-C-EMRI e AE-EMRI foram
submetidos ao teste F e ao teste t. Na Tabela 3.11 sédo apresentados os resultados
do teste F para analise das variancias. Os resultados do teste t sdo apresentados na
Tabela 3.12.

Tabela 3.11 Resultados do teste F para analise de variancia.

Amostras Fealculado Feritico
SC 13 11,2146 19,2964
SC 16 40,1521 19,2964
SC 18 194,6053 19,2964
SC 19 27,6501 19,2468
Beterraba 6,7957 19,2964
Trigo 5,0403 19,2964

Uva 224,3001 19,2964
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Tabela 3.12 Resultados do teste t para comparacdo dos valores das médias dos 5"Cypos
obtidos por AE-EMRI e CG-C-EMRI para as amostras de etanol combustivel.

Amostras tealculado Leritico
SC 13 8,8278 2,3646
SC 16 15,8257 2,5706
SC 18 3,6113 2,5706
SC 19 5,1090 2,7764
Beterraba 11,6134 2,3646
Trigo 11,2322 2,3646
Uva 9,2196 2,5706

Os resultados do teste t para todas as amostras indicam que existe uma
diferenca significativa entre as médias dos resultados (|tcacuiado|™|teritico]) USando
ambas as técnicas de EMRI. Essa diferenca pode ser atribuida a possibilidade de
fracionamento isotopico no sistema CG-C-EMRI, pois podem ocorrer perdas no
percurso do analito até o analisador de massas e também devido as possiveis
interacbes do mesmo com a fase estacionaria da coluna capilar, o que pode
acarretar dispersdes mais elevadas e variacbes aleatérias para as medicdes
isotopicas de d™C.

Os resultados brutos obtidos por CG-C-EMRI foram, portanto, submetidos aos
métodos de normalizagdo (curva de calibragdo, single-point e bracketing),
empregando medi¢des diarias dos materiais de referéncia isotopicos. Os respectivos
valores de 3'Cypps obtidos por AE-EMRI (bracketing), CG-C-EMRI (curva de
calibracdo), CG-C-EMRI (single point) e CG-C-EMRI (bracketing) estéo

apresentados na Tabela 3.13.
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Tabela 3.13 Resultados de 8"*Cyppg (%o0) das amostras de etanol combustivel obtidos por AE-EMRI
(bracketing), CG-C-EMRI (curva de calibracéo), CG-C-EMRI (single point) e CG-C-EMRI (bracketing).

CG-C-EMRI (Média + DP)°

AE-EMRI
Amostras Bracketing Curva de Calibracéo Single Point Bracketing
(Média + DP)*

SC 13 -10,50 + 0,04 -10,15 + 0,15 -10,28 + 0,15 -10,31 + 0,14
SC 16 -12,90 + 0,01 -12,42 + 0,10 -12,32 + 0,09 -12,39 £ 0,10
SC 18 -12,88 + 0,03 -12,77 £ 0,42 -13,01 £ 0,43 -12,91 + 0,41
SC 19 -12,59 + 0,04 -12,55 + 0,26 -12,79 £ 0,23 -12,69 + 0,22
Beterraba -27,48 + 0,08 -27,61 £ 0,28 -27,62 £ 0,25 -27,63 + 0,27
Trigo -27,73 £ 0,08 -27,91 £ 0,18 -27,89 £ 0,16 -27,92 + 0,18
Uva -26,64 + 0,03 -25,76 + 0,50 -25,94 + 0,45 -25,81 £ 0,49

°n = 3, °n = 6 replicatas.

Os resultados de 5**Cyppg obtidos para cada método de normalizacdo foram
comparados aos resultados obtidos por AE-EMRI normalizados através do método
bracketing.

Inicialmente, foi realizada uma analise de variancia de um fator em blocos
(amostras) para avaliar a existéncia de diferenca estatistica entre o valor de
referéncia e os valores normalizados por cada método (curva de calibracdo, single
point e bracketing) do valor isotépico de carbono 5**Cypps. O modelo linear para este

tipo de delineamento é de acordo com a equacéo 3.3:

Yij = U+T, +,8j +&
Equacéo 3.3

Onde, x = meédia geral; Y;;= valor medido no i-esimo nivel de medicéo e no j-ésimo
bloco; r; = efeito do i-€simo nivel do tratamento; g, = efeito do j-€simo bloco; e &;
= erro de medicao.

Assim como no modelo ANOVA de um fator, no caso do delineamento em
blocos, foram feitas algumas suposi¢cdes para a estimacdo dos parametros e
conducdo dos testes de hipotese. Foram assumidas independéncia,
homocedasticidade e normalidade dos erros de medicdo, bem como a

independéncia entre niveis dos fatores e o0s blocos.
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O objetivo da andlise do modelo foi avaliar as possiveis diferencas entre os
métodos de normalizacdo aplicados aos resultados brutos. Na Tabela 3.14 tem-se o

resultado do ANOVA para o modelo.

Tabela 3.14 ANOVA de um fator com blocos.

Fator de Graus de Somade Quadrados  Estatistica  p-valor
Variabilidade Liberdade Quadrados Médios F
Método 3 0,03 0,01 0,29 0,83
Bloco 6 1579,06 263,18 6657,05 <0,01
Erro 18 0,71 0,04
Total 27 1579,81

Analisando os resultados do ANOVA, o p-valores associado aos testes F da
andlise de variancia demonstra que ndo ha diferenca estatistica entre os métodos
analisados, enquanto que héa diferenca entre os blocos, o que era esperado.

Apesar de comum neste tipo de delineamento por blocos (KUTNER,1996),
pouca informacdo pode levar a conclusdes errbneas quanto a existéncia de
diferenga estatistica entre os tratamentos. Além disso, um menor nimero de dados
dificulta a avaliacdo quanto a adequabilidade das suposicbes paramétricas
assumidas para a conducao dos testes de hipoteses.

Por isso, o teste de Friedman foi aplicado (Tabela 3.15) com o mesmo
objetivo do teste aplicado anteriormente, ou seja, avaliar a existéncia de diferenca
entre os métodos de medicdo no contexto do delineamento em blocos e de medidas
repetidas. O teste de Friedman [(FRIEDMAN, 1937)] é uma alternativa néo-
paramétrica do teste anterior e avalia se trés ou mais grupos dependentes foram
extraidos de uma mesma populacédo, sem supor a distribuicdo normal aos residuos.
Sua estatistica de teste é dada pela razado entre somas de quadrados de ranks e,
guando o numero de blocos (n) for maior do que 15 e/ou 0 nimero de tratamentos
(k) for maior do que quatro, possui distribuicdo aproximadamente igual & de Qui-

guadrado com k-1 graus de liberdade.

Tabela 3.15 Resultados do Teste de Friedman.

Graus de Liberdade Estatisticado Teste  Valor Critico p-valor

3 2,49 7,80 0,48
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Conforme observado na Tabela 3.15, o resultado da estatistica do teste de
Friedman 2,49 em face ao valor critico (7,80) ou ainda a analise do p-valor
associado (0,48) leva a nao rejeicdo da hipétese de homogeneidade entre 0s
métodos AE-EMRI (bracketing), CG-C-EMRI (curva de calibracdo), CG-C-EMRI
(single point) e CG-C-EMRI (bracketing). Com isso, pode-se concluir que o0s
resultados dos valores isotOpicos sdo estatisticamente equivalentes.

Esses resultados indicam que, independentemente do método de normalizacao,
os valores isotopicos apds a normalizacdo tornaram-se mais exatos do que 0s
resultados brutos obtidos por CG-C-EMRI. No entanto, para os trés métodos de
normalizagdo aplicados, o procedimento ideal seria a utilizagdo de materiais de
referéncia com valores de 8°C na faixa dos is6topos de interesse. Contudo ha
dificuldade de se obter materiais de referéncia compativeis com as analises de CG-
C-EMRYI, tornando o procedimento dificultoso.

A Figura 3.3 mostra a correlagdo dos valores de 3'°Cypps das amostras de
etanol combustivel obtidos por AE-EMRI e dos valores de 5**Cyppg das amostras de
etanol combustivel obtidos por CG-C-EMRI usando o bracketing como o método de

normalizacgé&o.

5" Cyppg (%o) das amostras de etanol combustivel por CG-C-EMRI (bracketing)

i}
v
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Figura 3.3 Correlagao dos resultados de 6130VPDB (%o0) das amostras de etanol combustivel por
AE-EMRI versus os resultados de §**Cypps das amostras de etanol combustivel por CG-C-EMRI
(método bracketing de normalizacao).
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Na equacdo da reta obtida para a curva apresentada y = 1,003 x + 586,987 e r?
= 0,9988 (Equacdo 3.3), verifica-se uma Otima correlacdo, mas na verdade, mais
valores de d'3C distribuidos em toda a gama de valores isotépicos forneceria uma
correlacdo mais forte entre as duas técnicas, o que é realmente dificil, com base na
diferenca existente entre a raz&o isotopica **C/**C para os combustiveis de etanol do
C3 e etanol C4 (Figura 3.3) (SPITZKE; FAUHL-HASSEK, 2010).

3.6 Conclusdes

O estudo da influéncia de diferentes métodos de calibracdo e normalizacédo na
exatiddo das medicdes do valor isotépico (5*3C) em amostras de etanol combustivel
por CG-C-EMRI demonstrou o impacto do uso do material de referéncia isotdpico
adequado na calibracdo dos sistemas de EMRI e da coluna capilar adequada de
acordo com o analito de interesse, na exatiddo e confiabilidade nos resultados das
medidas isotodpicas.

Os métodos de normalizacdo devem ser aplicados aos valores brutos de 5*3C,
empregando pelo menos um material de referéncia isotopico. Todos os trés métodos
de normalizacéo aplicados foram equivalentes em desempenho, levando a cerca de
50 % de aproveitamento dos resultados obtidos por CG-C-EMRI quando
comparados aos resultados obtidos por AE-EMRI, tendo a mesma como referéncia
devido a rastreabilidade ao VPDB através do material de referéncia NBS-22.

Todos os diferentes métodos de calibracdo do gas de referéncia, as condi¢des e
procedimentos de normalizacdo apresentados enfatizam a importancia da utilizacéo
de protocolos de qualidade e também alertam para a importancia do uso de um
MRC rastreavel a escala VPBD, compativel e certificado para as anélises por CG-C-
EMRI.

Com a aplicacdo desta metodologia para a analise de etanol, € possivel a
criacdo de uma base de dados da assinatura isotopica do etanol combustivel no
Brasil, por exemplo. Com a analise estatistica pode-se estimar os valores isotopicos
esperados para amostras de etanol e assim torna-se possivel a identificacdo da

fonte de matéria-prima de amostra desconhecida de etanol combustivel.
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Com relagdo ao MR, como cada laboratério emprega diferentes materiais,
destaca-se a importancia da certificagdo de materiais com valores isotopicos por
institutos de metrologia e acreditacdo de produtores de MR de forma a garantir a

rastreabilidade ao VPDB nas medi¢des de 3'3C.
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CapPiTULO 4

Determinacéo do perfil da distribuicdo isotépica de carbono (8'°C) do

bioetanol de cana-de-acucar no Brasil

4. Introducéao
4.1 Bioetanol

A busca por novas fontes de energia que sejam economicamente viaveis,
competitivas no desempenho com os derivados do petréleo bruto e capazes de
gerar cada vez menos residuos toxicos, filosofia também conhecida como Quimica
sustentavel ou Quimica verde é crescente considerando-se a necessidade de
continuos desenvolvimentos econdmico, ambiental e sustentavel nos dias atuais
(HO; NGO; GUO, 2014). Nesse contexto, o etanol combustivel tem sido um dos
combustiveis renovaveis mais atraentes e consequentemente a sua producédo e o
seu uso tém aumentado em todo o mundo nos ultimos anos (UNICA, 2014).

Em 1975, o Brasil lancou o Programa Nacional do Alcool (Proalcool), cujo
objetivo maior era a reducdo da dependéncia nacional em relagcdo ao petréleo
importado. Hoje em dia, quase a metade da energia do Brasil vem de fontes
renovaveis, 0 que torna o etanol combustivel uma parte fundamental da sua matriz
energética, principalmente quando o mesmo € produzido a partir de cana-de-acucar.

Segundo os dados da International Energy Agency (IEA, 2014), a utilizacdo de
etanol produzido a partir da cana-de-agucar reduz em média 89 % a emissédo de
gases responsaveis pelo efeito estufa — como diéxido de carbono (CO;,) e metano
(CH,4) — se comparado com a gasolina. O etanol produzido a partir de outras fontes
também contribui para a diminuicdo da emissao desses gases, porém em menor
escala. No caso do etanol produzido a partir da beterraba, por exemplo, a reducéo é
de 46 % (UNICA, 2014).

Em todo o ciclo do combustivel, o etanol lanca menos CO, a atmosfera pelo fato
dele ser extraido da cana-de-acucar. Durante a fotossintese, as plantas absorvem o
gas carbb6nico da atmosfera, ocasionando que quase todo o gas seja absorvido pela
propria cana-de-aclcar. No caso dos combustiveis fésseis, € langcado o CO, extraido

da terra (petroleo), ocasionando um aumento do teor desse gas na atmosfera.
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Além disso, a viabilidade do etanol produzido a partir da cana-de-aglcar também
se consolida através da sua produtividade devido ao alto rendimento por hectare
cultivado. O hectare de cana-de-acucar produz 7.500 litros de etanol e em
contrapartida, o hectare plantado de milho produz 3.000 litros (UNICA, 2014).

Conforme citado anteriormente, o etanol pode ser produzido a partir de
diferentes fontes (KUMAR; SINGH; PRASAD, 2010). No Brasil, o etanol é produzido
a partir da cana-de-acucar, nos Estados Unidos, principalmente a partir de milho e
no Canada a partir de trigo e milho (FREITAS et al, 2010).

Com essa diversidade de matérias-primas, a certificacdo da origem € uma forma
de atestar qualidade ao bioetanol, que pode ser feita pela determinacdo da razéo
isotopica de carbono (5*Cypps) através da técnica de espectrometria de massas de
razao isotépica. Com a assinatura isotopica é possivel identificar a biomassa do
etanol verde ou bioetanol utilizadas na producéo do biocombustivel.

Os valores de ®2Cypps do bioetanol sdo dependentes dos diferentes
mecanismos de fixacdo do CO, durante o processo de fotossintese. No tecido das
plantas, a principal fonte de variacdo da relacdo *C/*°C estad nos diferentes
mecanismos de fixacdo do dioxido de carbono (CO;) durante a fotossintese
(ISHIDA-FUJII, 2005). A fixacdo do carbono na fotossintese ocorre por dois
caminhos que diferem quanto ao numero de carbonos no primeiro composto
intermediario formado. Os dois caminhos sdo conhecidos como ciclo de Calvin-
Benson (C3) e o de Hatch-Slack (C4). A base de variacéo isotopica em plantas
resulta do fracionamento isotdpico durante a fotossintese. As plantas terrestres
podem ser divididas em trés grupos fotossintéticos, cada um com seu padrdo de
fracionamento isotopico especifico: C3, C4 e CAM (metabolismo acido das
crassulaceas), sendo que os metabolismos C3 e C4 sdo muito mais abundantes
(GIEBEL; SWART RIEMER, 2011).

A variacdo na composicdo isotopica destas plantas € resultado das (i)
propriedades bioquimicas da fixacdo primaria de CO, por a¢do enzimatica; (i) das
limitagGes da difusdo do CO, dentro das folhnas (BOUTTON, 1991) e (iii) da relagao
entre a pressao interna de CO, na camara dos estbmatos e a pressao externa da
atmosfera (FARQUHAR; EHLERINGER; HUBICK, 1989).

As plantas com via fotossintética C3 (por exemplo, uva, arroz, cevada, etc)

reduzem o CO, para fosfoglicerato (composto de trés carbonos) através da enzima
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ribulose-1,5-difosfato carboxilase. Esta enzima diferencia o *CO,, resultando em
valores de 5'°Cyppg relativamente baixos, entre - 32 e - 23 %.

As plantas com via fotossintética C4 (por exemplo, cana-de-acucar e milho)
reduzem o CO, a acido aspartico ou malico, (com quatro atomos de carbono nas
moléculas), através da enzima PEP-carboxilase (fosfoenolpirivico carboxilase). Esta
enzima nao diferencia tanto o **CO, como a RuBP-carboxilase, desta forma plantas
C4 tem valores de 5'3Cyppg relativamente mais altos. Tais valores variam entre -15 a
-9 %o. No caso da cana de agucar, uma espécie vegetal do ciclo fotossintético C4, o
valor isotépico de carbono (53Cyppg) € em torno de -14 %.. Assim, as espécies C3 e
C4 tém valores distintos, que ndo se sobrepdem, sendo possivel, portanto, a
utilizacao desses valores na determinacdo da fonte de carbono.

Nas plantas com metabolismo do acido crassulaceo (MAC), ambas carboxilases
estdo presentes. Estas plantas sdo capazes de realizar fixagdo do CO, pelos dois
tipos de ciclo (C3 e C4) e produzem uma gama de valores de 3C em torno de
=17 %o.

Essa diferenca no enriquecimento relativo (3°Cyppg) entre as plantas C3 e C4
também é encontrada nos seus produtos derivados, como o acucar e o alcool,
podendo assim determinar com precisdo qual a origem botanica do carbono em
determinado produto (ROSSMANN, 2001). A determinagcdo da composicdo isotopica
é utilizada, por exemplo, na deteccédo de acucares de origem C4 em sucos de frutas
naturais (GUILLOU et al, 1999) e também na identificacdo de possiveis adulteracdes
em amostras de mel com acucares C4 comerciais (PADOVAN et al, 2003).

O Brasil € o maior produtor de etanol obtido a partir de cana-de-agucar do
mundo. A determinacdo da assinatura isotdpica de carbono (33Cypps) permite
diferenciar o bioetanol brasileiro dos demais produzidos a partir de outras fontes de

matéria-prima, garantindo a qualidade e rastreabilidade a esse biocombustivel.

4.2 Objetivo

Determinacédo da assinatura isotépica do bioetanol de cana-de-agucar avaliando-
se amostras de etanol combustivel de diferentes regiées do Brasil e com a andlise
estatistica dos resultados de 5*Cyppg tracar um perfil isotépico do bioetanol no

Brasil.
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4.3 Experimental
4.3.1 Amostras

Foram analisadas 31 amostras de etanol combustivel de cana-de-acglcar
produzidas em diferentes regides do Brasil e seis amostras de diferentes matérias-
primas (trigo, beterraba, uva e milho) advindas de outros paises (Estados Unidos e

Franca), conforme apresentado na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 Amostras de etanol combustivel de cana-de-aglcar e suas
respectivas origens e matérias-primas.

Pais Estado/Cidade Matéria-prima

Séao Paulo (SP)

Rio de Janeiro (RJ)
Cana-de-agucar

Brasil Pernambuco (PE)
(31 amostras) Mato Grosso (MT)
Desconhecido (ND*)
Outros paises Franca ¢ . .
Estados Unidos Beterraba, uva, trigo e milho

(6 amostras)

*ND: Nao determinado (origem desconhecida)

As amostras foram estocadas a temperatura de 4 °C e analisadas sem

tratamento prévio.

4.3.2 Padroes e Materiais de Referéncia

Os seguintes materiais de referéncia foram utilizados: o material de referéncia de
etanol C4 da Universidade de Indiana (Bloomington, EUA, 8*3Cyppg = -10,98 + 0,02
%) e o material de referéncia de etanol C3 da Universidade de Indiana
(Bloomington, EUA, 8*Cyppg = -27,53 + 0,02 %o).

4.3.3 Equipamentos

As andlises das amostras de etanol combustivel foram realizadas em
espectrometro de massas de razao isotopica - Delta V Advantage (modelo MAT 253)
— Interface com forno de combustdo (para 33C e d°N) e forno de Converséo
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Térmica (para 520 e de H/D) — acoplado ao cromatdgrafo & gas Trace GC Ultra com

amostrador automatico AS 3000 (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Alemanha).

4.3.4 Métodos
4.3.4.1 Calibracéo do gas de referéncia (CO,)

O gés de referéncia CO; no sistema CG-C-EMRI foi calibrado usando o material
de referéncia de etanol C4 (3'3Cypps = -10,98 + 0,02 %o).

O material certificado de etanol C4 (1uL) foi injetado 10 vezes no modo com
divisao de fluxo — split mode — (1:300), temperatura do injetor de 200 °C;

programacao do forno: 50 °C até 120°C (10 °C/min).

4.3.4.2 Analise do etanol combustivel por CG-C-EMRI

As condi¢cbes cromatograficas foram as seguintes: coluna capilar CP-WAX —
polietilenoglicol (30 m x 0,25 mm x 0,25 ym), marca Varian Inc (Walnut, CA, EUA);
volume de inje¢éo de 1,0 uyL no modo com diviséo de fluxo (1:300); temperatura do
injetor de 200 °C. O método de andlise foi programado com fluxo da coluna capilar
ajustado para 1,0 mL/min utilizando hélio como gas de arraste; programacdo do
forno: 90 °C até 120 °C (rampa de 10 °C/min) totalizando 3,5 minutos de analise.

As amostras ndo sofreram tratamento prévio e foram injetadas seis replicatas.

4.3.4.3 Parametros do Espectrémetro de Massas de Razao Isotopica (EMRI)

Alto vacuo: 10° mBar; massa/carga para os fons dos is6topos de carbono
monitorados: m/z 44, m/z 45, m/z 46 e voltagem de ionizagao 124eV.

Para o material de referéncia de etanol e para as amostras de etanol
combustivel, trés pulsos do gas de referéncia CO, foram submetidos no sistema por
aproximadamente 20 s. Tempo de backflush: 180 s e o tempo total de analise: 450 s.

Temperatura do forno de combustdo: 1030 °C.
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4.3.5 Método de Normalizacéo

Todos os valores isotdpicos brutos de &*Cypps obtidos foram normalizados
utiizando o método de normalizagcdo bracketing. Os seguintes materiais de
referéncia foram utilizados: o material de referéncia de etanol C4 da Universidade de
Indiana (Bloomington, EUA, 8"*Cypps = -10,98 + 0,02 %0) e o0 material de referéncia
de etanol C3 da Universidade de Indiana (Bloomington, EUA, 8*Cypps = -27,53 +
0,02 %o).

Os materiais de referéncia foram analisados na mesma sequéncia de analise
das amostras. Os resultados obtidos de 3™C dos materiais de referéncia foram
usados no método de interpolacéo linear (PAUL; SKRZYPEK; FORIZS, 2007).

4.4 Anélise Estatistica

Inicialmente uma analise exploratéria da variavel de interesse foi conduzida com
o0 objetivo de descrevé-la em relacdo aos demais fatores de influéncia, como: a
matéria-prima (cana-de-acucar, milho, trigo, beterraba e uva), o metabolismo da
planta (C3 ou C4) e sua origem (estados do Brasil, Franca e Estados Unidos). Por
meio de ferramentas quantitativas e graficas foram avaliadas as correlacdes entre 0s
fatores de influéncia e apontadas as caracteristicas gerais e especificas da medicéo
do valor isotépico de carbono (5**Cvpps) do bioetanol no cenario internacional.

Em um segundo momento, a fim de se estabelecer um perfil do bioetanol no
Brasil, foi conduzida uma analise inferencial sobre o valor isotépico de carbono
(5*3Cvepg) Objetivando obter, sobretudo, a estimativa de um valor pontual que melhor
representasse em conjunto o valor isotépico. O teste de Levene (LEVENE, 1960) foi
aplicado para verificar a homogeneidade das variancias de cada amostra (com cinco
replicatas) e o grafico QQ-plot (McGILL; TUKEY; LARSEN, 1978), um teste visual,
utilizado para investigar a normalidade dos dados.

Finalmente, para descrever o intervalo de variagcdo dos valores isotopicos, a
funcdo de densidade de probabilidade (“fdp” ou “pdf’) foi estimada através do
modelo de densidade de kernel (WILK; GNANADESIKAN, 1968). Os intervalos de
confianga para cada estimador foram avaliados usando a técnica de bootstrap
(JOANES; GILL, 1998). Todas as analises estatisticas foram realizadas usando o
software R (R CORE TEAM, 2014) e nivel de confianca de 95 %.
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4 5 Resultados e Discusséao

Os valores isotdpicos de 8 °Cypps de 37 amostras de etanol combustivel
provenientes de produtores nacionais e internacionais foram analisados. Uma
andlise exploratoria dos dados obtidos foi realizada para avaliar as possiveis
correlagdes entre os fatores de influéncia e para apontar as caracteristicas gerais e
especificas no perfil isotopico do bioetanol no cenario brasileiro e internacional. Uma
andlise estatistica inferencial dos dados de 5°Cypps das amostras de cana-de-
acucar foi realizada com o objetivo de se estimar um valor de 5Cyppg € um

intervalo que representasse o conjunto de dados.
4.5.1 Analise exploratéria do valor isotépico (5*Cypps)

As 37 amostras de etanol combustivel analisadas de 5*Cypps foram separadas
em grupos de acordo com as variaveis: matérias-primas, metabolismo fotossintético
e nacionalidade.

Na Tabela 4.2 encontra-se a distribuicdo de frequéncias da variavel de interesse
de acordo com a nacionalidade e a matéria-prima das amostras e na Tabela 4.3 sdo
apresentados os resultados de 5Cypps, Segundo o metabolismo fotossintético e a

matéria-prima de cada amostra.

Tabela 4.2 Distribuicdo de frequéncias das amostras de bioetanol de acordo com a matéria-prima e
origem (diferentes regibes do Brasil e outros paises).

. . ; L. ) Frequéncia Percentual (%)
Nacionalidade Local (Estado/Pais) Matéria-Prima ) ) ) )
(por nacionalidade) (por nacionalidade)
Séo Paulo (SP) 13 41,94
Rio de Janeiro (RJ) 3 9,68
Brasil Pernambuco (PE) Cana-de- 1 3,22
acucar
(31 amostras)  Mato Grosso (MT) 1 3,22
Desconhecido (NA) 13 41,94
TOTAL 31 100 %
Franca Uva, Trigo, 4 66,67

. Beterraba
Outros paises

(6 amostras) Estados Unidos Milho 2 33,33

TOTAL 6 100 %




Tabela 4.3 Medidas resumo do valor isotdpico de carbono 5"Cypos segundo o metabolismo e a

matéria-prima.
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Metabolismo Matéria-Prima
Estatistica C3 C4 Cana-de-agUcar Milho Ué/;,;'rrrlggae

Tamanho Amostral 4 33 31 2 4

Média -27,24 -12,23 -12,38 -9,78 -27,24
Mediana -27,61 -12,40 -12,41 -9,78 -27,61
Minimo -27,92 -13,24 -13,24 -9,88 -27,92
Maximo -25,83 -9,68 -10,30 -9,68 -25,83
Desvio-padrao 0,95 0,88 0,64 0,14 0,95
Coeficiente de Variacao -0,03 -0,07 -0,05 -0,01 -0,03

Pode-se observar que as amostras de bioetanol de cana-de-agucar apresentam

valores de 5™Cyppg em torno de -12,39 %.. Somente a amostra de bioetanol de

milho apresentou um valor de 53Cypps €M torno de -9,78 %o, conforme demonstrado

no grafico da Figura 4.1 que ilustra a distribuicdo dos dados de acordo com as

variaveis nacionalidade e matéria-prima.
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Figura 4.1 Distribuicdo dos dados de 5"Cyppg do bioetanol de acordo com as variaveis:
matéria-prima, metabolismo e origem geogréfica.
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Os valores de 8"*Cypps apresentados na Tabela 4.2 (p. 73) também foram
plotados em um Box plot (McGILL; TUKEY; LARSEN, 1978) (grafico de caixa),
conforme apresentado na Figura 4.2, que € util na avaliacdo da distribuicdo empirica
de variaveis quantitativas. Nele é possivel observar a variabilidade (largura da
caixa), a simetria (distribuicdo em torno da mediana) e os possiveis outliers (pontos

fora da caixa) do conjunto univariado.
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c3 c4 Qutros Uva Cana Milho

Metabolismo Matéria-prima

Figura 4.2 Box plot da distribuicdo dos dados de 613CVPDB de acordo com o metabolismo.

Na Tabela 4.3 (p.74) estédo apresentados os coeficientes de variacao (CV) para
os trés tipos de matérias-primas: - 0,05 para o bioetanol produzido a partir da cana-
de-acucar; -0,01 para o bioetanol produzido a partir de milho; e -0,03 para as demais
amostras. Esses pequenos valores de desvios-padrdo em relacdo a média sugerem
uma boa congruéncia entre as amostras de diferentes tipos de matérias-primas e

alta precisao e exatidao para as medi¢des de 5%Cvpps de bioetanol.
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4.5.2 Analise Estatistica Inferencial: o perfil isotopico do bioetanol no Brasil

A andlise estatistica inferencial conduzida teve como finalidade tirar conclusdes
sobre uma variavel de interesse a partir de uma amostra representativa da mesma e
assim estimar um valor para 32Cypps que representasse a distribuicdo de
probabilidade para as 31 amostras de bioetanol de cana-de-agUcar produzidas no
Brasil. A distribuicdo dos resultados de 3Cypps das amostras analisadas de

bioetanol de cana-de-acUcar produzidas no Brasil esta representada na Figura 4.3.
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Figura 4.3 Distribuigdo dos resultados de 5'%C das amostras analisadas do bioetanol de
cana-de-acucar produzido no Brasil.

Para as demais matérias-primas (milho, trigo, beterraba e uva), a analise
estatistica inferencial ndo foi realizada devido ao pequeno numero de amostras e 0s

seus valores de 3"*Cyppg estéo descritos apenas como informagéao.
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A Figura 4.3 sugere uma heterocedasticidade para os resultados de 3*Cypps
das amostras de bioetanol de cana-de-agucar. O teste classico de Levene (DOANE;
SEWARD, 2011) foi aplicado para avaliar se existe uma diferenca significativa entre
as replicatas das 31 amostras de bioetanol de cana-de-acucar. Com o valor de F=
2,39 e respectivo p-value de 0,0035, com intervalo de confianca de 95 %, a hipbétese
nula de variancias iguais foi rejeitada, confirmando a heterocedasticidade entre as
amostras. Essa informacéo foi usada entao para estimar a “pdf” do valor isotdpico de
carbono 3"*Cypps.

Seguindo a analise, foi calculado o coeficiente de assimetria (A) de Pearson
(PEARSON, 1929), A = 1,0 > 0, indicando uma assimetria positiva na distribuigéo
dos dados. Ja o coeficiente de curtose de Pearson calculado, k = 4,89, indicou que
esta funcéo de probabilidade é leptocurtica, ou seja, € mais concentrada em relacao
a distribuicdo Gaussiana. Para melhor visualizacdo dessas caracteristicas, basta

observar o histograma na Figura 4.4.

g

Figura 4.4 Histograma com os dados de 613CVPDB do bioetanol de cana-de-acucar.
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O histograma da Figura 4.4 indica uma ligeira assimetria positiva, que pode ter
sido causada pelos valores altos de 8'°Cypps obtidos para algumas amostras.
Observa-se que ha somente um pico de frequéncia no histograma, em torno de
- 12,30 %o, 0 que sugere uma distribuicdo unimodal.

O grafico quantil-quantil - QQ-plot (WILK; GNANADESIKAN, 1968) foi utilizado
para determinar se dois conjuntos de dados pertencem a mesma distribuicdo de
probabilidades. Na Figura 4.5 temos o grafico QQ-plot para a variavel “valor

isotopico de carbono”.

-12 -11 -10

Quantis dos dados empiricos

-13

Quantis da distribuigdo normal

Figura 4.5 QQ-Plot da variavel valor isotopico de carbono (3**Cyppg).

Com um nivel de confianca de 95 %, alguns pontos ficaram fora da regido de
confianga, dentro do qual se espera que, sendo nula a hipétese da normalidade, os
dados se encaixem de forma otimizada. Para confirmar a rejeicdo a hipotese de
normalidade, aplicou-se o teste de Shapiro-Wilk (SHAPIRO; WILK, 1965), cujo valor
da estatistica de teste (W) foi igual a 0,91968 e o respectivo p-value foi igual a

0,1946 confirmando o que foi observado no QQ-plot.
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Utilizando os valores de 8"*Cyppg apresentados na Tabela 4.1 (p. 70), o valor
que melhor representa o 8"*Cyppg para o bioetanol de cana-de-agticar poderia ser
proposto como sendo: ou (i) um valor Unico (estimador pontual); ou (ii) por um
intervalo, de onde se estima o valor verdadeiro da variavel aleatoria a partir de um
dado nivel de confiancga.

Devido a assimetria observada, foram utilizados “métodos robustos” de
estimacao estatistica, que sdo menos afetados por valores extremos de distribuicao.
ApoOs a rejeicdo da hipotese da normalidade, o método de kernel (ROSENBLATT,
1956; SILVERMAN, 1998) foi aplicado para a estimativa ndo paramétrica de uma
distribuicdo de probabilidade.

Utilizando as informacdes das replicatas, dada a heterocedasticidade observada,
o modelo de kernel considerado para a estimacdo do perfil probabilistico do
bioetanol é um modelo de varidvel ndo constante (DELAIGLE; MEISTER, 2008).
Escolhendo o kernel gaussiano e determinando-se a largura de banda (h) pela regra
de Silverman’s (FAN, 1991), h = 0,2623, a densidade de kernel estimada para as

amostras de bioetanol de cana-de-acucar € mostrada na Figura 4.6 (a).

100 primeiras curvas das
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Figura 4.6 (a) Estimativa da densidade de Kernel dos valores de 613CVPDB do bioetanol de cana-de-
acucar e (b) Estimativa da densidade de kernel das 100 primeiras curvas das amostras bootstrap.
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E possivel estimar o erro padrdo da estimativa da moda da distribuigdo por meio
de um processo de reamostragem chamado Bootstrap. A técnica de bootstrap trata
a amostra observada como se esta representasse exatamente toda a populacédo de
dados. Na Figura 4.6 (b) temos as 100 primeiras curvas das N = 1000 amostras
bootstrap utilizadas para estimacéo do erro padrao da moda.

Este processo de reamostragem (EFRON; TIBSHIRANI, 1993) é usado para
estimar a distribuicdo das amostras do estimador pontual (no caso, a moda) e com
elas inferir estimativas de fun¢cdes amostrais que ndo possuem expressao analitica
como, por exemplo, a variancia do estimador. Consiste entdo em retirar uma
subamostra aleatdria, com reposi¢cdo, de mesmo tamanho da amostra original de
dados, e calcular a estatistica de interesse, no caso a moda amostral. Repetindo-se
o procedimento varias vezes (N), ter-se-ao N estimativas da moda com as quais sao
calculadas outras estatisticas de interesse, como a variancia da moda (erro padrao),
o intervalo de confianga, quantis, etc.

O valor isotopico com maior probabilidade associada a essa distribuicdo foi
5"Cvpps = -12,48 %o. O intervalo de confianga bootstrap foi estimado de acordo com
o “‘método percentil” (DAVISON; HINKLEY, 1997), com conseguinte intervalo de
confianga amostral a partir da amostra de tamanho N, onde Qo025 € Qo975 S80 0S
limites inferior e superior do intervalo, respectivamente.

Interpretando-se os resultados, estima-se, com 95 % de confianca, que o
intervalo (-12,68 %o, -12,28 %o) contém o valor verdadeiro da moda da distribuigdo do
valor isotépico de carbono 3™*Cypps em amostras de bioetanol produzido a partir de

cana-de-acucar.

4.5.3 Estimativa do intervalo do valor isotopico para novas amostras de

bioetanol de cana-de-acgucar

A estimativa da densidade de kernel pode ser vista como um perfil probabilistico
da variavel do valor isotépico de carbono (5*Cyeps), j& que se trata de uma
distribuicdo de probabilidades estimada para esta variavel aleatéria baseada nas
amostras coletadas. Visando estimar um intervalo esperado da variabilidade do valor

isotopico para novas amostras, € necessario estimar os quantis das amostras,
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centrados no ponto estimado (moda), com nivel de 95 % de probabilidade, dados
por: (-13,27 %o, -13,22%o) para Qo o2s € por (-11,80 %o, -10,32 %) para Qo.e7s.

Embora ndo seja possivel estimar um intervalo de variabilidade para o valor
isotopico de carbono (5*Cyepg), é possivel assumir o intervalo formado pelo limite
inferior do quantil Qo025 (Menor valor) e o limite superior do quantil Qgg7s (Maior
valor) isto €, (-13,27 %o, -13,32 %), que seja uma boa estimativa da variabilidade
desta quantidade de interesse, visto que 95 % dos valores médios das amostras
encontram-se dentro dessa faixa de valores isotopicos, conforme mostrado na

Figura 4.7.

g

Densidade

oo

5"*Cyppa (%)

Figura 4.7 Intervalo entre o limite inferior do quantil Qg o5 € 0 limite superior do quantil Qg.g7s.

A capacidade dos valores de 5"Cypps em diferenciar as amostras do bioetanol
de acordo com o seu metabolismo (C3 de C4) foram demonstrados nas Tabelas 4.2
e 43 (p. 73 e 74). O milho é a unica matéria-prima utilizada na producdo de
bioetanol em que os valores isotopicos podem sobrepor os valores isotopicos do
bioetanol de cana-de-acgUcar.

Os valores isotépicos de 5°Cyppg para o bioetanol de milho estdo na faixa de
(-11,02 %o e -10,40 %0). As duas amostras de bioetanol de milho analisadas

apresentaram valores ligeiramente distantes dessa faixa (em torno de -9,78 %o).
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Dentre as 31 amostras de bioetanol de cana-de-acucar analisadas, somente uma

delas se sobrepbs a amostra de bioetanol de milho.

4.6 Conclusodes

O perfil isotépico para o bioetanol no Brasil foi determinado analisando 31
amostras de bioetanol através da técnica de CG-C-EMRI, onde 95 % dos valores
ficaram na faixa entre -12,68 %o a -12,28 %o.. Foram observadas boa congruéncia
entre as amostras de diferentes produtores e também alta preciséo e exatidao nas
medic¢des dos valores isotopicos.

O perfil probabilistico para o bioetanol de cana-de-acucar também foi
estabelecido. A andlise indicou uma funcéo de distribuicdo de probabilidades,
sendo o seu valor mais provavel (ou de maior probabilidade) igual a
5"3Cvpps = -12,48 %o, com um intervalo de confianca associado dado por
(-12,68 %o, -12,28 %o).

Foi também estabelecido um intervalo de variabilidade esperado para o
valor isotépico de carbono d'°Cypps para novas amostras de bioetanol. Com
95 % de probabilidade espera-se que novas amostras nao se encontrem fora
do intervalo (-13,27 %o, -10,32 %o).

Essa variabilidade esperada se da provavelmente devido aos diferentes
tipos de cana-de-acucar usados no processo de producado do etanol, devido
as origens geograficas e as diferentes condi¢cdes climaticas durante o plantio
da mesma. A cana-de-acucar e o milho sdo plantas C4 e apresentam valores
de 3Cyppe proximos, o que pode acarretar sobreposicéo, porém as outras

matérias-primas apresentaram valores de 5'*Cyppg bastante contrastantes.
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CAPITULO 5

Avaliagdo da assinatura isotépica de carbono (5'°C) do 6leo e dos
ésteres metilicos do biodiesel produzido a partir da transesterificacédo do 6leo

de pinhdo manso de diferentes origens geograficas do Brasil

5. Introducéao
5.1 Biodiesel

No fim do século XIX, o engenheiro franco-alemdo Rudolph Christian Carl
Diesel, inventor do motor diesel, utilizou o petréleo cru e o 6leo de amendoim em
seus ensaios de performance dos motores, pois acreditava que o motor poderia ser
alimentado com uma variedade de 6leos vegetais. No entanto, devido ao baixo custo
e a alta disponibilidade do petréleo na época, este passou a ser o combustivel
preferencial nesses motores (KNOTHE, G, et tal 2006). A partir de entdo, diminuiu-
se muito o interesse pelo uso de Oleos vegetais como uma fonte de combustivel.

Tal interesse foi retomado na década de 70 devido as sucessivas crises no
mercado internacional do petréleo aliado a busca por fontes alternativas de energia
e processos sustentaveis, visando a reducdo da poluicdo ambiental e ao
aguecimento global do planeta.

O desabastecimento do petrleo do mercado mundial e a preocupacdao com a
poluicdo ambiental incentivaram o desenvolvimento de processos de transformagéo
de oleos e gorduras em derivados com propriedades fisico-quimicas mais proximas
as dos combustiveis fosseis, visando a substituicdo total ou parcial destes
(CASTANHEIRA et al, 2014). Assim surgiu a ideia da transesterificacdo dos 6leos
vegetais com etanol para produzir um biocombustivel, o biodiesel.

O biodiesel, assim como o etanol combustivel, representa uma alternativa
renovavel e ambientalmente segura aos combustiveis fésseis (KNOTHE, 2010). Os
biocombustiveis, por terem origem vegetal, contribuem para o ciclo do carbono na
atmosfera sendo assim considerados renovaveis.

O carater renovavel do biodiesel esta apoiado no fato que as matérias-primas
utilizadas para a sua produgcao sédo provenientes de plantas oleaginosas que, ao

contrario do petréleo que provém de fonte ndo renovavel, podem ser obtidos
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mediante  praticas agricolas  sustentdveis (AVINASH; SUBRAMANIAM;
MURUGESAN, 2014).

O biodiesel foi introduzido na matriz energética brasileira, no ano de 2005, pela
Lei 11097 de 13 de janeiro de 2005 e o governo federal atribuiu a Agéncia Nacional
de Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP) a responsabilidade de fiscalizar a
qualidade do biodiesel que o definiu como um “Biocombustivel derivado de
biomassa renovavel para uso em motores a combustdo interna com ignicdo por
compressédo ou, conforme regulamento, para outro tipo de geracédo de energia, que
possa substituir parcial ou totalmente os combustiveis de origem fossil” (BRASIL,
2005).

A ANP determinou no periodo de 2005 a 2007 que o biodiesel fosse utilizado de
forma facultativa misturada ao 6leo diesel mineral na propor¢cdo maxima de 2 % de
biodiesel para 98 % de diesel, formando o chamado combustivel B2. Sua adi¢do ao
Oleo diesel nesta proporgcédo passou a ser obrigatéria em janeiro de 2008 (ROCHA et
al, 2008). Em 2013, esta propor¢gao aumentou para 5 % de biodiesel no diesel (B5) e
desde novembro de 2014 para 7 % (B7). Com o B7, o Brasil pode tornar-se o
segundo maior produtor global de biodiesel, com mercado projetado em 4,2 bilhGes
de litros, atras apenas dos Estados Unidos, com producéo de cerca de 4,5 bilhdes
de litros (CANAL DA BIOENERGIA, 2015).

Quimicamente, o biodiesel pode ser definido como um combustivel alternativo
constituido por ésteres alquilicos de acidos graxos de cadeia longa,
preferencialmente ésteres metilicos e etilicos, proveniente de fontes renovaveis
como 6leos vegetais ou gordura animal (MEHER; VIDYA; NAIK, 2006).

5.2 Matérias-Primas

As matérias-primas utilizadas para a producédo do biodiesel podem ser Oleos e
gorduras de origem animal e vegetal assim como 6leos e gorduras residuais (Moretto
e Fett, 1986). Todos os 0Oleos vegetais, enquadrados na categoria de 0Oleos fixos ou
triglicerideos, podem ser transformados em biodiesel. Dessa forma, poderiam
constituir matéria-prima para a producdo de biodiesel, os 6leos de vérias espécies
vegetais: amendoim, milho, soja, polpa do dendé, améndoa do coco de dendé,
caroco de algoddo, améndoa do coco de babacu, semente de girassol, baga de
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mamona, semente de canola, semente de pinhdo manso, entre muitos outros
vegetais em forma de sementes, améndoas ou polpas (SINGH; SINGH, 2010).
Dentre as principais matérias-primas do Brasil as mais comuns sdo soja, milho,
algodéao, babacu e palma.

Os 6leos e gorduras de animais apresentam estruturas quimicas semelhantes as
dos Oleos vegetais, sendo moléculas triglicerideas de acidos graxos. Desta forma, as
gorduras animais também podem ser transformadas em biodiesel. Como exemplos
de gorduras animais para producdo de biodiesel temos o sebo bovino, 6leos de
peixes, banha de porco, entre outras. Além dos Oleos e gorduras, constituem
também matéria-prima para a producdo de biodiesel os 6leos e gorduras residuais,
resultantes de processamentos domésticos, comerciais e industriais.

Dentre as matérias-primas mais utilizadas para a producédo do biodiesel, a soja
apresenta maior destaque seguida da gordura animal, sendo a mais empregada o
sebo bovino (MARTINS et al, 2011). O sebo bovino € mais viavel economicamente.
Além de agregar valor a cadeia da carne bovina, seu emprego na fabricacdo de
biodiesel contribui para que seja dado um uso ambientalmente correto a essa
matéria-prima, que antes chegava a ser um rejeito e nem sempre tinha o melhor
destino, sendo por vezes enterrada, gerando contaminagao do solo.

A escolha da matéria-prima para a producao de biodiesel depende largamente
de fatores geograficos, pois dependendo da origem e da qualidade da matéria-
prima, mudancas no processo de producdo podem ser necessarias. Também é
levado em conta o potencial para utilizagdo na agricultura familiar, de forma a gerar
empregos contribuindo assim para o desenvolvimento econdmico e incluséo social
(KNOTHE; VAN GERPEN; KRAHL, 2006).

As matérias-primas potencialmente produtoras de biodiesel podem apresentar
diferentes relacdes entre os compostos gliceridicos e néo-gliceridicos, assim como,
0S acidos graxos constituintes podem ter menor ou maior numero de carbonos;
nenhuma, uma ou mais duplas ligacdes (insaturagdes), de maneira que a qualidade
do biodiesel obtido apresenta relacdo direta com a natureza e a qualidade da
matéria-prima, como também, com as condi¢cdes em que esta foi produzida (Moretto
& Fett, 1986).

A investigacdo de matérias-primas de menor custo também representa uma
estratégia associada a producdo que tem sido utilizada para melhorar a viabilidade

econbmica do biodiesel. No entanto, a composicdo destas matérias-primas
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alternativas pode exigir modificagOes das tecnologias existentes para a producéo de
biodiesel de qualidade aceitavel (KNOTHE; VAN GERPEN; KRAHL, 2006).

No Brasil, em funcdo do clima tropical e subtropical e da area de terra
disponiveis, sdo cultivadas diversas plantas oleaginosas (BELTRAO; OLIVEIRA,
2008) que tém potencial para serem utilizadas como matéria-prima na producédo de
biodiesel, dentre as quais podemos destacar a semente de pinhdo manso.

5.2.1 Pinhdo manso

O nome cientifico do pinhdo manso é Jatropha curcas, espécie da familia das
euforbiaceas, um arbusto grande, predominante na América tropical. A literatura
relata indmeras aplicacfes e 0 seu maior emprego estd na medicina popular (como
purgativo, € na cura de doencas como a paralisia € o reumatismo) (ECOOLEO,
2014). No entanto, o alto teor de 6leo de suas sementes, aliado a caracteristica de
gueima sem liberacdo de fumaca, faz com que este se destaque como alternativa no
fornecimento de matéria prima para a sintese de biocombustiveis.

O teor médio de Oleo encontrado nas sementes estd em torno de 34 %. Dentro
das sementes de cor negra encontra-se um albimen branco rico em 6leo, em torno
de 60,8 % composto basicamente por 14,3 % de acido palmitico, 5,1 % de acido
estearico, 41,1% de acido oleico e 38,1% de é&cido linoleico (BELTRAO; OLIVEIRA,
2008).

A planta e as suas sementes sao toxicas. Entre as principais substancias toxicas
presentes no pinhdo manso destacam-se a curcina - proteina semelhante a ricina
(encontrada na mamona) e o éster de forbol 12- deoxi-16-Hidroxiforbol (STIRPE et
al, 1976). Os ésteres de forbol sdo derivados de diterpenos tetraciclicos e a ricina é
uma proteina presente nas sementes da mamona (Ricinus communis L) considerada
como umas das mais potentes toxinas de origem vegetal conhecida. Contudo, varios
trabalhos demonstram que a atividade téxica das sementes, bem como do 6leo de
Jatropha curcas, deve-se, na verdade, a presenca de ésteres de forbol e ndo da
curcina (BELTRAO; OLIVEIRA, 2008).

Da andlise de produtividade estimada para as diversas culturas, verifica-se que o
pinhdo manso apresenta uma expectativa de produtividade (cerca de 6.000 kg de

semente com aproximadamente 2.000 litros de 6leo) muito mais atrativa que as
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demais culturas (KOH; GHAZI, 2011). A Tabela 5.1 apresenta a produtividade de
diversas oleaginosas, incluindo o pinh&o manso.

Além disso, o pinhdo manso é de féacil cultivo e apresenta variacbes pouco
significativas de acidez o que acarreta a possibilidade de armazenamento das

sementes por longos periodos de tempo.

Tabela 5.1 Produtividade de oleaginosas no Brasil e indicadores de rendimento.

] o Rendimento
Oleaginosas Orlqem do Produtividade Teor de Oleo (% Kg)  (Prod. de Oleo)
Oleo (Kg/ha)
Kg/ha/ano

Algodéo caroc¢o Grao 3.000 12% 360
Amendoim em Casca Grao 1.600 39% 624
Babacu Améndoa 1.600 62% 992
Canola Grao 1.700 39% 663
Dendé Améndoa 25.000 20% 5000
Gergelim Grao 650 50% 325
Girassol Grao 1.500 41% 615
Mamona sequeiro Grao 1.500 45% 675
Mamona irrigada Grao 5.000 45% 2250
Milho Gréo 3.100 6% 186
Pinh&o Manso Grao 6.500 38% 2470
Soja Gréo 2.300 20% 460

Fonte: (BELTRAO; OLIVEIRA, 2008)

Atualmente ha iniciativas para desenvolver e utilizar o pinhdo manso na
producéo do biodiesel por apresentar, além da elevada produtividade, as seguintes
vantagens: i) ndo € utilizado como alimento; ii) possui baixo custo de implantacéo e
manutenc¢ao agricola; iii) intensivo em mao de obra nédo qualificada (colheita manual)
e iv) cultura perene (producéo durante todo o ano) (MENDES; COSTA, 2010).

5.2.2 Oleo de Pinhdo manso

O 6leo de pinhdo manso representa o produto de maior valor desta planta. O

Oleo das sementes tem propriedades valiosas e adequadas a producéo de biodiesel,



88

entre elas apresenta uma baixa acidez, uma boa estabilidade oxidativa e um alto
indice de cetano (TAPANES et al, 2008).

A baixa acidez, como ja mencionado, permite a armazenagem por longos
periodos de tempo, sem 0s inconvenientes da deterioracdo do 6leo por aumento da
acidez livre, conforme acontece com os frutos de dendé ou de macauba, que devem
ser processados 0 mais depressa possivel.

A maior estabilidade quando comparado ao Oleo de soja, é decorrente das
ligacdes insaturadas existentes nas cadeias carbonicas provenientes dos acidos
graxos. A estabilidade oxidativa do biodiesel esta diretamente relacionada ao grau
de insaturacdo dos alquilésteres presentes, como também, com a posicdo das
duplas ligacdes na cadeia carbdnica. A concentracdo de alquilésteres com alto grau
de insaturacdo varia de acordo com a matéria prima utilizada na producdo do
biodiesel. Quanto maior o numero de insaturacdes, mais suscetivel esta a molécula
a degradacdo tanto térmica quanto oxidativa, formando produtos insolaveis que
ocasionam problemas de formacdo de depdsitos e entupimento do sistema de
injecdo de combustivel do motor. Por outro lado, antioxidantes naturais dos 06leos
vegetais, como por exemplo, os tocoferéis, podem promover uma maior estabilidade
a oxidacéo (LOBO; FERREIRA; CRUZ, 2009).

O 6leo de pinhdo manso tem um indice de cetano mais elevado comparado ao
diesel que o torna uma boa alternativa de combustivel sem modificacGes
necessarias no motor (LOBO; FERREIRA; CRUZ, 2009). O nimero de cetanos é
indicativo do tempo de atraso na ignicdo de combustiveis para motores do ciclo
diesel, logo reflete a qualidade da ignicdo do combustivel. Quanto maior o nimero
de cetanos mais curto sera o tempo de ignicao.

Na Tabela 5.2 estdo apresentados a composicdo quimica dos acidos graxos de
Oleos de diferentes matérias-primas, incluindo o oOleo de pinhdo manso (KOH,;
GHAZI, 2011).
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Tabela 5.2 Composicao média de acidos graxos de diferentes 6leos vegetais.

Acidos Graxos Oleo de Pinhdo manso Oleo de Girassol Oleo de Soja  Oleo de Palma

Laurico (C12:0) - 0,5 - -
Miristico (C14:0) - 0,2 0,1 -
Palmitico (C16:0) 14,2 4,8 11,0 40,3
Palmitoleico (C16:1) 14 0,8 0,1 -
Esteérico (C18:0) 6,9 57 4,0 3,1
Oleico (C18:1) 43,1 20,6 23,4 43,4
Linoleico (C18:2) 34,4 66,2 53,2 13,2
Linolénico (C18:3) - 0,8 7,8 -
Araquico (C20:0) - 0,4 0,3 -
Behénico (C22:0) - - 0,1 -
Saturados (%) 21,1 11,6 15,5 43,4
Insaturados (%) 78,9 88,4 84,5 56,6

Fonte: KOH; GHAZI, 2011.

Para garantir a qualidade do biodiesel é necessario estabelecer padrdes de
qualidade, objetivando fixar teores limites dos contaminantes que nao venham
prejudicar a qualidade das emissfes da queima, bem como o desempenho, a
integridade do motor e a seguranca no transporte e manuseio.

A qualidade do biodiesel apresenta relacdo direta com a natureza e a qualidade
da matéria-prima. Na Tabela 5.3 sdo apresentados as propriedades do biodiesel de
diferentes fontes de matéria-prima (pinhdo manso, canola e milho) e os valores de
referéncia especificados pela norma ASTM D 6751-02 (Standard Specification for
Biodiesel Fuel Blend Stock) (KOH; GHAZI, 2011).

Tabela 5.3 Propriedades do biodiesel de pinhdo manso, canola e milho.

. Biodiesel Biodiesel Biodiesel Padrao de
Propriedades o ] Biodiesel
pinhdo manso canola Milho ASTM D 6751-02
Viscosidade (mmz/s) 2,35-2,47 2,56 - 2,84 2,45 - 2,56 1,9-6,0
Numero de Cetano 60,74 - 63,27 55,90 - 56,10 58,37 - 59,00 47 (min)
indice de Acidez mg/KOH/g 0,61 - 0,66 - - 0,8 (méx)

KOH; GHAZ|, 2011.
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5.3 Transesterificacao

O Oleo vegetal in natura ndo deve ser usado como substituto do diesel sem que
haja nenhuma modificacdo no motor, pois a sua combustdo direta leva a formacao
de goma devido a oxidacdo e a polimerizagdo através das ligagbes duplas dos
triglicerideos durante a combustdo, podendo causar sérios problemas ao motor.
Com o intuito de adaptar os combustiveis, os 6leos vegetais tém sido modificados,
pois dessa forma esses problemas podem ser contornados através de reacdes
quimicas que modificam a estrutura molecular dos Oleos vegetais e gorduras
animais (MA; Hanna, 1999).

Existem diferentes rotas tecnoldgicas para a transformacdo quimica do 6leo
vegetal para a producdo de biodiesel, tais como: transesterificacdo, esterificacao,
craqueamento e outras.

Na literatura ha uma variedade de metodologias tanto para esterificacdo quanto
para transesterificacdo de 6leos e gorduras e dentre eles temos o método proposto
por Metcalfe et al. (1966) (METCALFE; SCHMITZ; PELKA,1966; METCALFE;
WANG, 1981), que envolve catalise acida.

A transesterificacdo € o método mais comum para a producdo de biodiesel,
devido a sua simplicidade, e tem sido aplicada industrialmente para converter o 6leo
vegetal em biodiesel de forma rapida, mais eficiente e menos dispendiosa do que os
outros métodos (SHAHID; JAMAL, 2011; BORGES; DIAZ, 2012; SCHUCHARDT;
SERCHELI; VARGAS, 1998; SHAH; SHARMA; GUPTA, 2004).

Na reacao de transesterificacdo o principal produto dessa reacdo é o biodiesel
(éster de éacido graxo), enquanto a glicerina é o principal subproduto de valor
agregado para a industria cosmética e farmacéutica. Nessa reacdo, o triglicerideo
reage com um alcool simples (metanol ou etanol), formando ésteres (metilico ou
etilico), que constituem o biodiesel, e glicerol. Como triglicerideos, podem ser
usados 6leos de diversas oleaginosas, de acordo com a maior disponibilidade de
cada regido, e também gorduras animais. O alcool é adicionado em excesso a fim
de permitir a formacdo de uma fase separada de glicerol, e deslocar o equilibrio para
um maximo rendimento de biodiesel, devido ao carater reversivel da reacdo. Pode
ser utilizada catalise &cida, basica ou enzimatica, ou utilizando fluidos supercriticos
(KUSDIANA; SAKA, 2001), sendo a catalise basica a mais usada para a produgéo
industrial. A Figura 5.1 mostra a reacao de transesterificacéo.
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Triglicerideo 4 Alcool Q'::? Biodiesel <4 Glicerol

Q
H,C-O-C-R, 3ROH H,C-0-C-R, H,C - OH
| Q Q |
HC-0O0-C-R, H,C-O-C-R, HC — OH
| 0 0 |
H,C-O-C-R; H,C-O-C-R,4 H,C - OH

Figura 5.1 Reacéo de transesterificagdo.

5.4 Esteres Metilicos

O uso crescente do biodiesel leva a necessidade de afirmar a sua qualidade
como biocombustivel. Sendo assim, o controle de qualidade acompanhado de uma
politica fiscalizadora séo ferramentas essenciais para garantir a confianca desse
biocombustivel. O controle de qualidade do biodiesel final € fundamental e
incontornavel, jA que o ndo cumprimento dos parametros das normas pode trazer
problemas ndo s6 ao motor como também a qualquer outro componente do sistema
do combustivel. Um biodiesel de m& qualidade podera dar origem a consequéncias
drasticas, sendo a sua analise um fator crucial na prevencdo de possiveis
problemas.

O teor de ésteres metilicos no biodiesel € um parametro a ser determinado na
caracterizacao do biodiesel (SHARMA; SINGH; UPADHYAY, 2008). De acordo com
a norma europeia EN 14103:2011 (2011) a caracterizacdo do biodiesel pode ser
feita através da sua composicdo de ésteres de acidos graxos utilizando a
cromatografia a gas acoplada a detector por ionizacao de chama (CG-DIC) para a
identificacdo e quantificacdo dos ésteres constituintes do mesmo, na forma de éster
metilico de acido graxo (FAME - Fatty Acid Methyl Esters), com cadeias de 14 a 18
carbonos, saturados e insaturados, entre eles: o C16:0 (palmitato de metila), o C16:1
(palmitoleato de metila), o C18:0 (estearato de metila), o C18:1 (oleato de metila), o
C18:2 (linoleato de metila) e o C18:3 (linolenato de metila), apresentados na Figura
5.2.
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Figura 5.2 Esteres metilicos de acidos graxos, com cadeias de 14 a 18 carbonos.

5.4.1 Assinatura Isotopica dos Esteres Metilicos

A técnica de CG-C-EMRI tem sido usada nos estudos dos ésteres metilicos de
acidos graxos e tem sido muito explorada na area de alimentos, pois permite
identificar possiveis adulteracdes nos 6leos vegetais (WOODBURY et al, 1995) e as
medicbes isotdpicas de carbono combinadas com as medi¢cfes de outros isGtopos
estaveis permitem identificar a origem geogréfica dos 6leos (HRASTAR et al, 2009;
SPANGENBERG; OGRINC, 2001; WOODBURY; EVERSHED; ROSSELL, 1998).

A determinacgdo da autenticidade dos 6leos ndo € considerada uma tarefa facil,
pois as caracteristicas de uma mistura de 6leos podem ser bem semelhantes ao
O0leo puro e a andlise da determinacdo da razao isotopica pode minimizar essa
dificuldade. O milho, por exemplo, € uma planta C4 enquanto que a maioria das
outras oleaginosas apresenta via biossintética C3. Logo, qualquer adicdo ou
substituicéo a partir de outra fonte no 6leo de milho implicara num valor isotépico de

5'3C mais negativo do que para o 6leo de milho puro (WOODBURY et al, 1995).
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Na Tabela 5.4 s&o apresentados os valores de 3'3C para os 6leos de diferentes

origens.
Tabela 5.4 Razao isotopica de carbono (613C) de 6leos de diferentes origens.
Oleo Valor Médio (5°C) Faixa 8 Cyppg (%)
Milho -14,95 (-13,71; -16,36)
Outros vegetais -28,99 (-25,28; -32,39)
Cereal -31,26 (-30,38; -32,39)
Peixe -26,66 (-25,37; -27,95)
Animal -30,28 (-27,56; -32,08)

KELLY, RHODES, 2002.

Dentre os 6leos vegetais comercializados mundialmente, o azeite de oliva é um
dos mais importantes e recebe diversas classificacbes dependendo da origem
(ANGEROSA et al, 1999), da variedade do fruto e do grau de prensagem, o que
agrega valor ao produto. A préatica da adulteragédo do azeite € comum, e ocorre com
a mistura de 6leos mais baratos, como adicdo de Oleo de girassol. Spangenberg
(1998) investigou a autenticidade do azeite de oliva através da determinacdo da
raz&o isotépica por AE-EMRI e os valores isotdpicos de 5'°C do azeite estdo na
faixa de (-27,7 a -30,6 %o), caracteristico de planta C3 e que permite diferenciar os
tipos de 6leos e identificar as possiveis adulteracdes.

Angerosa et al. (1997) mediante a determinacéo da razdo isotépica identificaram
diferencas no valor isotépico no azeite de oliva bruto e o refinado, permitindo assim
a diferenciacdo dos mesmos. Royer et al. (1999) examinaram a autenticacdo dos
azeites de oliva produzidos na Grécia e os valores isotépicos de 5°C dos &cidos
graxos individuais, o que permitiu a identificacdo com relacdo a origem geografica,
por meio das diferencas no valor isotopico. Dessa forma, pela determinacdo da
composicdo isotopica dos 6leos vegetais, é possivel identificar a fonte da matéria-
prima (planta C3 ou C4) e a sua origem geografica. Panetta (2011) relata a andlise
isotépica de carbono (5*3C) como um meio alternativo para identificacdo de
possiveis adulteracdes e demonstra a analise de ésteres metilicos por CG-C-EMRI e

sua aplicacao na autenticagcdo dos mesmos.



94

5.5 Experimental
5.5.1 Reagentes

O material de referéncia éster metilico C18:0 (53Cypps = - 23,24 + 0,01 %0) da
Universidade de Indiana (Bloomington, EUA) (SCHIMMELMANN, 2014) foi utilizado
para calibracdo do sistema CG-C-EMRI. Para a validacdo do método utilizou-se o
MRC de biodiesel de soja produzido em cooperacdo entre o National Institute of
Standards and Technology (NIST) e o Inmetro - SRM 2772 (INMETRO, 2012).

Os padrdes de éster metilico C22:0 (behénico ou acido docosandico, Sigma-
Aldrich, pureza acima de 99 %, lote 075k1760) e de C19:0 (nonadecanoato de
metila, Sigma-Aldrich, pureza acima de 98 % GC, lote bcbl8348) foram usados como
spiking e padréo interno, respectivamente.

Na reacdo de transesterificacdo dos 6leos de pinhdo manso foi utilizado metanol
(Tedia Brasil, grau HPLC, pureza minima 99,9 %), KOH (Sigma-Aldrich) e mistura

BF3-metanol (trifluoreto de boro em metanol, Supelco).

5.5.2 Amostras

Foram obtidas seis amostras de sementes de pinh&o manso cedidas pela
Embrapa Solos (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria) de diferentes
origens geograficas do Brasil devidamente identificadas, exceto uma sem
identificagdo da origem e trés amostras do 6leo de pinhdo manso oriundas de S&o
Paulo, identificadas como 100, 101 e 102, conforme apresentado na Tabela 5.5.
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Tabela 5.5 Amostras de sementes e 6leo de pinhdo manso.

Cddigo da Amostra Origem (Cidade/Estado) Tipo de Amostra
264 Dourados Semente de pinhdo manso
201 Lavras Semente de pinhdo manso
136 Maranhao Semente de pinhdo manso
299 Rio Grande do Sul Semente de pinhdo manso
112 Petrolina Semente de pinhdo manso
813 Desconhecido Semente de pinhdo manso
100 Séo Paulo Oleo de pinhdo manso
101 Sao Paulo Oleo de pinhdo manso
102 Séo Paulo Oleo de pinhdo manso

5.5.3 Equipamentos

As andlises isotopicas dos Oleos de pinhdo manso foram realizadas no
analisador elementar Flash EA™1112 acoplado a espectrdmetro de massas de
razao isotopica DeltaPlus XL com interface ConFlo Ill (Thermo Fisher Scientific,
Bremen, Alemanha), do Laboratdrio de Is6topos Estaveis do Cenpes/Petrobras.

As analises isotépicas do biodiesel foram realizadas no espectrdbmetro de
massas para razao isotépica modelo Delta V Plus (Thermo Fisher Scientific, Bremen,
Alemanha) acoplado a um cromatografo a gas modelo 7890A (Agilent Technologies)
com interface de combustdo modelo GC Combustion Ill (Thermo Fisher Scientific,
Bremen, Alemanha), do Laboratério de Is6topos Estaveis do Cenpes/Petrobras.

A identificacdo e a quantificacdo do teor dos ésteres metilicos do biodiesel
produzido a partir da transesterificacdo do 6leo de pinhdo manso foram realizadas
em sistema de cromatografo a gas GC-2010 (Shimadzu, Toquio, Japao) acoplado a
espectrometro de massas do tipo quadrupolo, GCMS-QP2010 (Shimadzu, Téquio,
Japao).
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5.5.4 Obtencédo dos 6leos de pinhdo manso por extragcdo com solvente
5.5.4.1 Andlise dos Brancos

Um estudo foi realizado para verificar se o processo de extracdo do Oleo da
semente de pinhdo manso poderia acarretar alguma contaminacdo do branco. Para
isso, foi efetuada a lavagem do extrator do soxhlet durante 4 horas com hexano.

Todo o aparato de extracdo (soxhlet, baldo e condensador), as vidrarias, a la
acrilica (marca VIGO AR) e o papel de filtro foram lavados varias vezes com hexano.

O hexano da lavagem (branco) desses aparatos foi evaporado em evaporador
rotatério até volume de 1 mL e analisado por Cromatografia a gas Acoplada a
Espectrdmetro de Massas (CG-EM) nas mesmas condicdes do método para
determinacdo do teor de ésteres metilicos em biodiesel (ltem 5.5.6.1), além do

hexano utilizado para lavagem e extracdo da semente.

5.5.4.2 Extracéo do 6leo de pinhdo manso

As sementes de pinhdo manso de regides diferentes foram secas em estufa, por
uma hora, e moidas em triturador da marca IKA (A11B, 50/60 Hz, 160 W). Depois de
trituradas, aproximadamente 30 g das sementes foram colocadas no extrator de
soxhlet empacotado com a |& acrilica e papel de filtro para evitar que elas
passassem para baldo. Aproximadamente 500 mL de hexano foram utilizados como
solvente de extracdo e temperatura de aproximadamente 70 °C por 3 horas. As
extracfes foram feitas em triplicata, simultaneamente em trés (3) extratores de
soxhlet diferentes.

Apés a extracdo, a amostra foi filtrada para retirar os residuos solidos
provenientes das sementes que foram arrastadas para o baléo e depois o hexano foi
evaporado em evaporador rotatério, restando somente o 6leo de pinhdo manso.

Em seguida o 6leo foi pesado para o calculo do rendimento. O teor de éleo
extraido foi calculado pela razdo entre a massa de Oleo obtida e a massa de
semente triturada. Os resultados sdo apresentados na Tabela 5.6 (p. 100).
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5.5.5 Biodiesel a partir da transesterificacéo a partir do 6leo de pinhdo manso

A transesterificacdo dos Oleos de pinhdo manso foi realizada com base no
método de Metcalfe com algumas modificacdes, utilizando um banho ultrassénico.

Foram pesados aproximadamente 0,8 g de cada 6leo de pinhdo manso e
aproximadamente 50 mg do padrdo C22:0, adicionados 5,0 mL de KOH metandlico
(2 mol/L) e colocados no ultrassom (ELMASONIC 30 H) por 3h a 70°C, frequéncia
ultrassénica de 80 kHz e poténcia ultrassbnica de pico de 480 W. Em seguida
foram adicionados 5,0 mL de solu¢cdo metandlica de BF; e deixados no ultrassom
por mais 1 hora. As reacdes foram feitas em frascos de 25 mL (marca Schott). Ao
término da reacédo, foram adicionados 1,0 mL de solucdo de NaCl (supersaturado). A
mistura foi transferida para um funil de separacéo juntamente com aproximadamente
10 mL de hexano. Agitou-se o funil e em seguida foi deixado em repouso para a
separacdo das fases. Em seguida, retirou-se a parte de hexano com o auxilio de
uma micropipeta e o mesmo foi evaporado em banho a 60 °C, obtendo-se, assim, 0

biodiesel.

5.5.6 Métodos

5.5.6.1 Analise do teor de ésteres metilicos do biodiesel obtido a partir da

transesterificacdo do 6leo de pinhdo manso por CG-EM

A determinacéo do teor de ésteres metilicos do biodiesel foi realizada de acordo
com a Norma EN 14103:2011 (Determination of ester and linolenic acid methyl ester
contentes - Determinacdo de ésteres totais e éster metilico de &cido linolénico em
FAME) e o método devidamente validado segundo DOQ-CGCRE-008 (2011).

5.5.6.1.1 Validagdo do método para determinacdo do teor de ésteres metilicos
do biodiesel por CG-EM

Na validacdo foram avaliados os seguintes parametros: linearidade, limite de
deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LQ), exatidao, limite de repetibilidade e
precisao intermediaria.

Preparou-se uma solugéo estoque em um baldo volumétrico com os padrdes de
ésteres metilicos (C18:1, C18:2 e C18:3 com 70.000 ppm; C16:0 e C18:0 com
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50.000 ppm e C14:0 e C16:1 com 2.500 ppm) em tolueno. A solucao foi preparada
gravimetricamente a partir dos padrbes individuais de cada éster metilico,
denominada de solucdo estoque. A partir desta solucdo, foram preparadas 8
diluicdes, utilizando respectivamente 1000 pL , 860 uL, 720 uL , 580 uL, 440 uL, 300
pL, 160 pL, 20 yL da solugdo estoque. Estas solucdes foram utilizadas para a
otimizacdo do método cromatografico de modo a obter uma resolucdo adequada
entre os ésteres metilicos, confirmada pelos cromatogramas.

As anadlises de identificacdo e quantificacdo do teor dos ésteres metilicos do
biodiesel produzidas a partir da transesterificacdo do 6leo de pinhdo manso foram
realizadas por CG-EM nas seguintes condi¢fes: razao de splitless 1:100; volume de
injecdo de 1 pL; temperaturas do injetor e detector em 250 °C, coluna cromatografica
Rtx-Wax - polietilenoglicol (30m x 0,25 mm x 0,32 um), marca Varian Inc (Walnut,
CA, EUA); programacéo do forno: 60 °C (2 min), 200 °C (10 °C/min), 240 °C (5,0
°C/min; 7min), sendo o tempo total de analise de 31 minutos. Foi usado o hélio 6.0
como gas de arraste com fluxo constante de 30 mL/min. O modo SCAN, na faixa de

massa de 40 a 500 Daltons foi utilizado para confirmacéo dos espectros de massas.

5.5.6.2. Calibracéo do sistema AE-EMRI

Para calibracdo do gas de referéncia CO, utilizou-se o padrdo de referéncia
internacional NBS-22, "Cyppg = - 30,031 + 0,043 %o (IAEA, Viena, Austria, 2009),
nas seguintes condi¢cdes: temperaturas de 900 °C e 680 °C do reator de oxidacédo e

reducao, respectivamente. A temperatura do forno foi mantida a 45 °C.

5.5.6.3 Andlise isotopica do 6leo de pinhdo manso de diferentes origens

geograficas por AE-EMRI

Aproximadamente 0,5 mg de cada amostra de cada amostra do 6leo de pinhao

manso foi pesada em capsulas de estanho e colocadas no amostrador automatico.



99

5.5.6.4 Andlises dos ésteres metilicos do biodiesel por CG-C-EMRI

As condi¢des cromatograficas foram as seguintes: coluna cromatografica: DB-23
- 50 % cianopropril, 50 % dimetilolisiloxano (30 m x 0,25 mm x 0,25 ym), marca J&W
Scientifc (Califérnia, EUA), volume de injecao de 0,1 uL no modo splitless;
temperatura do injetor de 250 °C, fluxo da coluna capilar ajustado para 1,0 mL/min
utilizando hélio como gas de arraste; programacdo do forno: 60 °C até 200 °C
(rampa de 7 °C/min) — 216 °C rampa de 2 °C/min) por 2 min, sendo o tempo total

de analise de 32 minutos.

5.5.6.5 Parametros do Espectrometro de Massas de Razao Isotdpica

Alto vacuo: 10-6 mBar; massa/carga para os ions dos is6topos de carbono
monitorados: m/z 44 e m/z 45 e voltagem de ionizacdo 124eV. Temperatura do forno
de combustdo: 950 °C. Foram submetidos no sistema 5 (cinco) pulsos do gas de
referéncia CO,, sendo trés no inicio da corrida e dois no final, de 30 segundos cada.

Tempo total de analise de 1950 s. Tempo de backflush: 950 s.

5.6 Resultados e Discussao

5.6.1 Extrac&o do 6leo de pinhdo manso

Apesar da tecnologia existente para a extracdo do Oleo ndo ser complexa, o
método de extracdo do 6leo das sementes de pinhdo manso foi otimizado de forma
a garantir um maior rendimento e menor contaminagdo da amostra final. Sendo o
6leo de pinhdo manso a matéria-prima utilizada na obtencéo do biodiesel, a extracéo
foi realizada tomando os devidos cuidados para evitar contaminagdes cruzadas e
assim diminuir a possibilidade de interferentes no biodiesel final visto que a técnica
de espectrometria de massas de razéo isotopica € mais sensivel quando comparada
a espectrometria de massas habitual.

A extracdo foi caracterizada pelo rendimento em 6leo (%). Os rendimentos para
cada replicata de amostra de sementes de pinh&o manso estdo apresentados na
Tabela 5.6.
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Tabela 5.6 Rendimentos da extracao do 6leo (%) para cada amostra de sementes de pinhdo manso.

Cdédigo e Regiao Extracéo Massa das Massa de Rendimento Ren,di.mento
da semente sementes (Q) 6leo (g9) (%) médio (%)
1 30,1281 9,1750 30,4
DOL(J;Q)DOS 2 30,1027 10,5380 35,0 32,1
3 30,5500 11,6010 37,9
1 30,0174 10,7690 35,9
LAVRAS (201) 2 30,1610 9,0611 30,1 35,2
3 30,3570 12,0663 39,7
1 30,5856 13,0807 42,8
MARANHAO (136) 2 30,0550 11,5745 38,5 42,7
3 30,1114 14,2409 47,3
1 30,7965 14,1387 45,9
RIOSGUT_/_\(I;QD; DO 2 30,5889 11,1104 36,3 43,7
3 30,6230 14,9845 48,9
1 30,0762 9,772 0,3249
PETROLINA (112) 2 30,1463 8,7472 0,2902 34,7
3 30,3139 12,9422 0,4269
1 30,5682 13,7824 0,4509
813 2 30,2924 11,8396 0,3908 40,3
3 30,0781 11,0951 0,3689

Os rendimentos em Oleo obtidos foram significativos (> 30 %) para todas as
amostras. Os resultados encontrados possibilitaram uma avaliacdo geral do método
de extracdo otimizado frente as variaveis temperatura e tempo de extracdo e o
mesmo pode ser considerado como uma potencial rota para obtencdo do 6leo de

pinhdo manso em escala laboratorial.
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5.6.2 Transesterificacdo do 6leo de pinhdo manso

Na sintese do biodiesel, um fator importante foi levado em consideracao sobre o
uso dos reagentes utilizados na transesterificacdo dos Oleos, como o caso do
metanol. A assinatura isotopica do metanol depende da sua origem, apresentando
valores mais negativos de 5'°C, ou seja, cada metanol podera apresentar um valor
isotopico diferente do outro. Sendo assim, utilizou-se o metanol do mesmo frasco
(lote) para todas as reacbes de transesterificacdo. O metanol usado na
transesterificacdo influencia o valor isotdpico dos ésteres metilicos por conta da
adicdo de um carbono. Em virtude disso, a razdo isotépica de 3'*C do metanol foi
determinada por AE-EMRI (5*C = - 38,412 %o) e os valores isotépicos de 3*C dos
ésteres metilicos foram corrigidos de acordo com a equac&o 5.1, onde 3™*Cyedido € O
valor isotépico medido para o éster metilico, 5*Cyeon € 0 valor isotépico do metanol

determinado previamente e n corresponde ao numero de carbonos do éster metilico.

[513C|v|edido>< (1+n)- 513CMeOH]
n

513(: _

Corrigido —

Equacdo 5.1

As andlises isotépicas devem seguir todos os cuidados com relacdo as
variacfes isotopicas, pois devem ser identificadas se as mesmas sao provenientes
do processo ou da prépria amostra. Para evitar davidas, a rastreabilidade deve ser
assegurada em todo o processo de medicao.

Logo, o padrdo de éster metilico C22:0, denominado como spiking, foi
adicionado ao 0Oleo a ser transesterificado, participando entdo do meio reacional
durante o processo, em que pode ocorrer fracionamento isotopico.

A adicdo de padrdo (spiking) (EDER, 1995) é um método que consiste em
adicionar quantidades conhecidas do analito na amostra com o intuito de verificar
possiveis fontes e/ou a ocorréncia de fracionamento isotépico, visto que o padrao é
submetido a todas as fases do processo de obtencéo do biodiesel.

A escolha do C22:0 como spiking, foi em virtude do mesmo néo estar presente
nas amostras do 0leo de pinhdo manso e por eluir separadamente e distante dos
outros componentes da amostra. O seu valor isotopico foi determinado previamente

por AE-EMRI (3**Cyppg = -27,09 + 0,06 %), e usado para normalizar os dados dos
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ésteres metilicos dos 6leos de pinhdo manso. Os resultados dos valores isotépicos

de 5"Cyppg (%o0) do padrdo C22:0 sdo apresentados na Tabela 5.7.

Tabela 5.7 Valores isotopicos do padrdo C22:0 (spiking).

C22:0 613CVPDB (%o)

Analise 1 -26,95
Analise 2 -27,02
Analise 3 -26,98
Andlise 4 -27,00
Anédlise 5 -27,16
Andlise 6 -27,13
Analise 7 -27,07
Analise 8 -27,04
Analise 9 -27,05
Andlise 10 -27,07
Andlise 11 -27,01
Média (%o) -27,04
Média normalizada (NBS22) (%o) -27,09
Desvio Padréo (%) 0,06

Coeficiente de Variagdo (CV) (%) 0,23

5.6.3 Anélise dos ésteres metilicos do biodiesel de pinhdo manso por CG-EM

O método para determinacéo dos ésteres metilicos do biodiesel por CG-EM foi
devidamente validado de acordo com o DOQ-CGCRE-008 (2011), para os ésteres
metilicos C14:0 (miristato de metila), C16:0 (palmitato de metila), C16:1 (palmitoleato
de Metila), C18:0 (estearato de metila), C18:1 (oleato de metila), C18:2 (linoleato de
Metila) e C18:3 (linolenato de metila). A exatidado foi avaliada utilizando o MRC de
biodiesel de soja do NIST/INMETRO (SRM 2772), através do Erro Normalizado (E,)
(Equacdo 5.2). Os valores certificados e experimentais para o MRC estédo
apresentados na Tabela 5.8.

Xius = X,

E,=
\/U 2Iab +U 2ref

Equacéo 5.2

Onde: Xap: valor obtido experimentalmente; X,: valor aceito como verdadeiro
(valor certificado do MRC); Upp: incerteza associada ao resultado experimental e
U iNncerteza associada ao valor verdadeiro (incerteza declarada no certificado do
MRC).
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Os parametros avaliados na validagdo do método, linearidade, limite de
detecgédo (LD), limite de quantificagdo (LQ), exatiddo, limite de repetibilidade e

precisao intermediaria estdo apresentados na Tabela 5.9.

Tabela 5.8 Valores certificados e experimentais do MRC do biodiesel de soja do NIST.

MRC NIST (Valor Certificado) MRC NIST (Valor Experimental)
Média (g/kg) U (g/kg) Média (g/kg) U (g/kg)
0,8 0,1 0,7 0,0
107,0 2,0 102,2 2,1
13 0,2 0,8 0,0
43,0 2,7 42,6 0,7
233,0 6,0 2241 3,6
523,0 17,0 534,6 9,1
78,2 2,0 73,2 2,0

Tabela 5.9 Resultados dos parametros avaliados na validacdo do método para determinacao
dos ésteres metilicos por CG-EM.

Miiitl?éo Line(aF;izgiade LD (g/kg) LQ (g/kg) Ex?g/i(géo Repet(ig/)oi)lidade Intzrr??:/(leo:;sj?gria
C14:0 0,9908 3,1 4,5 1,02 2,94 6,15
C16:0 0,9935 51,5 76,3 1,06 2,47 6,51
Cl6:1 0,9927 2,7 4,0 1,09 2,38 6,23
C18:0 0,9935 51,3 76,0 0,15 2,27 7,33
C18:1 0,9937 71,0 105,3 1,27 2,35 7,53
C18:2 0,9935 72,3 107,2 0,6 2,38 7,37
C18:3 0,9934 72,8 107,8 1,77 2,44 7,15

Os resultados dos parametros avaliados na validacdo do método para a
determinacdo dos ésteres metilicos por CG-EM demonstram que o método €
adequado para as andlises dos ésteres metilicos com a qualidade exigida para esta
determinacao.

Na Figura 5.3 tem-se o perfil cromatografico de uma amostra de biodiesel de
pinhdo manso obtido por CG-EM. Os resultados do teor de ésteres metilicos (%)

para cada biodiesel estdo apresentados na Tabela 5.10.
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Figura 5.3 Perfil cromatografico de uma amostra de biodiesel de pinhdo manso obtido por CG-EM.

Tabela 5.10 Resultados do teor de ésteres metilicos totais (%) para cada biodiesel.

Biodiesel

Teor de Esteres Metilicos Totais (%) Desvio Padr&o (%)

Bio 136

Bio 813

Bio 299

Bio 112

Bio 201

Bio 264

Bio 100

Bio 101

Bio 102

96,44
103,03
95,25
98,35
96,71
96,80
97,77
96,71

95,02

0,28
0,23
0,54
0,28
0,40
0,53
0,41
0,23

0,48

A qualidade do biodiesel esta diretamente ligada ao seu teor de ésteres. A

norma europeia EN14214 e a brasileira (ANP) definem a quantidade minima de

ésteres em 96,5 % (m/m). Conforme apresentado na Tabela 5.10, os resultados do

teor de ésteres metilicos de cada biodiesel (todos acima de 95 %) produzido a partir

do Oleo de pinhdo manso indicam uma boa conversdo do 6leo vegetal a ésteres

metilicos para todas as amostras e indicam também um biodiesel de boa qualidade.
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Os ésteres metilicos do biodiesel de pinhdo manso foram quantificados,

utilizando o C19:0 (nonadecanoato de metila) como padréo interno. O teor de

ésteres foi obtido através da comparacdo da razdo de areas do éster e do padrdo

interno, admitindo-se o mesmo fator resposta. Os resultados do teor de cada éster
(C16:0, C16:1, C18:0, cis-C18:1, trans-C18:1 e C18:2) em % estdo apresentados na

Tabela 5.11 e graficamente na Figura 5.4.

Tabela 5.11 Teor dos ésteres metilicos (%) nas amostras de biodiesel de pinhdo manso.

(%) Teor de éster

10,00

e Amostras
ster Bio 136 Bio 813 Bi0o 299 Bio 112 Bio 201 Bio 264 Bio 100 Bio 101 Bio 102
C16:0 15,06 15,37 14,39 15,10 14,06 14,82 13,94 13,48 14,09
Cil6:1 0,93 1,05 0,77 0,99 0,85 0,85 0,78 0,70 0,76
C18:0 5,94 5,75 5,51 5,52 6,20 5,59 7,36 6,70 6,55
cis-C18:1 36,19 37,78 35,49 35,60 38,14 37,36 45,05 40,72 40,13
trans-C18:1 1,29 1,38 1,09 1,33 1,32 1,24 0,97 1,09 1,13
Cc18:2 40,59 38,66 42,75 41,45 39,43 40,15 31,91 37,32 37,33
50,00 -
45,00 -
40,00 Amostras
g 35,00 4 = Bio 136
T som - ® Bio 813
E Bio 209
% 25,00 4 Bio 112
£ 20,00 Bio 201
3 .
5 15.00 - Bio 264
o Bio 100
Bio 101
“ Bio 102
|l

Cle

Ci16:1

cis-C18:1 trans-C18:1 C18:2

Ester Metilico

Figura 5.4 Teor de cada éster (%) presente nas amostras de biodiesel de pinhdo manso.

Conforme a Figura 5.4, a relacdo do teor de éster (%) dos constituintes das

amostras de biodiesel de pinhdo manso néo apresenta diferencas significativas entre

elas. Todas as amostras apresentaram 0S mesmos acidos graxos em suas

composicdes, diferenciando apenas nas intensidades relativas e tendo o cis-C18:1 e

o C18:2 como constituintes majoritarios, da mesma forma que o 6leo de pinhao
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manso com composicdo predominantemente oleica (C18:1) e linoleica (C18:2)
(FOIDL et al, 1996).

Dentre as propriedades do biodiesel que sdo determinadas pela composi¢cao dos
ésteres de acidos graxos tem-se a estabilidade oxidativa e a viscosidade (KNOTHE,
2005). A predominancia do cis-C18:1 e do C18:2 nas amostras de biodiesel de
pinhdo manso, devido as insaturacdes, favorece algumas das propriedades fisicas
do biodiesel, tais como o ponto de entupimento e a viscosidade. As insaturacdes
reduzem a viscosidade do biodiesel e melhoram as propriedades de ponto de
entupimento. Entretanto, a presenca de acidos graxos insaturados ir4 causar baixa

estabilidade oxidativa ao biocombustivel.

5.6.4 Avaliacdo da assinatura isotépica do 6leo de pinhdo manso de diferentes
origens geograficas por AE-EMRI.

O sistema AE-EMRI foi calibrado utilizando-se o material de referéncia
internacional NBS-22 (3*3Cypps = - 30,031 + 0,043 %0). Os dados foram gerados em
triplicata (condi¢cdes de repetibilidade) e normalizados pelo fator de correcéo de
1,00185, mesmo obtendo o valor de 5"*Cyppg medido para o padrdo de referéncia
NBS-22 dentro da faixa do valor certificado. Na Tabela 5.12 sdo apresentados 0s

valores de 3'3Cyppg Obtidos na calibracdo do sistema AE-EMRI.

Tabela 5.12 Verificag8o da calibragdo do sistema AE-EMRI.

MRC NBS22 8" Cypos (%o)
Anélise 1 -29,91
Anélise 2 -30,04
Anélise 3 -29,98
Média Experimental (%o) -29,97
Desvio Padréo (%) 0,07
Coeficiente de Variagdo (%) 0,22
Valor Certificado (%) [IAEA, 1995] -30,03
Desvio Padréo (%o) [IAEA, 1995] 0,06
Fator de correcao (single-point) 1,00185

Para averiguar possiveis variacdes nos valores isotopicos em virtude do
processo de extracdo, foram analisados os 6leos de trés diferentes extracdes de

cada semente de pinh&o manso e cada uma em triplicata.
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Os resultados dos valores isotépicos para a amostra 813 de 6leo de pinhdo

manso e suas respectivas triplicatas séo apresentados na Tabela 5.13.

Tabela 5.13 Resultados dos valores isotdpicos de 5'°C de éleos de pinhdo manso provenientes de
trés diferentes extracdes da mesma semente (amostra 813).

Oleo de Médiadas Desvio

« o 5Cyppe  Média Desvio C.V. ~ ~. C.V.
Fxtragdo - pinhao (%) (%)  Padrdo (%) (%) e“;;)f)oes P?;E)ao %)
813 11 2867
1 813 12  -2868  -28,69 0,03 0,09
813 13  -2872
813 21  -2862
2 813 2 2  -2874  -28,68 0,06 021  -2870 0,03 0,09
813 23 -2869
813 31  -2874
3 813 3 2  -2874 2873 0,02 0,07
81333  -2871

C.V. = Coeficiente de Variacéo.

Como o desvio padrdo dos valores de 3'3C dos 6leos das trés diferentes
extracOes foi menor ou igual ao desvio padrdo das préprias replicatas de analise e
as médias obtidas para cada 6leo muito semelhantes entre si, pode-se afirmar que o
processo de extracdo do 6leo ndo tem influéncia sobre a assinatura isotdpica.

Desta forma, as amostras de 6leo extraidas com 0 mesmo processo de extracao
foram comparadas entre si com relagdo aos seus valores de 5C. Os valores
isotopicos de 5'°C das amostras de 6leo de pinhd manso de cada 6leo estdo

apresentados na Tabela 5.14 e na Figura 5.5.

Tabela 5.14 Valores isotépicos de 613CVPDB para amostras do 6leo de pinhdo manso de diferentes
origens.

Amostra  Média 8 Cypps (%0)  Média normalizada 5 °Cyppg (%o) Desvio Padréo C.V.
(%0) (%)

813 -28,65 -28,70 0,03 0,09
100 -28,45 -28,50 0,05 0,18
101 -29,85 -29,90 0,09 0,31
102 -28,52 -28,57 0,07 0,24
201 -29,00 -29,05 0,02 0,08
136 -29,27 -29,32 0,02 0,08
112 -28,84 -28,89 0,01 0,03
299 -28,93 -28,98 0,02 0,08
264 -28,77 -28,82 0,11 0,37

C.V. = Coeficiente de Variacao.
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Figura 5.5 Valores isotdpicos das amostras do 6leo de pinhdo manso de diferentes regides.

Pela analise do grafico da Figura 5.5, observa-se que ndo ha diferenca
significativa nos valores isotépicos das amostras de 6leo de pinhdo manso. O valor
isotépico 8**Cypps para o 6leo de pinhdo manso por AE-EMRI foi determinado pela
média dos valores isotopicos de todas as amostras e o desvio padrdo das analises
(5"3Cvpps = -28,9 + 0,4). Os valores isotépicos de 5Cypps (%0) encontrados na
literatura (KELLY; RHODES, 2002) para alguns 6leos de diferentes origens obtidos
por AE-EMRI e o valor isotépico de 5**Cyppg determinado nesse trabalho para o 6leo

de pinhdo manso estdo apresentados na Tabela 5.15.

Tabela 5.15 613CVPDB para os 6leos de diferentes origens obtidos por AE-EMRI.

Oleos 5"Curos (%o)
Canola -30,4+1,6
Palma -29,6£1,2
Soja -315+1,3
Amendoim -29,3+0,9
Milho -16,1+1,0
Oliva -299+1,2
Pinh&o manso” -28,9+0,4

n = 9 para o pinhao manso e n=3 para 0s demais 6éleos.
PANETTA; JAHREN, 2011.
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Os valores isotdpicos de 5**Cyppg Obtidos para os 6leos de pinhdo manso de
diferentes regides estdo na faixa dos valores isotopicos das oleaginosas com via
biossintética C3, ou seja, estdo de acordo com os dados disponiveis na literatura
para os valores isotdpicos de carbono (33Cyppg) de 6leos vegetais (KELLY;
RHODES, 2002).

5.6.5 Avaliacdo da assinatura isotopica dos ésteres metilicos do biodiesel de

pinhdo manso de diferentes origens geograficas por CG-C-EMRI

Meier-Augenstein (2002) relatou a dificuldade da analise isotépica de ésteres
metilicos em virtude da separacdo cromatografica dos ésteres metilicos cis e trans.
Para a andlise isotopica é imprescindivel uma boa resolucdo cromatografica para
que ndo haja variacdo isotépica nos resultados de 53Cypps (%0). Para tanto foi
utilizada uma coluna capilar com a fase estacionaria (50 % cianopropril, 50 %
dimetilolisiloxano) que permitiu boa resolucéo dos picos dos ésteres metilicos e a
separacao dos isomeros cis-C18:1 e trans-C18:1.

Nas analises do biodiesel obtido a partir da transesterificacdo do 6leo de pinh&o
manso por CG-C-EMRI, inicialmente foram injetadas uma mistura de padrdes
contendo o padrdo de éster metilico C18:0 (3™Cvpps = - 23,24 + 0,01 %0) da
Universidade de Indiana (Bloomington, EUA) e 0 C22:0 (3**Cyppg = - 27,09 + 0,06 %o)
entre as analises para verificacfes das medi¢cdes e o MRC de biodiesel de soja SRM
2772 do NIST/INMETRO. Os cromatogramas: (a) mistura C18:0 + C22:0 (spiking);
(b) MRC de biodiesel de soja SRM 2772 NIST/INMETRO; (c) Biodiesel de pinhao
manso + C19:0 + C22:0 sdo apresentados na Figura 5.6.



110

a
@) W Was
10000
4 A A
2000
5 H H f
£
rag— C180
o
e
[
=
E 4000
c220
2000 JL
o +
T T T T T T T T T
200 400 E00 00 1000 1200 1400 1600 1800 Tempo (5)
{b)
W aa W as
10000+
85.4137.188.10 18341889
: |
woood A A A C182 |
E H 1 H H
L so004
g
Z c18:1
£ 4000+
C16:0
C18:0 X
2000 l G183
N
o L—J‘ 4
T T T T T T T T T
200 400 EO0 500 1000 1200 1400 1600 1800 Tempo (51
()
™ Was
10000+
. = . - i
2000 C19:0
9 Ly 14
£
& E0007
E 182
z
B N\
E 40001 C181
C16:0
2000+ l c1g0 coma
\ :
o A A
T T T T T T T T T
200 400 GO0 ann 1000 1200 1400 1600 1800 Tempa (=)

Figura 5.6 Cromatogramas obtidos por CG-C-EMRI (a) mistura dos padrdes C18:0 (certificado) +
C22:0 (spiking); (b) MRC de biodiesel de soja SRM 2772 NIST/INMETRO; (c) Biodiesel de pinhéo
manso + C19:0 + C22:0

Os valores isotépicos 5**Cyppg Obtidos por CG-C-EMRI do padrdo isotopico
certificado C18:0 (33Cvpos = -23,24 + 0,01 %) e do padrdo C22:0
(5'3Cvpps = -27,09 + 0,5) estdo apresentados na Tabela 5.16 e no grafico da Figura
5.7 os valores isotdpicos 5**Cyppg do padrao isotdpico certificado C18:0 e do padrdo
C22:0 obtidos por CG-C-EMRI e seus respectivos valores certificados e de
referéncia de cada uma deles.
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Tabela 5.16 Valores isot6picos dos padrées C18:0 e C22:0 determinados por CG-C-EMRI.
Padréo C18:0 Padréo C22:0

Anédlises 13 a 13 b
(8 °Cypps = - 23,24 £ 0,01 %o) (6 °Cypps = - 27,09 £ 0,5 %)
1 -23,30 -26,57
2 -22,99 -27,78
3 -23,21 -27,54
4 -22,76 -26,75
5 -23,05 -26,27
6 -23,18 -26,00
7 -23,04 -26,03
) -22,85 -26,26
9 -22,77 -30,17
10 -22,68 -28,83
11 -22,65 -27,43
Média -22,95 -27,24

2valor isotépico certificado; °valor isotépico de referéncia.
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-30 | === - 18:0 Valor Certificado

'35 T T T T T T T T T T 1
i 2 3 4 5 & 7 & 9 10 11

Nimero de Medigoes

Figura 5.7 Valores isotépicos 5"Cyppg Obtidos por CG-C-EMRI do padréo isotoépico certificado C18:0
e do padrdo C22:0 e os respectivos valores certificados e de referéncia.
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No grafico da Figura 5.7 observa-se que os valores isotopicos obtidos para o
padrao de C18:0 estdo na faixa do valor certificado. Em relagédo ao padrdo C22:0,
houve uma pequena variacdo nas ultimas analises que pode ter sido ocasionado
pela combustdo incompleta da amostra. Dependendo do nimero de determinacdes,
€ necessario fazer uma oxidacdo no reator do forno de combustdo. Com esses
resultados podemos afirmar que o sistema CG-C-EMRI estd calibrado para as
analises do biodiesel de pinhdo manso.

Com relacdo ao C19:0, avaliando-se os valores isotdépicos em cada amostra,
observa-se que o desvio padrdo dos valores brutos € menor que os valores apés a
normalizacdo, 0 que mostra que o processo de obtencdo dos biodieseis € a maior
fonte de fracionamento isotdpico, e consequente variacdo dos valores isotépicos, do
gue a andlise em si, jA que o C19:0 ndo participou do meio reacional. O desvio
padrdo do C19:0 nas amostras foi de 0,5 %o, conforme critério adotado, nos dados
brutos do valor isotépico, de acordo com a Tabela 5.17.

Tabela 5.17 Valores isotopicos brutos de 5"Cypos (%0) do C19:0 nas amostras de biodiesel de pinh&o
manso e os valores normalizados com o C22:0 (spiking).

5"Cypps (%0) C19:0

Amostra E)/:ﬂ?(; Valor Normalizado com C22:0
813 -29,83 -31,98
136 -29,79 -30,56
112 -29,92 -31,59
100 -30,26 -32,54
201 -30,26 -32,89
101 -30,37 -34,37
102 -30,50 -32,54
264 -31,38 -31,90
299 -31,15 -32,13
Média -30,38 -32,28
Desvio Padrédo (DP) 0,6 1,0
C.V. (%) 1,8 3,2

C.V. = Coeficiente de variacéo.

Os resultados brutos de 3™Cyppg dos ésteres metilicos do biodiesel de pinh&o
manso foram normalizados utilizando o método de normalizacdo single-point,

utilizando o padrao de referéncia secundario C22:0.



113

Os valores isotépicos brutos de 5**Cyppg dos ésteres metilicos de cada amostra

de biodiesel de pinhdo manso estéo apresentados na Tabela 5.18.

Tabela 5.18 Valores isotopicos de 5"Cypps dos ésteres metilicos (C16:0, C18:0,C18:1 e C18:2)

de cada amostra de biodiesel de pinhdo manso.

Ester Metilico (%o)

Amostras C16:0 C18:0 Ci18:1 C18:2
813 -31,99 -32,31 -30,67 -32,00
136 -31,48 -31,70 -29,93 -31,94
112 -31,51 -31,82 -29,93 -34,82
100 -31,84 -31,85 -29,72 -34,84
201 -32,50 -32,29 -30,45 -35,34
101 -34,68 -34,80 -32,54 -37,00
102 -31,52 -31,39 -29,38 -33,63
264 -30,48 -31,48 -28,38 -34,02
299 -30,88 -31,48 -29,36 -34,91
Média -31,88 -32,12 -30,04 -34,28
Desvio Padréo 1,2 1,1 11 1,6
C.V. -3,79 -3,29 -3,83 -4,69

Os valores de 3'3Cyppg Obtidos para os ésteres metilicos do biodiesel de pinh&o

manso apresentaram valores na faixa dos valores isotOpicos caracteristicos de

planta com metabolismo C3. Os dados de valores isotépicos d*Cypps de ésteres
metilicos de diferentes fontes disponiveis na literatura (PANETTA; JAHREN, 2011)

estdo apresentados na Tabela 5.19.

Tabela 5.19 Valores isotopicos 6130VPDB (%0) de ésteres metilicos de diferentes fontes e os valores
obtidos de 5"*Cypps dos ésteres metilicos do biodiesel de pinhdo manso.

Esteres Metilicos

C16:0
C18:0
c18:1
C18:2

Desvio Padréo (%)

& "Cypos (%o)

Canola Palma Soja Amendoim Milho Oliva Pinhdo manso
-30,36 -29,72 -31,65 -29,63 -16,45 -30,01 -31,88
- -30,39 -32,79 -30,69 -16,00 -31,45 -32,12
-29,89 -29,20 -31,02 -28,79 -16,01 -29,52 -30,04
-30,56 -29,92 -31,50 -29,47 -16,10 -31,30 -34,28
1,6 1,2 1.3 0,9 1,0 1,2 1,7

PANETTA; JAHREN, 2011.
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Na Figura 5.8 pode-se observar o mesmo comportamento apresentado para 0s
Oleos de pinhdo manso em relacdo a variacdo na proporcdo da matéria-prima e

concentracdo de ésteres saturados e insaturados.

0,00 4
- . u " . . . u

13 Ar 36 Ar 12 An 00 Ar 01 Ar 01 Ar 02 Ar 64 Ar 99

-5.00
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Figura 5.8 Valores isotdpicos de 8"*Cyppg dos ésteres metilicos (C16:0, C18:0, C18:1 e C18:2) de
cada amostra de biodiesel de pinh&o manso.

Ao analisar os resultados de 5Cyppg Obtidos para os ésteres metilicos do
biodiesel de pinhdo manso observam-se as mesmas caracteristicas das amostras de
6leo de pinhdo manso, ou seja, o0 valor isotépico mais negativo para o C18:1 e para

0 C18:2 em todas as amostras de biodiesel de pinhdo manso.

5.7 Conclusdes

A avaliacdo do perfil isotépico de 3°Cypps do 6leo de pinhdo manso e dos
ésteres metilicos do biodiesel a partir da transesterificacdo do 6leo de pinhdo manso
foi possivel mediante as andlises de amostras de semente e do 6leo de pinhdo
manso de diferentes origens geograficas. Com a determinacgéo da razédo isotopica da
matéria-prima e do biodiesel foi possivel tragar um perfil isotopico esperado para o
biodiesel, que se torna uma ferramenta que permite caracterizar e atestar qualidade
ao mesmo.

O método para determinacdo da razdo isotépica de &™Cypps demonstrou a
importancia do uso de materiais de referéncia para garantir a confiabilidade das
medicbes isotdpicas. Foi identificada a ocorréncia de fracionamento isotépico no

processo de transesterificacdo do 6leo e o uso de um padrdo como spiking foi crucial
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para que os possiveis fracionamentos isotopicos fossem identificados ao longo do
processo e corrigidos através dos métodos de normalizagéao.

As caracteristicas das matérias-primas utilizadas na producdo do biodiesel
combinadas com a determinacdo da razdo isotOpica através da técnica de
espectrometria de massas de razdo isotdpica sdo capazes de caracterizar e
correlacionar as mesmas tornando-se entdo uma ferramenta na caracterizacdo do

biodiesel garantindo rastreabilidade e confiabilidade ao produto final.
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CAPITULO 6

CONCLUSOES FINAIS
6.1 Conclusdes Gerais

A importancia dos métodos de calibracdo e normalizacdo nas medicdes
isotopicas foi evidenciada nos estudos e a sua aplicacdo ndo abrange somente as
andlises isotopicas de etanol combustivel e biodiesel, mas sim as medi¢des
isotépicas em geral. Nos métodos de calibracdo e de normalizacdo se faz
necessario o uso de materiais de referéncia adequados, além disso, para garantir
confiancas as medi¢bes isotopicas, os valores isotopicos brutos devem ser
normalizados utilizando pelo menos um método de normalizacdo. Destacou-se
também a importancia da producdo de materiais de referéncia certificados para as
analises isotopicas por CG-C-EMRI.

Com um método seletivo e rastreavel ao VPDB, foi possivel avaliar a assinatura
isotopica do etanol combustivel de diferentes fontes de matéria-prima e origens
geograficas e com a andlise estatistica dos resultados foi possivel tracar o perfil
isotopico do etanol combustivel de cana-de agucar no Brasil.

Na avaliacdo do perfil isotopico do biodiesel de pinhdo manso, o uso de um
padrdo spiking foi crucial na identificacdo de fracionamento isotépico no processo de
transesterificacdo do 6leo de pinhdo manso para a obtencdo do biodiesel.

Com a diversidade de matérias-primas com potencial para a producdo do
biodiesel, a avaliacdo do perfil isotdépico da matéria-prima, o 6leo de pinhdo manso,
e do biodiesel de pinhdo manso € uma forma de atestar qualidade ao produto final.

Através da técnica de EMRI foi possivel tracar o perfil isotdépico dos
biocombustiveis: etanol combustivel e biodiesel, sendo uma ferramenta que permite

garantir a rastreabilidade e confiabilidade aos mesmos.
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6.2 Perspectivas Futuras

Como perspectivas futuras tem-se como desafio a producdo de material de
referéncia certificado para valores isotopicos, a principio para matrizes simples,
como o etanol combustivel e posteriormente para matrizes complexas como o
biodiesel.

A participacdo em comparacdes internacionais e atuacdo como provedores em
ensaios de proficiéncia para medi¢cdes isotopicas também sdo consideradas metas

futuras.
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