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RESUMO

O biodiesel tem chamado atencdo, principalmente, por questdes ambientais. Este
biocombustivel pode reduzir, em 78%, as emissdes de dioxido de carbono, quando
comparado ao diesel convencional; ainda apresenta propriedades lubrificantes melhores;
maior ponto de combustao, tornando seu transporte e armazenamento mais seguros. Do
ponto de vista quimico, biodiesel é uma mistura de ésteres formada a partir da reacéo de
transesterificagdo de triglicerideos, presentes em 6leos e gorduras, ou ainda, a partir da
esterificacdo acidos graxos extraidos de micro-organismos, com alcool de cadeia curta
(geralmente metanol ou etanol), na presenca de catalisador basico (NaOH e KOH),
acido (HCI e H,SO4) ou enzimético. Dentro deste contexto, o desenvolvimento e
otimizacdo de metodologias analiticas cada vez mais eficientes rapidas e precisas tanto
para o controle de qualidade do biodiesel, quanto de suas matérias-primas tornam-se
necessarias. No presente trabalho foram sintetizadas amostras de biodiesel, via catalises
basica e acida, a partir de diferentes Gleos vegetais obtidos comercialmente. Para a
determinacdo de ésteres metilicos de &cidos graxos majoritarios em amostras de
biodiesel foi utilizado a cromatografia a gas rapida com deteccdo por ionizacdo em
chama, acrénimo do inglés, “Fast GC-FID”, através de uma coluna capilar contendo
fase estacionaria de liquido i6nico, sob condi¢fes isotérmicas de temperatura. O método
foi aplicado com sucesso no monitoramento de reacdes de transesterificacdo de
catalisadores bésicos e acidos de 6leos vegetais como soja, canola, milho, girassol e
aqueles utilizados no processo de fritura. Por outro lado, a determinacdo de acidez em
amostras de biodiesel, foi mediada através de um método desenvolvido e otimizado por
eletroforese capilar, com deteccdo indireta no ultravioleta em 224 nm. A etapa
investigativa para o preparo das amostras, a qual se configurou como crucial para o
sucesso das analises foi realizada com o auxilio de um planejamento fatorial completo
do tipo 3% através da variacdo dos fatores massa pesada e o tempo de agitacdo. O
método por eletroforese capilar mostrou-se satisfatorio, pois ndo houve diferencas
significativas, em nivel de 95%, quando comparado com a metodologia oficial, por

titulagdo potenciométrica.

Palavras chave: Biodiesel. Esteres metilicos. Acidez livre. Eletroforese capilar de zona.
Acidos graxos. Fast GC-FID.



ABSTRACT

Biodiesel has attracted attention mainly for environmental subjects. This biofuel might
reduce carbon dioxide emissions by 78% when compared to conventional diesel and
presents better lubricating properties; greater point of combustion, making its transport
and storage safer. According to the chemical standpoint, biodiesel is a mixture of esters
formed from the transesterification reaction of triglycerides present in oils and fats, or
from the esterification of fatty acids extracted from microorganisms with short chain
alcohol (usually methanol or ethanol) in the presence of a basic (NaOH and KOH), acid
(HCI and H,SO,) or enzymatic catalysts. Within this context, the development and
optimization of increasingly efficient and rapid analytical methodologies for both
biodiesel quality control and its raw materials become necessary. In the present work,
samples of biodiesel were synthesized, via basic and acid catalysis, from different
commercially obtained vegetable oils. For the determination of major fatty acid methyl
esters in biodiesel samples, fast gas chromatography with flame ionization detector,
“Fast GC-FID”, was used through a capillary column containing a stationary phase of
ionic liquid under isothermal conditions of temperature. The method was successfully
applied in the monitoring of transesterification reactions of basic catalysts and acids of
vegetable oils such as soybean, canola, corn, sunflower and those used in the frying
process. On the other hand, the determination of acidity in biodiesel samples was
mediated through a method developed and optimized by capillary electrophoresis, with
indirect ultraviolet detection at 224 nm. The investigative step for the preparation of the
samples, which was configured as crucial to the success of the analyzes was carried out
with the aid of a complete 3% factorial design, through the variation of the factors mass
and the agitation time. The capillary electrophoresis method was satisfactory, since
there were no significant differences, at the 95% level, when compared with the official

methodology by potentiometric titration.

Keywords: Biodiesel. Methyl esters. Free acidity. Zone capillary electrophoresis., Fatty
acids. Fast GC-FID.
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1. INTRODUCAO

No final dos anos de 1890, o engenheiro mecanico aleméo Rudolf Christian
Karl Diesel (1858 — 1913) apresentou um motor, com boa eficiéncia termodinamica,
movido a 6leo mineral e que mais tarde, foi testado e bem sucedido com 6leo vegetal,
pela Companhia Otto, em Paris (Knothe et al., 2010).

Com a eclosdo da Segunda Guerra Mundial, muitos governos sentiram-se
inseguros com o suprimento de derivados de petroleo e passaram a utilizar 6leos
vegetais como combustiveis de emergéncia. O Brasil, por exemplo, proibiu a exportacao
de bleo de algoddo para forgar a queda do preco no mercado interno e utiliza-lo como
combustivel em locomotivas (Guerra e Fuchs, 2010; Knothe et al., 2010). Entretanto,
poOs-guerra, 0s combustiveis derivados de petréleo, como o 6leo diesel, apresentaram-se
mais baratos e abundantes no mercado, tornando-se a principal fonte de combustivel
para motores, até os dias atuais (Dib, 2010).

No entanto, com as crises de petroleo da década de 70, em virtude de
aumentos no preco e outras dificuldades imanentes a comercializagdo do produto,
sinalizou que a oferta de petroleo ndo é garantida. Além disso, em fungéo da crescente
conscientizacdo ambiental em associa¢do com as politicas publicas mundiais em prol da
mitigacdo de fontes poluentes no intuito de prevencdo do planeta, torna-se necessario o
desenvolvimento de combustiveis provenientes de fontes renovaveis. Uma boa
alternativa seria 0 uso de 6leos vegetais, porém, o uso direto desses é restrito, devido a
sua alta viscosidade e baixa volatilidade, resultando em pobre “atomizagdo” (formagao
de goticulas), combustdo incompleta, deposicdo de carbono no injetor de motores,
gueima e solidificacdo de material lubrificante (Ma e Hanna, 1999; Monteiro et al.,
2008).

A reducdo da viscosidade de 6leos vegetais para uso como biocombustivel,
em motores de combustdo interna, pode ser realizada através de diluicdo com diesel
derivado de petrdleo, microemulsificagdo com &lcoois, decomposicao térmica (pirolise)
ou, ainda, por uma reacdo de transesterificagdo com metanol (MeOH) ou etanol (EtOH)
(Ma e Hanna, 1999; Knothe et al., 2010). Entre estas, a transesterificacdo tem sido a
alternativa mais utilizada. Os produtos da reacdo de transesterificacdo sdo glicerol e

ésteres de acidos graxos conhecidos como biodiesel, que apresentam caracteristicas
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fisicas semelhantes as do 6leo diesel e podem ser utilizados em motores do ciclo diesel
sem nenhuma modificagdo (De Paula et al., 2011).

Segundo a lei brasileira n° 11.097, biodiesel é “biocombustivel derivado de
biomassa renovavel para uso em motores a combustdo interna com ignicdo por
compressdo ou, conforme regulamento, para geracdo de outro tipo de energia que
possa substituir parcial ou totalmente combustiveis de origem fossil. (NR)” (Brasil,
2005). Este biocombustivel pode ser utilizado puro, ou ainda, em misturas com diesel
de origem fdssil. A nomenclatura para tais misturas € do tipo BX, onde X corresponde a
porcentagem de biodiesel na amostra, isto €, B5 significa a presenca de 5% de biodiesel
e 95% de combustivel fdssil. Atualmente, no Brasil, é obrigatoria a porcdo de 10% de
biodiesel nos tanques de diesel (Brasil, 2016; 2018).

O biodiesel pode reduzir em 78%, as emissdes de didxido de carbono, quando
comparado ao diesel convencional; ainda apresenta propriedades lubrificantes melhores;
maior ponto de combustéo (entre 100 — 170 °C), tornando Seu transporte e armazenamento
mais seguros; ndo ha necessidade de perfuracdes e refinamentos e menor dependéncia de
importacao. Além disso, o biodiesel pode ser produzido atraves de 6leos residuais de fritura,
gue muitas vezes, sao descartados incorretamente (Xue et al., 2011; Atabani et al., 2012).

Por outro lado, alguns problemas associados ao uso de biodiesel sdo seu prego
elevado; apresenta 12% de reducédo de energia, 0 que eleva entre 2 — 10% o consumo de
combustivel; pode causar deposi¢do excessiva de carbono em motores, resultando em falhas
do mesmo; possui menor estabilidade oxidativa, maiores emissao de Oxidos de nitrogénio,
ponto de névoa (temperatura em que o combustivel inicia sua cristalizacdo) e viscosidade.
O uso do biodiesel ainda gera algumas questdes como: a grande quantidade de agua
utilizada no processo de lavagem, formacdo de sabdo e a preocupacdo quanto aos
problemas econdmicos, pois como a maior parte de sua producdo provém de 6leos vegetais
comestiveis, alguns estudiosos defendem a ideia de um possivel desequilibrio quanto ao
fornecimento de alimentos (Atabani et al., 2012). Este ultimo podera ser solucionado pela
crescente pesquisa quanto ao uso de micro-organismos, como algas, bactérias e fungos, e
suas extragOes lipidicas para producédo de biodiesel (Atabani et al., 2012, Christophe et al.,
2012; Cho e Park, 2018).

Para a obtencdo de biocombustivel, com qualidade competitiva, deve-se
considerar algumas caracteristicas técnicas: a reacdo de transesterificagdo precisa ser
completa, acarretando auséncia total de acidos graxos (AG) remanescentes e 0s ésteres

devem ser de alta pureza, contendo pequenos tracos de glicerina, catalisador residual ou
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alcool (De Paula et al., 2011). A purificacdo do biodiesel, empregando-se lavagem com
agua apresenta desvantagens, no entanto, € o método mais utilizado devido a caréncia
de alternativas viaveis. No processo sdo utilizadas grandes quantidades de agua, o que
pode originar a formacdo de emulsdes estaveis. A agua, além de promover a hidrolise de
ésteres, resultando em &cidos graxos livres (AGL), estd associada a proliferacdo de
micro-organismos, corrosdo em tanques de estocagem com deposic¢éo e sedimentos (De
Paula et al., 2011).

1.1. TRANSESTERIFICACAO

O primeiro relato do que se conhece, hoje, como biodiesel foi a patente
belga BE 422.877, de 1937, depositada por Charles George Chavanne, que descreve o
uso de ésteres etilicos obtidos através da reacdo de transesterificacdo, por catélise acida,
de 6leo de palma, como combustivel para motores a diesel (Chavanne, 1937; Knothe et
al., 2010).

Assim, um dos métodos mais utilizados para obtencédo do biodiesel € através de
uma reacdo de transesterificacdo (Figura 1) de triacilglicerideos (presentes em OGleos
vegetais e gorduras), com alcool de cadeia curta, geralmente MeOH ou EtOH, na presenca

de catalisador basico (base forte), acido (&cido forte) ou enzimatico (Ferrari et al., 2005).

Figura 1 - Reacdo de transesterificagdo com metanol.

——OCOR' —OH R'COOCH;
. catalisador .

—— OCOR~ + 3 CH;0H = =~ —OH + R-COOCH;

——OCOR’ —OH R3COOCH;

Triglicerideo Metanol Glicerol Metil -ésteres

Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.

Os catalisadores basicos sdo os mais utilizados, pois 0s processos sdo mais

rapidos e as condigcbes das reacOes sdo mais moderadas (Figura 2). Entretanto, sua
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utilizacdo nas reacbes de transesterificacdo de Oleos vegetais, produz sabdo pela

neutralizacdo de AG e pela saponificacdo de triglicerideos. A formacdo de sabdo é

indesejavel, pois além de diminuir o rendimento do biodiesel, dificulta os processos de

separacéo e purificacéo.

Figura 2 - Transesterificacdo por catalise basica.

CH;_o—p + OH CH,0"+ H0
Metanol Base Alcoxido
0
O(‘I‘—Rl |C|l 0 OH
, HC—O0—H )
OCOR®  + CHO — C : OCOR? . [T XR
3 e

H;CO .

OCOR? OCOR* OCOR’

Triacilglicerideo Alcoxido

Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.

+ CHO

Alcoxido

As matérias-primas com maior indice de acidez, como gordura animal e 6leos

usados em processos de fritura, seriam melhores transesterificadas com catalisador &cido

(Figura 3), Apesar da cinética lenta, a catalise acida favorece que os AGL da matéria prima

sejam convertidos em ésteres, aumentando o rendimento da reacdo, ao contrario da catalise

alcalina (Portela, 2011).

Figura 3 - Transesterificacdo por catalise acida.

H
0 o
0C—R! 0C—R! 0
. CH;0H M .
OCOR- + H — OCOR? -
H;CO/ R!

QCOR3 QCOR?

Triacilglicerideo Acido

Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.

—OH

——0COR?

L—0CoR?
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1.2. ANALISE DE ESTERES EM BIODIESEL

No Brasil, o teor de ésteres em biodiesel é previsto pela Resolucdo da
Agéncia Nacional do Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP) n° 14, de 2012,
cuja porcentagem minima de éster é de 96,5% em massa, a ser determinada pelo método
ABNT NBR 15764, indicando a cromatografia gasosa com detector por ionizagdo em
chama (GC-FID, Gas Chromatography-Flame lonization Detector) com padronizagéo
interna e quantificacdo por um ponto (Brasil, 2012).

Diversas técnicas tém sido estudadas para a determinac&o do teor de ésteres em
biodiesel para estimar a pureza do produto final e para acompanhar a reacdo de
transesterificacdo, como cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, High Performance
Liquid Chromatography), ressonéncia magnética nuclear de carbono e hidrogénio (NMR,
Nuclear Magnetic Resonance - 'H e *3C), infravermelho préximo (NIR, Near Infrared)
(Lbbo e Ferreira, 2009) e eletrocromatografia capilar (CEC, Capillary
Electrochromatography) (Chylifiska-Ptak et al., 2004).

A identificacdo individual dos ésteres de acidos graxos (Figura 4) também pode
ser importatnte, pois suas caracteristicas estruturais, como tamanho da cadeia carbonica,
grau de insaturacdo e grupos substituintes na cadeia, influenciam as propriedades do

combustivel.



21

Figura 4 - Estruturas moleculares de ésteres metilicos de acidos graxos.

o) O 0]
CH; M CH; M\ CH;
chMo/ H;C o HaC o
B 11 13 15
Miristato de metila Palmitato de metila Estearato de metila
(MMe) (PMe) (EMe)
o o
H WL CHs
H CWO/ ER ML ~ S . o
Oleato de metila Linoleato de metila
(OMe) (LMe)
0
CH;
HC = S = o

Linolenato de metila
(LnMe)

Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.

Trabalhos que compararam diesel de petroleo e biodiesel mostraram que
amostras com ésteres saturados de cadeia longa emitem menos éxidos de nitrogénio (NOX),
enquanto que ésteres insaturados mostraram emissdes maiores, de 6-12%.(Mccormick et
al., 2001; Knothe et al., 2006; Refaat, 2009). Observaram-se, também, menores emissdes de
hidrocarbonetos, mondxido de carbono e materiais particulados (fuligem, fragdes organicas
soltveis e sulfato), com reducdes nas faixas de 16-50%, 24-49% e 73-88%,
respectivamente (Knothe et al., 2006).

Outras propriedades como viscosidade, densidade e indice de cetano também
podem ser influenciadas pelas caracteristicas estruturais dos ésteres: a viscosidade aumenta
com os aumentos da cadeia carbdnica e grau de instauracdo, e diminui, com a presenca da
configuracdo cis, quando comparado a configuracdo trans; ja a densidade, aumenta com a
diminuicao da cadeia carbdnica e com 0 aumento do grau de insaturagao; o indice de cetano
(tempo de ignigdo) diminui com a diminuicdo da cadeia carbdnica e com os aumentos do
grau de insaturacéo e grupos substituintes (Mccormick et al., 2001; Refaat, 2009).

Assim, o desenvolvimento de métodos rapidos, tanto para medidas do teor de
ésteres, quanto para a identificacdo individual dos mesmos, torna-se importante para o

controle de qualidade do biodiesel.
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1.3. DETERMINACAO DE ACIDEZ EM BIODIESEL

Um dos pardmetros de qualidade mais criticos do biodiesel é o teor de
acidez que, segundo a ANP, ndo deve ultrapassar o valor de 0,5 mg de hidroxido de
potassio (KOH) por 1g de amostra (Brasil, 2014), que, segundo Mahajan e
colaboradores, corresponde em 0,25% em massa de AG (Mahajan et al., 2006).

O teor de acidez em biodiesel é devido ao teor de AGL, que se formam
através da hidrélise dos ésteres, tanto durante a producdo, quanto na estocagem do
produto (Mahajan et al., 2006; Knothe et al., 2010). Um alto indice de acidez pode
indicar que a producdo ndo foi realizada de maneira correta e ainda, é um indicador da
presenca de agua no combustivel podendo causar corrosdes, depdsitos no motor e
entupimentos de bicos injetores (Mahajan et al., 2006).

A maioria dos métodos para determinacdo de acidez é realizada por
titulacdo volumétrica, com solucdes de base padronizadas, e ponto final determinado
pela mudanga de coloragdo do indicador. No Brasil, a determinagdo da acidez para
biodiesel é baseada no método ASTM D 664 (Brasil, 2014), que é 0 mesmo para
combustiveis derivados de petroleo, e recomenda a titulacdo potenciométrica (Astm,
2004b), o que pode ser o mais aconselhavel, ja que algumas amostras de biodiesel
podem apresentar coloracdo amarela mais intensa, dificultando a visualiza¢do do ponto
final.

Apesar de solucBes aquosas funcionarem bem para andlises de 6leos e
combustiveis (Mahajan et al., 2006; Tubino e Aricetti, 2011; Aricetti e Tubino, 2012;
Sato et al., 2014), h& a possibilidade da hidrdlise de ésteres por solu¢bes aquosas,
influenciando no consumo de titulante.

Assim, a determinacdo de acidez para combustiveis consiste na titulacao
potenciométrica de solugdo contendo de 0,1 a 20g de amostra e 125 mL de
isopropanol (IsOH)/cloroférmio (1:1), sendo este ultimo, com a possibilidade de
substituicdo por tolueno, e solucdo alcodlica de KOH, utilizada como titulante (Astm,
2004b). Além das altas quantidades de solventes e toxicidade, o eletrodo requer
procedimento mais cuidadoso de limpeza entre as titulagGes.

Alguns trabalhos propuseram outros métodos, todos baseados em titulagéo,
para determinacdo de acidez em biodiesel. Mahajan et al utilizaram o método baseado
na ASTM D 974, que consistiu na titulacdo colorimétrica ndo aquosa de solucgdo

contendo 20 g de amostra e 100 mL de mistura de IsOH, tolueno e pequena quantidade



23

de &gua, com solucdo de KOH em IsOH e n-naftolbenzeno como indicador, que
segundo os autores, ha a alteracdo da cor alaranjada para verde, mesmo em solucgdes
com amostras coloridas (Astm, 2004a; Mahajan et al., 2006). As analises foram
realizadas por quatro analistas em trés laboratorios diferentes, obtendo boa
reprodutibilidade.

Tubino e Aricetti publicaram trabalhos utilizando a solugcdo de
agualetanol (1:1) para solubilizar a amostra e solucdo aquosa de base, a fim de diminuir
a quantidade de residuos toxicos resultante da titulacdo. Em 2011 (Tubino e Aricetti,
2011), foi proposta a titulacdo potenciométrica de biodiesel e em 2012 (Aricetti e
Tubino, 2012) foi realizada a titulacdo colorimétrica, com fenolftaleina como indicador.
Embora ambos os trabalhos apresentem boas precisdo e exatidao, quando comprados ao
método da ASTM D 974, ainda ha o uso de grande quantidade de amostra (20 g) e,
apesar da menor toxicidade, uma quantidade relativamente alta de solvente (75 mL)
composto por uma parte de dgua, que pode contribuir para a degradacéo da amostra.

Baig et al propuseram a titulacdo potenciométrica, com titulador automatico,
de 2g de amostra e 125 mL de solugdo tolueno/IsOH/agua (100:99:1), porém,
provavelmente, devido a alta razdo solvente/amostra, ndo foi obtida boa exatiddo (Baig
et al., 2013). Assim, com o intuito de obter melhores resultados, associado com a
diminuicdo de residuos tdxicos, foi proposta a titulagdo potenciométrica com 2 g de
amostra e 10 mL da mistura de solventes, resultando em boas precisao e exatiddo. (Baig
etal., 2013).

Diante desse contexto, ainda h& espaco consideravel para o
desenvolvimento de métodos confiaveis, de baixo custo, automatizados e que adote o
proposito da “Quimica Verde” - aplicacdo de técnicas ou metodologias que eliminem ou
reduzem a geracdo de residuos e o0 uso de reagentes e solventes menos toxicos para a
salde humana e meio ambiente (Koel e Kaljurand, 2006) — para determinacdo do teor
de acidez em biodiesel.

Como citado anteriormente, o teor de acidez em biodiesel se da pela
formacdo de AGL no produto; e uma técnica ja bem estabelecida para a analise de AG
(Figura 5) € a eletroforese capilar (CE, Capillary Electrophoresis), que utiliza menores
quantidades de amostra e solventes (Buchberger e Winna, 1996; Balesteros et al., 2007;
Porto et al., 2011; Barra et al., 2012; Oliveira et al., 2014; Sato et al., 2014; Castro et al.,

2015), quando comparado a cromatografia a liquido de alta eficiéncia (HPLC, High



24

Performance Liquid Chromatography), por exemplo (Harris, 2005; Skoog, D. A. et al.,
2009).

Figura 5 - Estruturas moleculares de alguns acidos graxos.

o]
0 0 wo}%
MOH /\/\/\/\/\/\)LOH

Acido tridecanoico Acido miristico Acido palmitico

o o h
MOH MOH 0 |
HO

Acido esterico Acido oleico Acido linolcico

Acido linolénico

Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.

1.4. CROMATOGRAFIA A GAS: CONSIDERACOES GERAIS

Em métodos por cromatografia a gas (GC, Gas Chromatography) a amostra,
gasosa ou liquida, é vaporizada e injetada em uma das extremidades de uma coluna
cromatografica. Ao contrario da maioria dos métodos cromatogréaficos, a fase madvel
(gés inerte) ndo interage com as moléculas do analito. Assim, 0 composto vaporizado é
arrastado através da coluna por meio do gas de arraste. Os analitos separados na coluna
cromatografica cruzam o detector e o cromatograma € registrado por um processador de
dados. A coluna deve ser aquecida para proporcionar uma pressdo de vapor que
possibilite a eluicdo de todos os analitos em tempo razoavel (Skoog, D. A. et al., 2009).

Um esquema para instrumentacdo em GC é representada na Figura 6.
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Figura 6 - Esquema de representacdo de cromatografo a gés.

- Detector
Seringa %I:]
—
T = “einjetor
Forno
Gas de l
arraste Coluna

Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.

Nem toda amostra pode ser analisada diretamente por GC. Para se moverem
ao longo da coluna, os constituintes da amostra devem ser volateis. Solutos de baixa
volatilidade podem ficar retidos na coluna e eluirem durante analises subsequentes,
enquanto que solutos ndo volateis podem condensar no corpo do injetor ou dentro da
coluna, degradando-a (Harvey, 2000). Assim, para analise de compostos ndo volateis ou
pouco volateis, usualmente, faz-se uma etapa de derivatizacdo, ou seja, 0s analitos de
interesse sdo quimicamente convertidos a derivados volateis. Alguns exemplos séo
aminoacidos e AG, que por apresentarem baixa volatilidade, sdo convertidos em ésteres
(Harvey, 2000; Oliveira et al., 2014).

O detector ideal em GC deve apresentar uma resposta linear quanto a
variacdes de concentracdes e ndo apresentar sensibilidade devido a alteragcdes no fluxo
ou temperatura (Harvey, 2000). Dentre os detectores mais utilizados, esta o detector por
ionizag&o por chama (FID, Flame lonization Detector), que pode ser considerado como
detector universal de compostos organicos (Harvey, 2000). O FID funciona com a
combustdo dos compostos, resultando em uma chama rica em ions e elétrons. Assim,
quando um potencial elétrico é aplicado nas proximidades da chama, uma pequena
corrente é gerada e, quando amplificada, proporciona o sinal analitico (Augusto, 2000;
Harvey, 2000).

Outro parametro importante em GC ¢é a fase estacionaria da coluna. A
ordem de eluicdo dos analitos é determinada, principalmente, pelo ponto de ebulicdo
dos analitos. Entretanto, analitos com pontos de ebulicdo proximos, serdo separados

pela diferenca de interacdo com a fase estacionaria. As fases estacionarias devem ser
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quimicamente inertes, termicamente estaveis e de baixa volatilidade. Um problema que
fases estacionarias liquidas podem apresentar ¢ o “sangramento” da coluna: as colunas
possuem limites de temperatura e quando operadas acima deste limite, o tempo de vida
da coluna diminui significativamente (Harvey, 2000).

Uma das fases estacionarias liquidas que tem chamado atencdo € a de
liquido idnico (Ragonese et al., 2009; Delmonte et al., 2011). Os liquidos idnicos s&o
uma classe de solvente com baixo ponto de fusdo, geralmente formados por um cation
organico e um anion organico ou inorganico e que possuem baixa volatilidade e alta
estabilidade térmica, tornando-se atrativos para uma fase estacionaria em colunas de GC
(Anderson e Armstrong, 2003). Capilares com fases estacionarias de liquido idnico, de
diferentes polaridades, tém sido langadas comercialmente e s&o bem sucedidas em
separacGes tanto de compostos apolares quanto polares, destacando-se isémeros
geométricos e de posicdo de ésteres metilicos de AG (Ragonese et al., 2009; Delmonte
etal., 2011).

1.4.1. Cromatografia a Gas Rapida (Fast GC)

O Fast GC é utilizado com a promessa da reducdo dos tempos de retencao
(t), utilizando uma coluna de menor comprimento (L) e gas com maior velocidade
linear (u) (Equacdo 1), em comparacdo com andlises por GC convencional (Matisova e
DOmatorova, 2003).

_ L(k+1)
o u

tr (1)

Uma outra maneira de reduzir o t; € reduzir o valor de k (fator de retencao),
que pode ser alterado ajustando-se a temperatura da coluna ou selecionando uma
diferente fase estacionaria (ou a combinacdo de ambos), e ainda realizando uma anélise
isotérmica (Mastovska e Lehotay, 2003).

Entretanto, estas caracteristicas podem reduzir a eficiéncia do método, o que
pode ser evitado, ou a0 menos minimizado, utilizando capilares com menor espessura

de filme ou aumentando a difusdo do soluto, com o uso de H; ao invés de He como gas
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de arraste (Mastovska e Lehotay, 2003). A relacdo entre estes parametros pode ser

observada através da Equacédo de Golay (Equacéo 2).

fEkd? Fkd?
Ly +2M"2y,
Dg Dy

H= % + (Cp + Cyu = ZVEM + @)

Onde H ¢ altura do prato, u é a velocidade linear da fase movel, B esta
relacionado a difusdo longitudinal, Cg e Cy sdo coeficientes relacionados a transferéncia
de massa na fase estacionaria liquida e na fase movel, respectivamente. Estes
coeficientes podem ser desdobrados e y € uma constante dependente da fase
estacionaria; Dy € o coeficiente de difusdo na fase mével; D é o coeficiente de difusdo
na fase estacionéria; k € o fator de retencdo; d a espessura do filme liquido que recobre
a fase estacionaria e dp, 0 tamanho da particula (Skoog, D. A. et al., 2009).

As analises por Fast GC podem ser realizadas nos modernos equipamentos
de GC, que permitem rapidas injecdes e programacdes de temperatura e pressdo
(Mastovska e Lehotay, 2003).

1.5. TECNICAS DE ELETROMIGRACAO: CONSIDRECOES GERAIS

A CE € uma técnica de analitica fundamentada nos principios de
eletromigracdo, cujo principio de separacdo baseado na migracdo diferenciada de
compostos neutros, ions solvatados e espécies ionizaveis em um meio liquido condutor, sob
a influéncia de campo elétrico (Baker, 1995; Tavares, 1996; Oliveira et al., 2014).

A instrumentacdo em CE consiste de fonte de energia para aplicacdo de
potencial elétrico, compartimentos de anodo e catodo, contendo reservatorios de solucéo

tampéo, vial com amostra, tubo capilar e um detector (Figura 8).
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Figura 7 - Esquema para CE. O vial com amostra e o de entrada, que sao trocados

durante as injecgdes.
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Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.

A separacdo € conduzida em tubos capilares, geralmente de silica fundida com
recobrimento externo polimérico, preenchidos com solucéo de eletrolito ou solugdo tampéo.
A alta resisténcia elétrica do capilar permite o estabelecimento de campos elétricos
elevados, resultando em separaces de alta eficiéncia, tempos, relativamente, curtos e, além
disso, a CE permite pequena demanda de amostras e solventes (Tavares, 1997). A amostra é
introduzida em uma das extremidades do capilar e um potencial de corrente continua é
aplicado entre os dois eletrodos durante a separacéo. Os analitos separados s&o monitorados
por um detector posicionado na extremidade oposta a injecao da amostra (Skoog, D. A. et
al., 2009).

Os componentes da amostra migram devido a dois tipos de mecanismo:
mobilidade eletroforética, que é a resposta do soluto ao potencial elétrico e a mobilidade
devido ao fluxo eletrosmoético que ocorre devido a eletrosmose, caracteristica inerente ao
capilar de silica fundida ao ser preenchido com solucdo de eletrélito, em resposta ao
potencial elétrico aplicado (Harvey, 2000).

A velocidade eletroforética, 1, de um fon (cm s™) em um campo elétrico pode
ser definida pela Equagdo 3, onde E (V cm™) é a intensidade do campo elétrico e pes
(cm? V! s é a mobilidade eletroforética (Baker, 1995).

Vef=pgrE ©)
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A mobilidade eletroforética é definida pela Equacéo 4, onde g € a carga ibnica
do analito, n ¢ a viscosidade da solugdo tampéo e r, o raio do soluto (Skoog, D. A. et al.,
20009).

Hef = (4)

6Tnr

Assim, as separacdes estdo baseadas nas diferencas das relagdes carga-tamanho
dos analitos presentes na amostra: em funcdo da carga, a [ de cations sera positiva, a de
anions sera negativa e a de compostos neutros sera nula (Harvey, 2000; Skoog, D. A. et al.,
20009).

Ja a velocidade eletrosmética ve, (Equacdo 5) € em funcdo da magnitude do
potencial elétrico E aplicado e da mobilidade eletrosmotica, e, da solucdo de eletrélito ou

tampéo (Harvey, 2000).

Veo = HeoE ©)

A mobilidade eletrosmotica, pe,, ¢ definida pela Equagdo 6, onde ¢ é a
constante dielétrica da solugdo tampao, £ é o potencial zeta (diretamente proporcional a

carga nas paredes do capilar) e 1 € a viscosidade da solu¢do tampao.

(6)

_ &
Heo = 4

A velocidade total, v;, do soluto é dada pela soma das velocidades
eletrosmética e eletroforética, consequentemente, a mobilidade total, L, € dada pela
soma das mobilidades.

Em condigdes normais tem-se: (Vi)cations> Veo, (Vi)anions < Veo € (V)neutros = 0.
Portanto, como mostra a Figura 8, cations migram primeiro, na ordem correspondente
as suas mobilidades eletroforéticas, com cations de menor tamanho e maior carga antes
dos de maior tamanho e menor carga. Espécies neutras migram em uma Unica banda,

com migracgdo correspondente a velocidade do fluxo eletrosmético e, finalmente, anions
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sdo os ultimos componentes, com o0s de maior carga e menor tamanho, com maior

tempo de migracdo (Baker, 1995; Harvey, 2000).

Figura 8 - Migracao de ions e compostos neutros, com fluxo eletrosmotico normal.
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Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA

Os pequenos diametro interno (25-75 pm) e espessura da parede dos capilares,
utilizados em CE, sdo parametros muito importantes. Quando o potencial elétrico é aplicado
ao capilar contendo um meio condutor, uma corrente é gerada. Esta corrente causa
aquecimento devido a dissipacdo por efeito Joule, cuja extensdo é proporcional ao raio do
capilar e a magnitude do potencial elétrico. O aquecimento por efeito Joule proporciona
mudanca na viscosidade da solugdo tampdo, resultando em menor viscosidade no centro do
capilar e maior na proximidade da parede. Como a mobilidade eletroforética do soluto
depende da viscosidade, solutos no centro irdo migrar mais rapidamente que 0s proximos a
parede, resultando no alargamento de banda (Baker, 1995).

Entre os detectores mais utilizados em CE, esta o ultravioleta/visivel (UV/vis).
A luz incidente da lampada atravessa o capilar na janela de deteccéo, ocorrendo a absor¢ao
de parte da radiacdo pelo analito. A parte da radiacdo que ndo absorveu, ou seja, a parte
transmitida é detectada por um fotodetector, geralmente, um fotodiodo (Baker, 1995). O
principio da deteccdo por UV/vis é baseada na Lei de Beer, onde a absorbancia é
proporcional a concentracao do analito na amostra.

Para compostos que possuem baixa absortividade, é possivel utilizar a
deteccdo indireta. Nesta abordagem, um croméforo idnico é adicionado a solugdo de
eletrdlito, de maneira que o detector registra um sinal alto e constante devido a presenca
dessa substancia. Quando os analitos, separados, cruzam a janela de deteccdo, o sinal do
detector registra um decréscimo de sinal em fungdo do decréscimo momenténeo da

absorbancia, resultando em picos negativos (Skoog, D. A. et al., 2009).
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Entre os modos mais utilizados por CE destacam-se a eletroforese capilar de
zona (CZE, Capillary Zone Electrophoresis), cromatografia micelar eletrocinética
capilar (MEKC, Micellar Electrokinetic Capillary Chromatography), focalizagédo
isoelétrico capilar (CIEF, Capillary Isoelectric Focusing), isotacoforese capilar (CITP,
Capillary Isotachophoresis) e eletroforese capilar em gel (CGE, Capillary Gel
Electrophoresis) (Baker, 1995; Tavares, 1996; Skoog, D. A. et al., 2009). Contudo, no
presente trabalho sera utilizado o método por CZE.

1.5.1. Eletroforese Capilar de Zona

Em CZE, o capilar é preenchido com solugdo tampdo de composicédo
constante, onde dois pequenos reservatorios (vials) também sdo preenchidos com a
mesma solucdo tampdo para o estabelecimento do campo elétrico.

No presente trabalho, ocorre a separagdo de anions de AG de cadeia longa
de mesma carga, portanto, se considerarmos a forma esférica para estes anions, quanto
menor o tamanho da cadeia carbdnica, maior o tempo de migracdo, uma vez que a
analise ocorre em contra fluxo (vetor velocidade eletrosmética e eletroforética estdo na
mesma dire¢do, porém em sentidos contrarios).

Entretanto, em CZE, para a separacdo de AG saturados e insaturados, a
definicdo da ordem de eluicdo pode ser confundida, pois as insaturacfes modificam o
tamanho da cadeia carbdnica. Apesar disso, é possivel prever a ordem de eluicdo através
do calculo do comprimento de cadeia equivalente (CCE) (Equagéo 7).

CCE = NC — ZNC—C @)

Onde Nc¢ é o nimero de carbono da cadeia carbdnica e Nc.c € 0 nimero de
insaturacoes.

Deste modo, é possivel prever a ordem de eluicdo na separacdo que envolve
0s AG palmitico (C16:0), oleico (C18:1), linoleico (C18:2) e linolénico (C18:3), por
exemplo. O C16:0, apresenta dezesseis carbonos e nenhuma insaturacdo (CCE = 16); o
C18:1 apresenta dezoito carbonos e uma insaturacdo (CCE = 16), C18:2, dezoito

carbonos e duas insaturacbes (CCE = 14) e C18:3 possui dezoito carbonos e trés
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insaturacdes (CCE = 12), portanto, C16:0 e C18:1, eluem préximos, pois possuem o

mesmo valor de CCE, enquanto o C18:3 possui maior tempo de migragao.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS
o O desenvolvimento e otimizacdo de métodos para determinacdo de
ésteres metilicos por cromatografia a gas e acidez por eletroforese capilar em

amostras de biodiesel.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Desenvolvimento e otimizacdo de método para determinacdo de ésteres
metilicos de &cidos graxos, por Fast GC-FID, em amostras de biodiesel.
e Desenvolvimento e otimizacdo de método por CZE-UV para anélise de acidez
em amostras de biodiesel, mediante a determinacéo de acidos graxos livres.
e Estudo comparativo dos resultados obtidos por CZE-UV e o método oficial por

titulacdo potenciométrica para a determinacao de acidez em biodiesel.
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3. EXPERIMENTAL

3.1. MATERIAIS E REAGENTES

Para as sinteses das amostras de biodiesel, foram utilizados 6leos de soja,
dos estados de Sdo Paulo (SP), Goias (GO) e Santa Catarina (SC), girassol, milho e
canola, obtidos comercialmente, 6leo residual de fritura obtido através de doacGes.
Tambeém foi obtida uma amostra de biodiesel, produzida industrialmente.

Foram utilizados agua purificada por sistema de osmose reversa, MeOH
99,8 %, EtOH 99,8 %, &cido cloridrico 37% (HCI), KOH 85 % e sulfato de sédio anidro
(Na,SO,4) adquiridos de Vetec (Rio de Janeiro, Brasil); acetonitrila 99,8 % (ACN)
(Merck, Rio de Janeiro, Brasil), 1-octanol (Merck, Rio de Janeiro Brasil), hexano,
polioxoetileno 23 lauril éter (Brij® L23) e dodecilbenzenosulfonato de sédio (SDBS)
foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA), hidréxido de sédio (NaOH) e cloreto
de s6dio (NaCl) foram obtidos de Synth (S&o Paulo, Brasil) e IsOH 99,5 % de Dindmica
Quimica Contemporanea (Sao Paulo, Brasil).

Os padrBes dos é&cidos tridecanoico (C13:0), palmitico (C16:0), oleico
(C18:1), linoleico (C18:2), linolénico (C18:3) e dos ésteres miristato de metila (MMe),
palmitato de metila (PMe), estearato de metila (EMe), oleato de metila (OMe) e
linoleato de metila (LMe) foram obtidos de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA).

Solucdes estoques individuais dos AG foram preparadas em metanol na
concentragdo de ~ 30,0 mmol L™ e solucdes individuais de ésteres metilicos foram
preparadas em hexano na concentragdo de 30,0 mmol L™. Todas as solucdes foram
estocadas sob refrigeracdo de -15 a -10°C, até o momento das analises. Mistura dos
padrdes foram preparadas no dia da injecdo a partir da diluicdo adequada dos estoques.

A solucdo estoque de Brij® L23 foi preparada na concentracdo de
50,0 mmol L™ e mantida sob refrigeracdo de 5 a 8°C para evitar a proliferacdo de
fungos. Para a solugdo estoque aquosa de SDBS, foi pesada e dissolvida a massa
correspondente a 100,0 mmol L™ em um baldo volumétrico de 100,0 mL.

A solucdo tampdo estoque (pH ~ 7,2) na concentracdo de 100,0 mmol L™
foi preparada a partir da solucdo de fosfato monobasico de sdédio (NaH,PO,)
50,0 mmol L™ e 50,0 mmol L™ de fosfato dibasico de sédio (Na;HPO,) que também foi

mantida sob refrigeracéo de 5 a 8 °C.
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3.2.  INSTRUMENTACAO

3.2.1. Cromatagrafo a Gas

Os experimentos foram realizados no equipamento GC 2010-Plus
(Shimadzu, Kyoto, Japao) equipado com injetor do tipo split-splitless, autoinjetor AOC
20-i e FID, disponivel nas dependéncias do Departamento de Quimica da UFJF. A
aquisicdo dos dados foi registrada através do software GC Solution (Shimadzu, Kyoto,
Japdo). As andlises foram realizadas através do capilar com fase estacionéria de liquido
ionico  [1,5-di(2,3-dimetilimidazolio)pentanobis(trifluorometilsulfonil)imida]  SLB-
IL111 (Supelco, Bellefonte, PA, EUA), com 14 m de comprimento, 0,20 mm d.i. e
0,8 um de espessura do filme sob as seguintes condi¢Bes de operacdo: FID em 230 °C,
temperatura da coluna em 160 °C, velocidade linear do H, em 50 cms™ e volume de
injecdo de 1 pL, em modo split na razéo de 1:500. Os demais parametros do FID foram
N2, como “gas de makeup” (utilizado para conduzir os analitos pelo detector a fim de
diminuir o alargamento da banda), em fluxo de 30 mL min™*; H, em 40 mL min™ e ar

sintético em 400 mL min™.

3.2.2. Sistema de Eletroforese Capilar

Os experimentos foram conduzidos pelo sistema de CE 7100 (HP3d CE,
Agilent Technologies, Palo Alto, Califérnia, EUA), disponivel na Universidade Federal
de Juiz de Fora (UFJF), equipado com detector por arranjo de diodos (DAD, Diode
Array Detector), com deteccdo indireta por UV em 224 nm, temperatura controlada no
interior do cartucho em 25°C, aquisicdo e tratamento de dados em software (HP
ChemStation, rev A.06.01). As amostras foram injetadas hidrodinamicamente (12,0
mbar por 4 s) e o sistema eletroforético foi operado sob polaridade normal e tensdo
elétrica constante de + 19 kV. Para todos os experimentos foi utilizado o capilar de
silica fundida com revestimento externo de flior-polimero (TSH) (Polymicro
Technologies, Phoenix, AZ, USA), com 48,5cm de comprimento total (40 cm de
comprimento efetivo), 75 um didmetro interno (d.i.) e 375 um de didmetro externo
(d.e.).
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Antes do uso, os capilares novos foram condicionados através de flush com
NaOH 1,0 mol L™ (40 min), 4gua purificada por osmose reversa (20 min) e soluc&o do
eletrélito (20 min). Entre as corridas, houve a limpeza do capilar com NaOH 1,0 mol L™
(3 min), agua purificada por osmose reversa (3 min) e solucéo de eletrélito (3 min). Este
condicionamento mostrou-se satisfatorio para repetibilidade dos tempos de analise e

resolucéo dos picos.

3.3. AMOSTRAS
3.3.1. Sinteses de biodiesel
3.3.1.1. Catalise Basica

Cada matéria-prima foi submetida ao processo de transesterificagdo alcalina.
Uma solugdo com 1g de NaOH e 100mL de MeOH foi aquecida em,
aproximadamente, 60 °C e, em seguida, adicionou-se 250 mL de matéria prima. Apés a
mistura, a reacdo foi conduzida na temperatura citada anteriormente (= 60°C) e sob
agitacdo em recipiente fechado com vidro de relégio, para evitar a evaporacdo de
MeOH, durante o periodo de uma hora (Ferrari et al., 2005; Dib, 2010).

Enquanto a matéria-prima era adicionada, observou-se a mudanca da
coloragéo, de amarelo transparente para amarelo opaco e entdo, para amarelo em um
tom mais escuro e translicido. Esta observacdo também foi realizada por Dib (2010),
indicando que os triglicerideos se converteram em ésteres metilicos (Dib, 2010).

A amostra transesterificada foi transferida para um funil de separacéo para
decantacdo, por 12 horas. Apds este periodo, foram observadas duas fases: biodiesel
(fase superior) e glicerol (fase inferior). Depois de separados, foram adicionados
250 mL de &gua, purificada por osmose reversa, ao biodiesel por trés vezes ou até que o
produto mantivesse seu pH proximo a 7,0. Apds esta etapa, foram adicionados 250 mL
de solucdo saturada de NaCl, para que houvesse a desestabilizacdo de emulsdes
presentes; e os tracos de umidade foram eliminados atraves da adicdo de sulfato de
sodio anidro.

A Figura 9 mostra o processo de obtencdo do biodiesel, por reacdo de

transesterificagdo com catalisador basico.
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Figura 9 - Obtencdo de biodiesel, através de reacdo de transesterificacdo, com

catalisador basico.

250 mL matéria-prima 1h
> e
Agitacio / 60°C
1g NaOH+
100 mL. MeOH
12h
—
Lavagem

Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.

Os rendimentos foram calculados a partir da comparagdo do volume inicial
da matéria-prima com o volume final do biodiesel. Por exemplo, o biodiesel provindo
de soja, apresentou um volume final, aproximado de 225 mL, apresentando, portanto, o
rendimento de 90%. A amostra provinda de 6leo de fritura apresentou o menor
rendimento de 75%, ja para as demais, o rendimento foi de, aproximadamente, 90%. As

amostras foram armazenadas em frascos de vidro &mbar e ao abrigo de luz.

3.3.1.2. Catalise Acida

Para a sintese de biodiesel, por catalise acida, 100 mL de dleo de soja foram
adicionados, juntamente com 2,4 mL de HCI (teor de 37%) e 100 mL de MeOH em um
recipiente fechado e levado ao aquecimento (= 60 °C) sob agitacéo.

A reacdo também foi acompanhada pela mudanca de coloragdo que foi
observada depois de, aproximadamente, 5 horas. No processo de separagdo, porém, foi
possivel observar, além da coloragdo mais escura do biodiesel (Figura 10), a parte
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inferior (glicerol) apresentou-se, aparentemente, com menor viscosidade e com muitas

goticulas que, provavelmente, seriam de matéria-prima ndo-transesterificada.

Figura 10 - Separacéo de biodiesel obtido por catalise acida.

Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.

Na tentativa do processo de lavagem do biodiesel, com &gua, houve a
formagdo de emulsdo estdvel, diminuindo o rendimento do produto final, para,
aproximadamente, 60%. Este fato deve-se, provavelmente, da presenca de agua no

catalisador utilizado, favorecendo o processo de hidrolise, prejudicando o rendimento da
reacao.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. DETERMINAC}AO DE ESTERES METILICOS, POR FAST GC - FID
4.1.1. Preparo das amostras
O preparo de amostra para a determinacao de ésteres metilicos em biodiesel,
por GC-FID, consistiu na diluicdo da amostra em hexano (1% v/v) em um microtubo

para centrifuga de 1,5 mL, que foi levado ao vortex por 2 min. E entdo, a amostra foi

injetada no equipamento de GC (Figura 11).

Figura 11 - Preparo de amostra para analise em GC.

e B,
20gL! » &
MMe g,*z :
—>
hexano ’
"
10 pL (~9,0 mg) 1 mL 2 min
amostra

Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.

Para analises de ésteres metilicos, em amostras de biodiesel, por GC, foi
proposto 0 método de Fast GC - FID, com coluna de fase estacionaria de liquido iénico
de alta polaridade. Esta técnica apresenta como atrativo, o curto tempo de analise, além
do uso da coluna de liquido iénico que proporciona melhor separacdo, sem o uso de
técnicas multidimensionais.

O método foi baseado no trabalho de Ragonese et al, que propds a separacao
de ésteres metilicos em amostras de B20, aplicando temperatura programada, de 50—
270 °C a 70 °C min* (Ragonese et al., 2009).

No presente trabalho, a programacéo de temperatura ndo foi necessario, ja
que amostra analisada ndo apresentava hidrocarbonetos, que poderiam influenciar na

analise.
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Levando em conta que MMe esta presente em menos de 0,5% m/m em
matérias-primas (Brasil, 1999) de biodiesel e que nao foi detectado nas amostras (Figura
12), este foi utilizado como PI, na concentraco fixa de 2,0 g L™. Assim, a determinaco

de ésteres em biodiesel foi realizada conforme a Equacao 8.

[PI]A;

11 =
=5 ®)

Onde [1] é a concentracdo do analito, [P1] € a concentracdo do PI, fixa em

2,09 L% A éaéreadoanalito e Ap;, a 4rea do PI.
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Figura 12 - Cromatogramas de mistura de padrfes e amostras de biodiesel obtidas através da reacao de transesterificacdo de diferentes dleos
vegetais, com catalisador basico e de 6leo de soja, com catalisador acido. CondicGes operacionais: FID em 230 °C, temperatura da coluna em
160 °C, velocidade linear do H, em 50 cm s, injecdo em modo split na razéo de 1:500, coluna capilar SLB-IL 111 com 14 m de comprimento,
0,10 mm d.i. e 0,8 um de espessura do filme. Picos: 1- MMe; 2- PMe; 3- EMe; 4- OMe; 5- LMe; 6- LnMe

1 Padrdes Soja ‘ Fritura Sojalcatdlise dcida

80 KV
hexano

160 KV
he xano
hexano
-~

he xano

0 1 2 3 40 1 2 3 40 1 2 3 40 1 2 3 4
tempoimin tempoimin tempoimin tempoimin

Canola Girassol Milho

160 KV
he xano
he xano
B

he xano

~

0 | 2 3 40 1 2 3 40 | 2 3 4
tempo/min tempo/min tempolmin

Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.
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Assim, com as concentracfes de cada analito (Tabela 1) e suas porcentagens

em massa nas amostras (Figura 13), foi possivel verificar se as reacfes de

transesterificagdo foram bem sucedidas ou ndo, comparando com as concentragdes

médias de AG encontrados nas matérias-primas.

Tabela 1 - Concentragdes de ésteres metilicos nas amostras de biodiesel.

Concentracdes nas amostras/g L™

Biodiesel
[PMe] [EMe] [OMe] [LMe] [LnMe]
Soja 7293+2,13 19,80+0,09 188,32+254 37411+6,12 34,40+124
Fritura 67,18+0,16 1871020 14854+0,25 309,11+13,32 26,17 0,07
Canola 2544+051 11,15+033 416,36+7,30 10504+0,79 20,06+ 1,01
Milho 82,74+125 14,73+130 253,66+240 364,60 + 0,46 Nd
Girassol 4315+0,07 2022+0,08 25059+535 370,88+£4,15 Nd
Soja/catdlise  47,12+0,66 13,47+051 11353+1,83 209,08+515 20,26 +0,61

acida

nd: ndo detectado
Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.

Figura 13 - Porcentagens de ésteres metilicos em amostras de biodiesel e a soma das
porcentagens de outros ésteres (ndo detectados) e residuos (mono, di-glicerideos,

glicerol, catalisador e agua).

60 -

= Pme

uEme

= OMe

u|Lme

= LnMe

u Outros ésteres + residuos

Soja
Fritura
Canola
Milho
Girassol
Soja/
catalise acida

Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.
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Em amostras obtidas por catélise basica, as concentragdes de ésteres foram
dentro do esperado, exceto para a de 6leo utilizado em processos de frituras, que apesar
de apresentar concentracGes de ésteres considerdveis, apresentou uma porcentagem
grande de material ndo transesterificado e/ou residuos. Para a amostra obtida por
catalise acida, ndo foram observados bons rendimento e concentracdes, indicando que

as condicdes para a reacdo ainda precisam ser otimizadas.

4.2. DETERMINACAO DE ACIDEZ EM BIODIESEL, POR CZE - UV

4.2.1. Preparo das amostras

A principio, o preparo de amostra de biodiesel baseou-se no trabalho de
mestrado (Sato et al., 2014), onde foi otimizado um método, por CZE - UV, para
determinacéo de acidez livre em diferentes tipos de 6leo vegetal. Esse preparo consistia
na extracdo etanolica, a 60°C, de 0,5 — 1,5 g de 6leo, em um baldo volumétrico de
5,00 mL, com adicdo de C13:0, como padrdo interno (Pl) e agitacdo em vortex, em
3200 rpm (49 rcf), por 2 minutos (Sato et al., 2014). No entanto, o preparo de amostra
de biodiesel baseado no trabalho supracitado, ndo alcancou resultados satisfatorios, uma
vez que a amostra apresentou solubilidade tanto em EtOH quanto em MeOH,
inviabilizando o processo de extragdo liquido-liquido.

Uma vez que o procedimento para a determinacdo de acidez livre em
diferentes tipos de dleo vegetal ndo apresentou resultado satisfatério para a amostra de
biodiesel, novas abordagens de estratégias foram consideradas. Neste sentido, apds
criteriosos testes de solubilidade em diferentes solventes, o MeOH foi selecionado
como solvente de solubilizacdo. Uma vez que durante os testes de solubilidade foi
constatado que a agitacdo da mistura biodiesel com metanol através do uso de vortex
apresentava influéncia positiva para a solubilidade da mistura, o tempo de agitacdo por
vortex passou a ser uma variavel a ser investigada. Logo, no intuito de investigar a etapa
de preparo de amostra um planejamento fatorial do tipo 3%, de trés niveis(-1, 0, 1) e dois
fatores ou varidveis (massa de amostra e tempo de agitacdo em vortex), com triplicata
no ponto central (Tabela 2), foi proposto. Para cada ensaio experimental do
planejamento fatorial 3% as amostras foram pesadas em baldo volumétrico de 1,00 mL,

sendo adicionado a quantidade correspondente a concentracéo final de 0,5 mmol L™ de
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Pl e o volume do baldo volumétrico foi completado com MeOH. Os demais parametros
experimentais como composicdo do eletrolito, dimensdes do capilar, voltagem,
comprimento de onda, tempo de injecdo e temperatura do cartucho foram mantidos

constantes.

Tabela 2 — Planejamento fatorial 3 para preparo de amostra nas analises em CZE - UV.

Experimento El E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 E10 EI11
Massa/g -1 -1 -1 0 0 0 +1 +1 +1 O 0
Tempo de agitagdo/min -1 0 +1 -1 0 +1 -1 0 +1 O 0
Massa/g: (-1): 0,5; (0): 0,6; (+1): 0,7. Tempo de agitagdo/min: (-1): 3; (0): 5; (+1): 7

Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.

Para a escolha do melhor experimento, as amostras foram analisadas por
CZE, utilizando o método j& otimizado para andlises de AG, por deteccdo indireta. O
eletrélito consistiu em 15,0 mmol L™ de tampéo fosfato (pH = 7,2), 8,3 mmol L™ de
Brij® L23, 4,0 mmol L™ de SDBS, 2,1 % de octanol e 45 % de ACN (Barra et al., 2012;
Sato et al., 2014). A resposta avaliada no conjunto de experimentos realizados teve
como peso a avaliacédo visual nos eletroferogramas apresentados na Figura 14, levando-
se em consideragdo como critério a qualidade do sinal dos picos, a qualidade de

separacao e a estabilidade de linha base.
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Figura 14 - Eletroferogramas dos experimentos referentes ao planejamento fatorial 3%, com amostras diluidas em MeOH. Solugéo de eletrélito:
15,0 mmol L™ tampéo fosfato, 8,3 mmol L™ de Brij® L23, 4,0 mmol L™ de SDBS, 2,1% de octanol e 45% de ACN. CondicBes operacionais:

injecdo de 12,0 mbar por 4 s; tensao de + 19 kV; 25°C; capilar tipo TSH, de 48,5 cm de comprimento total e 40,0 cm de comprimento efetivo, 75
um d.i. e 375 um d.e. Picos: (1) C18:1, (2) C16:0, (3) C18:2, (PI) C13:0.
E3
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Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.
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Com excecdo da amostra de biodiesel sintetizado via catalise acida, o
preparo escolhido foi o correspondente ao Experimento E9 (0,7 g de biodiesel e 7 min
de agitagcdo por vortex), que apresentou melhor resultado, tendo como referéncia os
critérios de escolha anteriormente relacionados. A partir dos resultados obtidos do
planejamento fatorial 3% ainda foram realizados testes de diluicdo comparativos do
MeOH frente a outros solventes, a saber em EtOH e IsSOH, afim de atestar se 0 MeOH
de fato se consagraria como o solvente de melhor opgéo para a etapa de diluicdo da
amostra. Através dos eletroferogramas apresentados na Figura 15, verifica-se que a
amostra diluida com MeOH apresentou, de fato, melhor separacdo e estabilidade na

linha base.

Figura 15 - Eletroferogramas com diferentes solventes em analises de acidez livre em
biodiesel. Eletrélito: 15 mmol L™ de solucdo tamp&o NaH,PO4/Na;HPO, (pH ~ 7,2),
4.0 mmol L™ de SDBS, 8.3 mmol L™ de Brij 35®, 45 % v/v de ACN e 2.1 % de
octanol. Picos: (1) C18:1; (2) C16:0; (3) C18:2; (PI) C13:0.
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Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.

Este fato pode ser atribuido, provavelmente, a menor viscosidade do MeOH
(0,55 cP), em relacdo aos demais alcoois testados (1,11 e 2,05 cP, para EtOH e IsOH,
respectivamente), pois, quando utiliza-se o0 modo de inje¢do hidrodindmica, que consiste
na aplicacdo de diferenca de pressdo entre as duas extremidades do capilar, quanto
menor a viscosidade da amostra, maior o volume injetado e, consequentemente, maior a
guantidade de analito (Baker, 1995; Xu, 1996). A quantidade de amostra injetada pode

ser determinada pela equacéo de Poiseuille (Equagéo 9).



47

\4 _APr(d.iy*t )
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4.2.2. Preparo da amostra de biodiesel sintetizado via catéalise acida

Para as analises de biodiesel obtido via catalise acida, ndo foram obtidas

separagbes com boas resolucdes entre os analitos, com nenhum dos experimentos

indicados da Tabela 2 (Figura 16).

Figura 16 - Eletroferogramas dos experimentos referentes ao planejamento fatoral 3% da
amostra de biodiesel produzido por catalise acida. Solucdo de eletrélito: 15,0 mmol L™
tampéo fosfato, 8,3 mmol L™ de Brij® L23, 4,0 mmol L™ de SDBS, 2,1 % de octanol e

45 % de ACN. CondicGes operacionais: injecdo de 12,0 mbar por 4 s; tensdo de
+ 19 kV; 25°C; capilar tipo TSH, de 48,5 cm de comprimento total e 40,0 cm de

comprimento efetivo, 75 um d.i. e 375 um d.e.
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=

5 10 15 20 5 10 15 20 5 10 15 20

tempo/min tempo/min tempo/min
E4 E5.E10,E11 Eo6
3
5 10 15 20 5 10 15 20 5 10 15 20
tempo/min tempo/min tempo/min
E7 ES E9

=

<

|

5 10 15 20 5 10 15 20 5 10 15 20
tempo/min tempo/min tempo/min

Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.
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Uma alternativa para o preparo da amostra, a fim de obter uma melhor
separagdo, foi a utilizacdo do processo de extracdo lipidica adaptado do trabalho
publicado por Folch e colaboradores (Folch et al., 1957). Foi pesado 0,70 g da amostra
em um tubo, adicionou-se 1,4 mL de MeOH, 0,70 mL de cloroformio e o tubo foi
levado ao agitador vortex, por 2 minutos. Adicionou-se mais 0,70 mL de cloroférmio e
agitou-se por 30 segundos em vortex. A seguir, foi adicionado mais 0,70 mL de &gua
purificada e agitou-se por mais 30 segundos. Apos o descarte da fase superior (aquosa),
adicionou-se Na,SO, anidro e a solucédo foi filtrada para um baldo de fundo chato. O
tubo e o papel de filtro utilizados foram lavados com cloroférmio. O baldo de fundo
chato foi levado ao rotaevaporador a 60 C por, aproximadamente, 15 minutos, até a
verificacdo na diminui¢do do volume (evaporagdo do cloroférmio).

O extrato lipidico foi transferido, com auxilio de MeOH, para um balédo
volumeétrico de 5,00 mL e o volume completado com MeOH. Esta diluicéo foi realizada
a fim de que houvesse volume suficiente para o preenchimento dos vials para inje¢do no
equipamento de CE. Um eletroferograma referente a esse processo é mostrado na Figura

17.

Figura 17 - Eletroferograma para determinacdo de AGL em biodiesel obtido por catalise
4cida. Solucéo de eletrélito: 15,0 mmol L™ tampéo fosfato, 8,3 mmol L™ de Brij® L23,
4,0 mmol L™ de SDBS, 2,1 % de octanol e 45 % de ACN. CondicBes operacionais:
injecdo de 12,0 mbar por 4 s; tensdo de + 19 kV; 25 °C; capilar tipo TSH, de 48,5 cm de
comprimento total e 40,0 cm de comprimento efetivo, 75 pm d.i. e 375 pum d.e. Picos:
(1) C18:1, (2) C16:0, (3) C18:2, (4) C18:3, (PI) C13:0.

30 mAu

8 9 10 11 12 13

tempo/min

Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.
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Através da Figura 17, foi possivel observar uma melhor separacéo dos analitos.
No entanto, este resultado poderia ser consequéncia de uma maior diluicdo da amostra e ndo do
processo de extracdo. Assim, para uma melhor investigacdo, foi proposto um novo
planejamento fatorial3?, mantendo os mesmos tempos de agitagdo do planejamento anterior,

porém, com massas de amostra menores (Tabela 3).

Tabela 3 — Planejamento fatorial 3 para preparo de amostra de biodiesel obtida via

catalise acida.

Experimento E12 E13 E14 E15 El16 E17 E18 EI19 E20 E21 E22

Massa/g -1 -1 -1 0 0 0 +1 +1 +1 O 0

Tempo de 1 0 4+ -1 0 +1 -1 0 +1 0 0
agitacdo/min

Massa/g: (-1): 0,1; (0): 0,3; (+1): 0,5. Tempo de agitagdo/min: (-1): 3; (0): 5; (+1): 7

Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.

Deste modo, o preparo destas amostras consistiu da mesma forma citada
anteriormente: pesou-se as respectivas massas indicadas na Tabela 3, em um balédo
volumétrico de 1 mL, adicionou-se PI, para sua concentracéo final de 0,5 mmol L, e
completou-se o volume com MeOH.

Os experimentos foram avaliados através de seus eletroferogramas
correspondentes (Figura 18), onde foi possivel observar que a melhor resolucdo foi
obtida com o experimento E14 (0,10 g e 7 minutos de agitacao).

Assim, finalmente, os parametros definidos para o preparo das amostras de
biodiesel obtidas por catélise basica foram de 0,70 g de amostra e 7 minutos de
agitacdo, enquanto que para a amostra obtida por catalise acida consistiu em 0,70 g de
biodiesel e agitacdo por 7 minutos. Seus respectivos -eletroferogramas estdo

demostrados na Figura 19.
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Figura 18 - Eletroferogramas para determinacéo de AGL em biodiesel obtido via catélise 4cida, de acordo com o Planejamento fatorial 3° da
Tabela 3. Solugdo de eletrdlito: 15,0 mmol L™ tamp&o fosfato, 8,3 mmol L™ de Brij® L23, 4,0 mmol L™ de SDBS, 2,1 % de octanol e 45 % de
ACN. Condigdes operacionais: injecao de 12,0 mbar por 4 s; tensdo de + 19 kV; 25 °C; capilar tipo TSH, de 48,5 cm de comprimento total e

40,0 cm de comprimento efetivo, 75 um d.i. e 375 um d.e.
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Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.
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Figura 19 — Eletroferogramas para os preparos de amostras de otimizados. A - biodiesel de canola; B - biodiesel de girassol; C - biodiesel de 6leo
de fritura, D - biodiesel obtido via catélise acida, E - biodiesel de soja - SC, F - biodiesel de soja - GO, G - biodiesel de soja - SP,
H — biodiesel industrial. Picos: (1) C18:1, (2) C16:0, (3) C18:2, (4) C18:3, (PI) C13:0.
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Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.
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4.3. QUANTIFICACAO

4.3.1. Curva Analitica

Para a determinagdo da acidez livre nas amostras, foram construidas as
curvas analiticas, por padronizacdo interna, dos analitos, empregando a razdo
concentracdo do analito pela concentracdo do Pl (JAGL]/[PI]) no eixo da abscissa e a
razdo das areas de AGL pela do PI, no eixo da ordenada.

Foram utilizadas solucdes padrbes de C16:0, C18:1, C18:2 e C18:3, nas
concentracdes de 0,2; 0,6, 1,0; 1,4; 1,8 e 2,2 mmol L. Os modelos, ajustados através da
regressdo pelo método dos minimos quadrados ordinarios, foram executados em
triplicatas auténticas para cada nivel experimental. e sua avaliacdo pode incluir a
remocdo de alguns pontos, se necessario, para a previsdo correta do modelo. A
homocedasticidade das observagdes foi verificada por teste de Levene, que é utilizado
guando tem-se diferentes nimeros de replicatas em um mesmo nivel. Os valores

utilizados para obtencdo dos modelos de regressdo encontram-se na Tabela 4.



Tabela 4 — Valores utilizados para 0s modelos de regresséo.

AGL  [AGL)/[PI] Replicata 1* Replicata 2* Replicata 3*
0.4 0,19 0,18 _
1,2 0,79 0,75 _

C16:0 2,0 1,19 1,24 1,26
2,8 1,82 1,70 .
3,6 2,05 2,08 2,17
0,4 0,13 0,13 0,15
1,2 0,43 0,47 0,45

o181 2,0 0,82 0,78 0,85
2,8 1,56 1,12 1,32
3,6 1,95 1,90 L
4.4 2,51 2,47 L
0,4 0,17 0,19 0,18
1,2 0,54 0,55 0,58
2,0 0,93 0,92 1,04

C18:2 2,8 1,69 1,49 .
3,6 2,50 2,49 .
4.4 2,51 2,49 .
52 2,89 3,11 3,09
1,2 0,35 0,29 _
2,0 0,45 0,48 0,51

C18:3 2,8 0,70 0,89 .
3,6 1,02 1,17 1,18
52 1,69 1,68

*Razao entre as areas do analito e PI.
Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.
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Para verificar a falta de ajuste do modelo, ou seja, a linearidade das curvas

analiticas ajustadas para cada analito, foi aplicado o teste de hipdtese a priori, que

consiste na comparagdo do desvio padrdo dos residuos (sy,Xx), com o desvio padrdo dos

valores de y (sy), em relagéo a suas médias (Equacdo 10).

_s2y ¥R mii-90)?/(p-2)

1:"calc -

;. P, T vij—¥)?/(m-p)

(10)

Onde mi é o numero de medidas, p € 0 numero de pontos da curva analitica

do modelo e m € o produto entre mi e p (Danzer e Currie, 1998). Na verificacao da falta

de ajuste, se o valor de Fcyc for menor ou igual ao Fg. y 1= p2; v 2-mp (Frap) @ Curva e

considerada linear, o que significa que seu coeficiente angular podera ser utilizado

como fator de resposta (Fr) para quantificacdo dos analitos de interesse.

Os coeficientes de regressdo e os testes de falta de ajuste estdo apresentados

na Tabela 5.
Tabela 5 — Parametros de regressao obtidos.
AGL C.angular  C. linear R® Fealc Fa
C16:0 0,594 0,019 0,995 3,89 4,35°
C18:1 0,601 -0,242 0,970 1,38 3,36°
C18:2 0,613 -0,137 0,994 1,84 3,11°
C18:3 0,357 -0,178 0,988 1,16 4,35

Fuab(v1=3; v2=7); ° Frap(v1i=4; v2=11); ® Frap(v1i=5; v,=12)
Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.

Uma vez que os modelos de regressdo foram considerados satisfatorios, seus

respectivos coeficientes angulares puderam ser utilizados, para quantificacdo, como

fator de resposta (Fr), da Equacgéo 11, desde que a concentracdo do padrdo interno seja

mantida fixa em 0,5 mmol L-1 na amostra, conforme o experimento preliminar

realizado com os padrdes.
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AAGL

A

[P1]

Onde AacL é a area de cada AGL, Ap é a area do PI, [AGL] é a
concentracdo, em mmol L™, para cada AGL e [PI] é a concentracdo do PI, fixa em
0,5 mmol L™.

4.3.2. Limites de Deteccéo e Quantificacao

O limite de deteccdo (LOD, Limit Of Detection) representa menor
concentracdo que a substancia de interesse pode ser detectada, mas ndo necessariamente
quantificada (Ribani et al., 2004; Harris, 2005; Skoog, Douglas A. et al., 2009),
enquanto que o limite de quantificacdo (LOQ, Limit Of Quantification) representa a
menor concentracdo em que o analito de interesse pode ser medido. Esses limites podem
ser determinados por trés métodos diferentes: i) visual (determinado pela analise de
amostras em concentracdes conhecidas dos analitos); ii) sinal-ruido (aplicado somente
para procedimentos analiticos que apresentam ruido na linha base); iii) baseado em
desvio padréo da resposta e coeficiente angular da curva analitica (Ribani et al., 2004;
Guideline, 2005).

No presente trabalho, LOD e LOQ foram determinados a partir da relacédo

sinal-ruido (EquacGes 12 e 13, respectivamente).

3XSiyuidoXC ;
LOD — ruido analito (12)

Hméxima_Hminima

10XSsyidoXC ;
LOQ= ruido analito (13)

Hméxima_Hminima

Onde Syyigo € 0 desvio padrdo do ruido, Canaiito € @ concentracdo do analito,

Hmaxima € @ altura maxima do pico € Hpinima € @ altura minima do pico.
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Assim, os LODs (mmol L) foram 0,014 para C16:0, 0,061 para C18:1,
0,044 para C18:2 e 0,055 para C18:3. Os LOQs (mmol L™) foram 0,047; 0,203; 0,148 e
1,182 para C16:0, C18:1, C18:2 e C18:3, respectivamente.

4.3.3. Determinacéo da acidez

A determinacdo da acidez nas amostras de biodiesel, por CZE, pode ser
dada em % qcigez, €Xpressa em C18:1, ja que este € uma parametro para acidez em 6leos
e gorduras e é muito utilizado para conversdo de mg KOH/g de amostra (Lutz, 1977).

Assim, a partir do rearranjo da Equacdo 11, é possivel determinar a %acide;
(Equacéo 14), porém, em CE, leva-se em conta a soma dos AGL presentes na amostra e
nédo apenas a concentracdo de C18:1, para uma melhor exatidao (Balesteros et al., 2007;
Sato et al., 2014).

o __ MMg¢q54[PIIVY A
Oacidez —

X1 100 (14)

FrApim

Onde MMcg: é a massa molecular de C18:1 (282,5 gmol™), [PI] é a
concentracdo do PI, fixa em 0,5 mmol L™, VV é o volume em litros, Fr é o fator de
resposta de C18:1, Ap € a area de Pl na amostra e Ay é a area de cada AGL na amostra,
obtida através das integracdes de cada pico correspondente no eletroferograma.

Os teores de acidez foram determinados através de duplicatas auténticas e

estédo apresentados na Tabela 6.



57

Tabela 6 — Teores de acidez em amostras de biodiesel, por CE.

Amostra de biodiesel  Acidez/%, expressa em C18:1

Canola 0,048 + 0,006
Girassol 0,0453 £ 0,0002

Fritura 0,028 + 0,001

Catélise &cida 0,92 £ 0,02

Soja-SC 0,044 + 0,002
Soja-GO 0,0528 + 0,0004
Soja-SP 0,018 + 0,003
Industrial 0,036 + 0,007

Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.

Atraveés dos teores de acidez encontrados, observa-se que a amostra obtida
via catélise acida, apresentou grau de acidez muito maior que as demais amostras, 0 que
pode ser justificado pela presenca de agua no catalisador utilizado, uma vez que este

fato pode conduzir a hidrélise de ésteres, formando AGL.

4.3.4. Comparacao entre titulacdo potenciométrica e CZE - UV

A fim de confrontar a confiabilidade do método utilizado por CZE - UV,
foram determinados os teores de acidez das mesmas amostras de biodiesel, pelo método
oficial, que consistiu na titulacdo potenciométrica das amostras diluidas em solucdo da
mistura IsOH/tolueno (1:1 v/v) e utilizou-se a solu¢do de KOH em IsOH, como titulante
(ASTM, 2004b). As analises foram realizadas em duplicatas auténticas.

Para determinar o volume do ponto final da titulacdo, foi utilizada a segunda
derivada da curva pH x volume de titulante (Figura 20 A). Assim, o volume foi determinado

pelo ponto de intersecdo com o eixo do volume (Figura 20 B).
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Figura 20 — Curvas referentes a titulacdo potenciométrica. A — pH x volume de titulante;
B — segunda derivada da curva A.
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Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.

Algumas amostras, no entanto, como as de biodiesel obtido a partir de dleo de canola e
o0 biodiesel industrial, ndo apresentaram curvas pH x volume de titulante bem definidas,
gerando curvas de derivada segunda com dois pontos de inflexdo cada uma (Figura 21). Assim,
para estas amostras, também foram realizadas titulagdes colorimétricas, utilizando fenolftaleina

como solucéo indicadora, a fim de confirmar o volume do ponto final.

Figura 21 — Curvas da derivada segunda de amostras de biodiesel, por titulacdo
potenciométrica. A — canola. B — industrial.
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Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.

Com as definigbes dos pontos finais de cada amostra, pode-se determinar os teores

de acidez, expressos em C18:1 (Tabela 7).
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Tabela 7 - Teores de acidez em amostras de biodiesel, por titulacdo potenciométrica.

Amostra de biodiesel  Acidez/%, expressa em C18:1

Canola 0,04311 + 0,00007
Girassol 0,0434 = 0,0001

Fritura 0,030 + 0,006

Catalise acida 0,64 + 0,04

Soja-SC 0,098 + 0,007
Soja-GO 0,0902 + 0,0002
Soja-SP 0,0347 + 0,0004
Industrial 0,0424 £ 0,0008

Fonte: ELABORADO PELA PROPRIA AUTORA.

Comparando os resultados obtidos por CZE - UV e por titulagcdo
potenciométrica, pelo teste de Wilcoxon pareado, ndo ha diferencas significativas em
um nivel de 95% de confianca, pois seu p-valor foi de 0,401 (p-valor > 0,05). O teste de
Wilcoxon pareado foi proposto pelo fato dos desvios das observacdes ndo apresentarem
comportamento normal, ou seja, se tratar de uma distribuicdo ndo paramétrica. Os
resultados estatisticos indicam que ndao ha evidéncia, no intervalo de 95% de confianca,
para ndo se utilizar o método por CZE-UV como alternativa para determinagdo de
acidez em amostras de biodiesel. Apesar do método por CZE-UV ser mais dispendioso,
devido ao elevado custo de aquisicdo do equipamento, em comparacao com a titulacdo
potenciométrica classica, o primeiro apresenta algumas vantagens interessantes como
menor consumo de solventes organicos, o que vai diretamente ao encontro dos preceitos
positivos imanentes a “Quimica Verde”. Além disso, configura-se como um método de
maior eficiéncia, pois apresenta maior grau de seletividade e especificidade, posto que a
acidez é calculada, especificamente, a partir do somatorio de cada acido graxo livre
separado e identificado. Por outro lado, a titulacdo potenciométrica, apesar de baixo
custo para aquisicdo da infraestrutura, requer o uso de tolueno, o qual acarreta
significante grau de toxidade & exposi¢do do analista, para a solubilizacdo da amostra.
Além disso, a limpeza dos eletrodos € mediada pela utilizacdo de EtOH ou acetona entre
as analises. Alem disso, quando se realiza titulacdo potenciométrica, o resultado podera
ser influenciado por residuos de catalisador que, geralmente, sdo acidos e bases fortes
(Komers et al., 1997).
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5. CONCLUSOES

A determinacdo individual de ésteres € importante para a avaliacdo da
qualidade de biodiesel, devido a tendéncia de oxidacdo e estudos de emissbes, como
material particulado, CO e Oxidos de nitrogénio. Neste trabalho foi desenvolvido e
otimizado método empregando Fast GC-FID, com uma coluna capilar com fase
estacionaria de liquido ibnico, para analise de esteres metilicos em um tempo de analise
em torno de 3 minutos. Com isso, pode-se analisar um grande nimero de replicatas em
um curto tempo, diminuindo os consumos de energia, volumes de gases e,
consequentemente, o custo por amostra. E ainda, o uso de isoterma para temperatura do
forno e o simples preparo de amostra, faz aumentar a frequéncia analitica e diminuir os
consumos de solvente e amostra.

A determinacédo da acidez também € um parametro importante, pois se pode
avaliar a degradacdo e qualidade das reacBes de transesterificacdo, atraves dos AGL
presentes no produto. A proposta apresentada para analise de acidez por CZE-UV teve
como ponto forte, a ser elucidado, a etapa de preparo de amostra. Dentro deste contexto,
foi possivel observar que, além da massa da amostra, o solvente e o tempo de agitacao
se desdobraram em fatores chaves para o0 sucesso da anéalise, tangenciando a etapa de
preparo das amostras. Assim, o planejamento fatorial apresentou-se como uma
ferramenta estatistica imprescindivel para a otimizacdo doa parametros experimentais.
O método otimizado, por CZE-UV, mostrou-se como uma técnica alternativa muito
interessante, uma vez que foi possivel a determinacdo dos AGL em amostras de
biodiesel, tendo ainda como diferencial a deteccdo individual dos AGL saturados e
insaturados, o que permite avaliar ou prever o grau de propensdo a oxidacdo em funcao
da presenca dos AGL insaturados. Além disso, 0 método por CZE-UV ¢é indiferente e
insensivel a influéncia de possiveis residuos de acidos e/ou bases fortes remanescentes
do processo reacional empregado, ou seja, catalise &cida ou base, o0 que néo se verifica
com a titulacdo potenciométrica. Finalmente, o método desenvolvido por CZE-UV
quando comparado ao método oficial por titulacdo potenciométrica ndo apresentou
diferengas significativas no intervalo de 95% de confianga para as diferentes amostras

de biodiesel analisadas.
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