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A reacdo de transesterificacdo produz uma mistura de ésteres de acidos graxos
(biodiesel). Durante a reacéo existe, também, a formacao de monoacilglicerois (MAG) e
diacilglicerois (DAG), que sdo intermediarios do processo, além de glicerol livre (GL),
co-produto da reacdo e de triacilglicerdis (TAG) que ndo reagiram por completo. Esses
sdo os principais contaminantes do biodiesel e podem levar a sérios problemas ambientais
e operacionais quando utilizados em motores a combustao.

Com o aumento da relevancia do biodiesel na matriz energética brasileira, a garantia
das propriedades e da qualidade do mesmo é um aspecto chave para 0 sucesso nha sua
comercializacdo e aceitagdo no mercado. Sendo assim, o estabelecimento de padrdes de
qualidade que fixam teores dos contaminantes no biodiesel é primordial para se garantir
a qualidade do produto final.

Com isso, novas técnicas de analise menos dispendiosas e mais rapidas precisam ser
desenvolvidas, sem que haja perda de sensibilidade. Neste projeto, foi utilizada a técnica
de extracdo em fase solida (EFS), aplicando cartuchos com fase estacionaria de
aminopropilsilano, para a separacgdo e o isolamento das principais classes constituintes
(GL, MAG, DAG e TAG) e ésteres metilicos de acidos graxos (ESMAG).

Como o método de referéncia, baseado na técnica de cromatografia em fase gasosa,
apresenta como desvantagem o alto custo, em virtude do uso de agentes derivatizantes, a
proposta inovadora deste projeto consistiu em associar a metodologia de separacao por
EFS a métodos de deteccdo simples, eletroquimico e espectrofotométrico, baseados em
reacOes enzimaticas.

Neste projeto, foram utilizadas amostras de biodiesel de diferentes oleaginosas, que
foram analisadas pelo método de referéncias e pelos métodos propostos, apos separacao
por EFS.

Pela avaliacdo qualitativa da separagdo, por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
em Fase Reversa Ndo Aquosa (CLAE-FRNA), p6de-se concluir que houve uma boa
separagdo das amostras, gerando duas fragOes enriquecidas nos seus principais
constituintes (ESMAG e glicerina total), apresentando um bom percentual de recuperagéo
(entre 96,51 e 107,9%) de glicerina total.

Os resultados da anélise de glicerina total foram comparados estatisticamente pelo
teste t de Student, evidenciando que os métodos propostos geraram resultados
estatisticamente semelhantes ao do método de referéncia, com 95% de confianca.
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The transesterification reaction produces a mixture of fatty acids esters (biodiesel).
During the reaction, there is also the formation of monoacylglycerol (MAG) and
diacylglycerol (DAG), which are intermediates of the process, besides free glycerol (GL),
co—product of the reaction, and triacylglycerol (TAG) which have not reacted completely.
These are the major biodiesel contaminants and can lead to serious environmental and
operational problems when used in combustion engines.

With the increasing importance of biodiesel in the Brazilian energy matrix, the
guarantee of properties and the quality of it is key to success in marketing and market
acceptance. Thus, the establishment of quality standards, which set levels of contaminants
in biodiesel, is essential to ensure the quality of the final product.

Thereby, new analysis techniques, less expensive and faster, need to be developed,
without any loss of sensitivity. In this project, solid phase extraction (SPE) was used,
applying cartridges with aminopropylsilane stationary phase, for separation and isolation
of the main constituent classes (GL, MAG, DAG and TAG) and fatty acid methyl esters
(FAMES).

As the reference method, based on gas phase chromatography technique, has the
disadvantage the high cost, due to the use of derivatizing agents, the innovative proposal
of this project was to associate the separation methodology, by SPE, with simple detection
methods, electrochemical and spectrophotometric, based on enzymatic reactions.

In this project, biodiesel samples from different kinds of oil were used, which were
analyzed by reference and proposed methods, after separation by SPE.

For the qualitative evaluation of separation, by non-aqueous reverse phase high
performance liquid chromatography (NARP-HPLC), it can be concluded that there was a
good separation of the samples, generating two enriched fractions in its main constituents
(FAMEs and Total Glycerin), showing a good total glycerin recovery percentage
(between 96,51 and 107,9%).

The results of the total glycerin analysis were statistically compared by the Student’s
t test, showing that the proposed method generate statistically similar results to the
reference method, with 95% confidence.
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1. Introducao

O emprego de derivados de biomassa como combustivel remonta ao final do
século XIX, quando a French Otto Company exibiu, em uma exposi¢cao, um motor
a diesel funcionando, apropriadamente, com 6leo de amendoim como
combustivel (KNOTHE et al., 2006). Devido ao baixo custo dos combustiveis
fosseis, aliado a dependéncia do setor de transportes em relacdo ao petroleo, o
uso de biomassa somente ganhou importancia apés a primeira crise petrolifera,
na década de 1970, quando se tornou uma fonte expressiva de energia, devido
ao seu potencial para producdo de combustiveis alternativos, como o biodiesel,
gue pode ser usado em substituicdo ou complemento ao diesel de petréleo, ndo
necessitando de nenhuma modificacdo dos motores baseados no ciclo diesel
(KNOTHE, 2002; HAAS et al., 2001; LUE et al., 2001).

O biodiesel é definido como um combustivel composto de alquil ésteres de
acidos graxos derivados de fontes renovaveis, como gorduras de origem vegetal
ou animal (Resolucdo ANP N° 14, de 11/05/2012 — DOU 18/05/2012), produzido
por meio da reacdo de transesterificacdo, na qual os triacilgliceréis (TAG)
provenientes das gorduras sao convertidos em ésteres de acidos graxos. O
biodiesel pode ser utilizado puro (B100) ou misturado ao diesel de petréleo (BX,
onde X corresponde a porcentagem volumétrica de biodiesel no diesel de
petréleo) (RAMOS et al., 2000). No Brasil, a Lei n® 13.033, de 24 de setembro
de 2014 tornou obrigatéria a adicdo de 7%, em volume, de biodiesel ao 6leo
diesel comercializado no territorio nacional. No entanto, recentemente, a Lei n°
13.263, de 23 de marco de 2016, alterou a Lei n° 13.033 e estabeleceu os
seguintes percentuais de adicdo obrigatoria, em volume, de biodiesel ao 6leo
diesel vendido ao consumidor final, em qualquer parte do territério nacional: a)
8% (oito por cento) em 2017, b) 9% (nove por cento) em 2018 e ¢) 10% (dez por
cento) em 2019.

O biodiesel apresenta uma série de vantagens frente ao diesel de petrdleo,
pois é biodegradavel, estabelece um ciclo fechado de carbono, ou seja, a
guantidade de CO: liberada € a mesma consumida pela planta enquanto em fase
de crescimento, e reduz significativamente a emissbes de enxofre (20%),

anidrido carbdénico (9,8%), hidrocarbonetos ndo queimados (35%), material ndo



particulado (55%), gases causadores do efeito estufa (78 a 100%) e compostos
sulfurados e aroméaticos (100%) (COLETTI, 2006).

A qualidade do biodiesel pode sofrer variagcbes devido a presenca de
contaminantes oriundos da matéria-prima, do processo de producdo ou
formados durante a estocagem do biodiesel. Os principais contaminantes
presentes no biodiesel e que podem comprometer a qualidade do produto final
sdo a glicerina livre (GL), principal coproduto, e os monoacilgliceréis (MAG),
diacilglicerdis (DAG) e triacilglicerdis (TAG), intermediarios de reacdo, e,
também, os acidos graxos. Esses contaminantes podem aumentar a viscosidade
do combustivel e, com isso, reduzir a eficiéncia de combustdo e causar
entupimento do filtro de combustivel e depdsitos em partes do motor (BOWMAN,
et al., 2006).

Para a garantia da qualidade do biodiesel € necessario o estabelecimento de
padrdes de qualidade, objetivando fixar os teores limites dos contaminantes e o
grau de converséao da reacao que nao prejudiquem a qualidade das emissdes da
gueima, bem como o desempenho, a integridade do motor e a seguranga no
transporte e manuseio. Sendo assim, o controle da qualidade do biodiesel é
primordial para sua comercializacdo e novos métodos de separacdo e analise
vém sendo investigadas, com o intuito de buscar métodos mais simples e
rapidos, sem perder, logicamente, em sensibilidade (KNOTHE et al., 2006;
ANDRADE, 2011).

Diversas técnicas tém sido utilizadas para a caracterizacdo e andlise do
biodiesel, sendo a cromatografia em fase gasosa a mais comum (PINTO et al.,
2005) e a técnica de referéncia, segundo a Agéncia Nacional do Petroleo, Gas
Natural e Biocombustiveis (ANP). A cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) é uma técnica que ainda ndo € muito utilizada para a separacédo dos
constituintes do biodiesel, apesar das vantagens operacionais frente a técnica
de CG, como, por exemplo, a ndo necessidade de derivatizacdo, que torna a
analise menos custosa e mais rapida.

Algumas técnicas ndo cromatograficas vém sendo propostas para analise de
glicerol livre e total em biodiesel, como a espectrofotometria e a
cronoamperometria. Estas técnicas estdo associadas a reacdes enzimaticas,
gue permitem determinar o teor de glicerol livre e total no biodiesel

eletroquimicamente, por meio do consumo de oxigénio durante uma reagao, e
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fotometricamente, por meio da producéo de um composto colorido (GREENHILL
e GREENHILL, 2004; LUETKMEYER, 2010).

A extracdo em fase sdlida é uma técnica que vem sendo utilizada para
separacdo e isolamento das principais classes de compostos presentes no
biodiesel, visando a obtencdo de fracbes enriquecidas nos seus constituintes
para simplificar sua caracterizacdo por métodos analiticos (BLATT et al., 2012).

Desta forma, o principal objetivo deste trabalho foi empregar a EFS para a
separacdo e o isolamento das principais classes presentes no biodiesel,
acompanhando sua eficiéncia por CLAE, associado aos métodos enzimaticos,

com deteccao espectrofotométrica e eletroquimica.



2. Objetivos

2.1.

Objetivo Geral

Separacao e isolamento das principais classes constituintes do biodiesel

(ésteres e glicerol livre, monoacilglicerois, diacilglicerois e triacilglicerois), por

extracdo em fase sélida, e posterior quantificacdo do teor de glicerol total, por

meétodos enzimaticos com deteccao eletroquimica e espectrofotométrica.

2.2.

1)

2)

3)

4)

5)

Objetivos Especificos

Empregar a técnica de extracdo em fase soélida para a separacao do glicerol
total do biodiesel.

Acompanhar a eficiéncia da separacdo do glicerol total utilizando a
cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Associar o método de separacdo com meétodos simples de andlise para a
quantificacdo do teor de glicerol total.

Quantificar as fracdes obtidas por extracdo em fase sdlida, quanto ao teor de
glicerol total, pelos métodos eletroenzimatico (cronoamperometria) e
enzimatico colorimétrico (espectrofotometria na regido do UV-Vis).
Comparar o teor de glicerol total, obtido pelos métodos propostos, com o

obtido pelo método de referéncia (cromatografia em fase gasosa).



3. Revisao Bibliografica

3.1. O Biodiesel

O biodiesel (B100) é definido, segundo a Agéncia Nacional do Petréleo, Gas
Natural e Biocombustiveis (ANP), como um combustivel composto de alquil
ésteres de &cidos carboxilicos de cadeia longa, produzido a partir da
transesterificacdo e/ou esterificacdo de matérias graxas, de gorduras de origem
vegetal ou animal, e que atenda a especificacdo contida no Regulamento
Técnico (Resolugdo ANP N° 14, de 11/05/2012 — DOU 18/05/2012).

O biodiesel pode ser produzido a partir de 6leos vegetais, como soja, dendé,
girassol, ou a partir de fontes de gordura animal, como sebo bovino. No Brasil,
as principais matérias-primas séo a soja e 0 sebo bovino.

A molécula de Oleo vegetal € formada por trés ésteres ligados a uma molécula
de glicerina, o que faz deste um triacilglicerol (ou triglicerideo). Um dos
processos utilizados para a transformacdo do 6leo vegetal em biodiesel é a
reacao de transesterificacdo. A transesterificacdo € um termo geral usado para
descrever uma importante classe de reac¢des organicas, onde um éster é
transformado em outro, por meio da troca do residuo alcoxila (GERIS et al.,
2007).

A reacdo de transesterificacdo (Figura 1) dos triacilgliceréis (TAG) de Oleos e
gorduras de origem vegetal ou animal é, geralmente, praticada com um
monoalcool de cadeia curta, tipicamente metanol ou etanol, na presenca de um
catalisador (acido, basico ou enzimatico), resultando na producdo de uma
mistura de ésteres, metilicos ou etilicos, de acidos graxos e glicerol. A principio,
a reacdo de transesterificacdo € uma reacdo reversivel. Porém, o glicerol,
formado como subproduto da reacdo global, € praticamente insolavel no
biodiesel, contribuindo fortemente para o deslocamento do equilibrio no sentido

da producéo de biodiesel, inibindo a reacao reversa (LINS JUNIOR, 2014).
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Figura 1. Reacao geral de uma reacédo de transesterificacdo. O alcool empregado para a
producéo de biodiesel é geralmente metanol (R = CH3).

A reacdo de transesterificacdo global dos TAG € a soma de trés reacdes
consecutivas que produzem ésteres de acidos graxos (EsAG) de uma das
cadeias graxas, em cada etapa. Os TAG reagem com uma molécula de alcool
sendo convertidos a diacilgliceréis (DAG), que, por sua vez, reagem com outra
molécula de alcool e sdo convertidos a monoacilgliceréis (MAG) que, finalmente,
sao convertidos a glicerol, por meio de uma rea¢ao com outra molécula de alcool

(Figura 2). Portanto, os DAG e os MAG sdo intermediérios neste processo.
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Figura 2. Reagbes consecutivas reversiveis para a transesterificacdo dos triacilglicerois
(LUETKMEYER, 2010).



No Brasil, o biodiesel foi introduzido na matriz energética pela Lei N° 11.097,
de 13 de janeiro de 2005. Deste entdo, a mistura de biodiesel ao 6leo diesel
passou por seis fases, até chegar a fase atual. Na primeira fase, referente ao
periodo de janeiro de 2006 a dezembro de 2007, a mistura de 2% volumétrica
de biodiesel (B2) era facultativa. A partir da segunda fase, que teve inicio em
janeiro de 2008, a mistura de 2% volumétrica de biodiesel (B2) passou a ser
obrigatdria em todo o territorio nacional. De julho de 2008 a junho de 2009, a
mistura obrigatéria de biodiesel aumentou para 3% volumétrica (B3). No periodo
entre julho e dezembro de 2009, a mistura obrigatéria passou a ser de 4%
volumétrica (B4). De janeiro de 2010 a junho de 2014, ocorreu novo aumento da
mistura obrigatdria, que passou a ser de 5% volumétrica (B5). Mais uma
mudanca aconteceu entre julho e outubro de 2014, elevando a mistura
obrigatéria para 6% volumétrica (B6). Esse percentual foi ampliado, em
novembro de 2014, segundo a medida provisoria (MP) N° 647/2014, até atingir
na fase atual, a mistura obrigatéria de 7% volumétrica (B7). Os consecutivos
aumentos percentuais para 8% volumétrica, em 2017, 9% volumétrica, em 2018
e 10% volumétrica, em 2019, estao previstos segundo a Lei Federal N° 13.263,
de 23 de marco de 2016.

A determinacéo do glicerol residual é um dos critérios para avaliar a eficiéncia
do processo de purificacdo do biodiesel. Altas concentracées de glicerol no
biodiesel provocam problemas de armazenamento, como a separagéo de fases
ao se misturar o biodiesel ao 6leo diesel nos tanques de estocagem. Problemas
como formacdo de depdsitos, entupimento dos bicos injetores do motor e
emissodes de aldeidos também estdo relacionados com a alta concentracdo de
glicerol no biodiesel (LOBO, FERREIRA et al., 2009).

A soma da concentracao de glicerol livre (GL) com a de glicerol combinado,
composto por monoacilgliceréis (MAG), diacilglicer6is (DAG) e triacilgliceroéis
(TAG), é denominada como glicerol total (GT). Segundo o regulamento técnico
N° 03/2014 contido na Resolugdo ANP N° 45/2014, os limites, em porcentagem
em massa (% massica), de MAG, DAG, TAG, EsSAG, GL e GT, alguns dos

parametros da resolucédo, se encontram na Tabela 1.



3.2.

Tabela 1. Limites de quantidade (% massica) de monoacilglicerois, diacilglicerois,
triacilglicerdis, teor de éster e glicerina livre e total no B100, segundo o regulamento técnico N°
03/2014 contido na Resolucdo ANP N° 45/2014.

Caracteristica Limite

Monoacilglicerdis 0,70 (méax.)

Diacilglicerois 0,20 (max.)
Triacilglicerdis 0,20 (méax.)
Teor de éster 96,5 (min.)
Glicerina Livre 0,02 (max.)
Glicerina total 0,25 (méax.)

Matérias-primas: Oleos e gorduras

Os dleos e gorduras, de origem animal ou vegetal, sdo matérias primas
hidrofébicas, formados predominantemente por TAG, tri-ésteres de acidos
graxos (AG) com glicerol, com menores concentragdes dos outros constituintes
(MAG, DAG e AG). Os AG possuem cadeias longas monocarboxiladas,
saturadas ou insaturadas, tendo, predominantemente, de 12 a 26 atomos de
carbono (LINS JUNIOR, 2014).

Cada tipo de 6leo e gordura possui variados tipos de AG, que diferem em sua
predominancia, 0os quais possuem propriedades quimicas diferentes, sendo o
fator deliberativo das caracteristicas quimicas e fisicas de cada 6leo.

A definicdo do 6leo a ser utilizado na producédo de biodiesel depende da
abundéancia da oleaginosa na regido. A Unido Europeia, detentora da maior
producdo mundial de biodiesel, utiliza 6leo de canola como matéria-prima,
enquanto o Brasil e os Estados Unidos, utilizam, principalmente, 6leo de soja
como matéria-prima. Além dos 6leos de colza e soja, também sdo bastante
utilizados os 0Oleos de algodéo, girassol, amendoim, milho e palma na producéo
mundial de biodiesel (LINS JUNIOR, 2014).

Na Tabela 2 sédo apresentados alguns o6leos, de grande producédo no Brasil,
que podem ser empregados na producdo de biodiesel, com a respectiva
nomenclatura, formula molecular e estrutura quimica de seus acidos graxos

predominantes.



Tabela 2. Nomenclatura, férmula molecular e estrutura quimica dos acidos graxos
predominantes nos 6leos vegetais de algumas oleaginosas de grande produgéo no Brasil.
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3.3. A Extracdo em Fase Solida

A Extracdo em Fase Solida (EFS) é uma técnica de separacéo liquido-solido
baseada nos mecanismos de separacdo da cromatografia liquida de baixa
pressdo, também conhecida como cromatografia liquida classica, na qual se
emprega uma pequena coluna aberta contendo a fase estacionaria, designada
cartucho (LANCAS, 2004). Esta técnica foi introduzida em substituicdo as
desvantagens apresentadas pela extracdo liquido-liquido (ELL), pois possui as

seguintes vantagens: a) nao ocorre formacdo de emulsdes (RUIZ-



GUTIERRREZ, PEREZ-CAMINO, 2000); b) os tempos de anélise sio reduzidos;
¢) menor consumo de solvente; d) o analito € manipulado menos vezes; e) possui
facilidade de automacéo do processo (LANCAS, 2004); f) alto percentual de
recuperacédo do analito (JARDIM, 2010) e g) volume reduzido de residuos.

A EFS apresenta como desvantagens o tempo elevado de analise, os altos
custos dos cartuchos, que sdo utilizados uma uUnica vez, e dos dispositivos
multivias (manifold) e, possivelmente, a dificuldade em selecionar o adsorvente
adequado para a aplicacdo desejada (JARDIM, 2010).

A superficie da silica é composta por grupamentos silanodis (Si — OH) e
siloxano (Si — O — Si) (BRAMBILLA, 2007), que podem ser quimicamente
modificados, com o intuito de imobilizar compostos organicos. Atualmente, essa
alteracdo quimica é feita por meio de radicais metila (— CH3s), octila (— CsHz17),
octadecila (— CisHs7) e fenila (— CeHs) (PAVIA et al., 2009) e esses derivados de
silica sdo empregados em cromatografia liquida, principalmente em
cromatografia em fase reversa, e cartuchos para EFS.

A utilizacdo da EFS para a separacédo e o isolamento de lipidios neutros e
polares vem sendo descrita na literatura, empregando cartuchos de fase silica
(NASH, FRANKEL, 1986; NEFF, ZEITOUN, WEISLEDER, 1992) e de fase
aminopropilsilano (KALUZNY et al., 1985; HOPIA et al.,, 1992; EBELER,
SHIBAMOTO, 1994; EBELER, EBELER, 1996; BODENNEC et al., 2000).

Uma vez que as fases estacionarias empregadas na EFS sdo similares
aquelas empregadas em cromatografia liquida em coluna, os mecanismos de
separacdo também sdo similares. Materiais como silica gel, alumina, silicato de
magneésio, carvao ativado, polimeros e fases baseadas em silica quimicamente
ligadas sdo amplamente empregadas em EFS. Dependendo da natureza do
grupo ligado a silica, ou copolimero, a fase podera ser classificada como néo
polar, polar ou trocador de ions (LANCAS, 2004).

Em 2011, ANDRADE, MAZZEI| e d’AVILA desenvolveram uma metodologia
de separacédo entre ésteres metilicos de &cidos graxos (EsMAG) e glicerol total
(GL, MAG, DAG e TAG) de amostras biodiesel de diferentes oleaginosas e graus
de converséo, utilizando a EFS, com cartuchos de fase estacionaria constituido
de aminopropilsilano. Neste trabalho, a caracterizacéo das fracdes obtidas apos
extracao foi feita por cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa nédo
aguosa (CLAE — FRNA), com detector UV a 205 nm. A eluicdo dos ESMAG foi
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realizada utilizando-se n-hexano como solvente. Ja o glicerol total foi eluido com
uma mistura de cloroférmio:metanol, na proporcao 2:1 em volume. Isto permitiu
avaliar a separacdo das fracdes e se verificou que a EFS obteve alta
recuperacdo, o que permitiu a separacdo do biodiesel dos contaminantes

estudados.

3.4. Métodos cromatograficos empregados na analise de biodiesel

Alguns métodos cromatograficos estdo sendo empregados na analise de
biodiesel, dentre os quais pode se destacar a cromatografia em fase gasosa
(CG) (STAVARACHE et al., 2005; LIU et al., 2008), a cromatografia em camada
fina (CCF) (SHAH et al., 2004; STAVARACHE et al., 2005) e a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) (CUNHA, OLIVEIRA, 2006; KALO et al., 2006;
STAVARACHE et al., 2007; TURKAN, KALAY, 2006; ANDRADE, MAZZEI,
d’AVILA, 2011; JONES et al., 2012).

A resolucao vigente utiliza a cromatografia em fase gasosa de alta resolucao
(CGAR) para a analise dos teores de ESAG e GL, assim como dos teores
residuais de MAG, DAG e TAG, de acordo com as normas ASTM D6584 e EN
14105 (LOBO, FERREIRA, 2009). Neste método ha a necessidade de uma etapa
de derivatizacdo, onde ocorre modificagdo dos grupos funcionais polares
responsaveis pelo aumento do ponto de ebulicdo, formando derivados volateis e
termicamente estaveis, mais adequados para analise por cromatografia gasosa,
na qual se utliza o reagente silanizante MSTFA (N-metil-N-trimetilsilil-
trifluoroacetamida) e, também, para quantificacdo, ha a necessidade de
padronizacao interna, utilizando-se 1,2,4-butanotriol, para a quantificacéo de GL,
e tricaprina, para a quantificacdo de MAG, DAG e TAG. Solu¢bes padrdo com
monooleina, dioleina e trioleina também sdo utilizadas para a obtencdo dos
tempos de retencao e da regido do cromatograma, onde sao verificados 0s picos
referentes aos constituintes do glicerol combinado (MAG, DAG e TAG) presentes
na amostra. Este método exige um longo tempo de resfriamento do injetor e a
temperatura do forno, de aproximadamente 380 °C, ndo é adequada para o
biodiesel derivado de algumas sementes oleaginosas, tais como de amendoim

e de crambe, pois estas contém cadeias longas de TAG. Além disso, nos picos
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presentes no cromatograma nao ocorre diferenciacdo entre MAG e DAG quando
o biodiesel € de rota metilica (PRADOS et al., 2012).

Em 2012, Dias et al. propuseram um método para a determinacéo simultanea
de acilglicerois, GL e GT, em biodiesel de ésteres etilicos de 6leo de mamona,
utilizando cromatografia em fase gasosa com detector de ionizacdo de chama
(CG - DIC) e cromatografia em fase gasosa com detecgdo por espectrometria
de massas (CG — EM).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) € apontada como alternativa
ao método por CG na analise de biodiesel por apresentar uma série de
vantagens em relagdo a este, como, por exemplo, ndo necessitar de
procedimentos de derivatizacdo, possuir um tempo reduzido de analise, a
capacidade de quantificar componentes ndo volateis e operacdo em
temperaturas baixas, o que diminui o risco de isomerizacao das ligacdes duplas
presentes nos acidos graxos (AG), possibilitando a analise de componentes
termicamente instaveis (NETO, NUNES, 2003; CZAUDERNA, KOWALCZYC,
2001; LI et al., 2001).

Em 2004, Foglia et al., fizeram uma comparacéo entre CLAE e CG na analise
de acilgliceréis em biodiesel. Os resultados obtidos pelos dois métodos ndo
apresentaram diferencas significativas, entretanto, o método de CG apresentou
algumas desvantagens quando comparado ao método de CLAE, como a
necessidade de derivatizacdo, a necessidade de uso de padrbes internos de
gliceréis, a necessidade do uso de diferentes padrées em funcdo da matéria-
prima do biodiesel e a limitacdo na determinagéo dos EsSAG.

As andlises por CLAE séo realizadas, geralmente, em colunas que possuem
a fase estacionaria compactada em coluna de aco inoxidavel, com diametro
interno variando entre 0,45 e 2,2 cm e com comprimento variando entre 10 e 30
cm, dependendo do objetivo da separagcdo. O detector mais empregado é o
detector de absor¢do no ultravioleta (UV), porém, também séo utilizados
detectores de fluorescéncia, de indice de refracdo e eletroquimicos. Entretanto,
€ necessario que se utilize solventes transparentes na regido de 200 a 220 nm
e com alto grau de pureza, pois os acilgliceréis e os ESMAG né&o absorvem em
comprimentos de onda maiores que 220 nm (HOLCAPEK et al.,1999;
HOLCAPEK et al., 2001; HERON, TCHAPLA, 1999). A principal desvantagem

da deteccdo UV € a ndo quantificacdo de compostos saturados (HOLCAPEK et
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al., 1999), sendo que, por outro lado, a deteccao a 205 — 210 nm pode fornecer
curvas analiticas lineares e com sensibilidade elevada (GEERAERT,
DESCHEPPER, 1983).

Em 1999, Holcapek et al. empregaram a CLAE — FR na separacdo ESMAG,
MAG, DAG e TAG dos acidos oleico, linoleico e linolénico, assim como os acidos
graxos livres (AGL).

Em 2011, Andrade et al., desenvolveram um método utilizando a
cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa ndo aquosa (CLAE-
FRNA) para a determinacdo da conversdo e caracterizacdo dos principais
constituinte do biodiesel (ESMAG, GL, MAG, DAG e TAG). Neste estudo, foi
empregada uma coluna cromatogréafica com fase estacionaria de octadecilsilano
(C18), utilizando, como fase mével, um gradiente de metanol e iso-propanol:n-
hexano (5:4, volumétrica), com detecc¢éo por UV, a 205 nm.

A Figura 3 ilustra a separagao dos MAG, ESMAG, DAG e TAG presentes em
um produto de transesterificacdo de baixa conversdo, sendo esta a ordem de
eluicdo, com resolucao analitica entre os constituintes de diferentes numeros de
carbono equivalente (NCE), tornando factivel a utilizacdo de CLAE no

monitoramento da qualidade do biodiesel.

MAG EsMAG DAG TAG

e o Yy & 0

1600 (

Absorvancia (mUA)
N
Qo
o

0

200 0 5

Tempo (min.)

Figura 3. Classes de componentes presentes em um produto de transesterificacdo de baixa
conversdo (ANDRADE, MAZZEI, d’AVILA, 2011).
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A partir da Figura 3 podemos verificar a regido de cada uma das classes de

constituintes dos produtos de transesterificagdo, assim como 0s constituintes

pertencentes a cada uma dessas classes (ver Tabela 3).

Tabela 3. Identificacdo, por CLAE, dos componentes presentes nos produtos de
transesterificacdo (adaptado de ANDRADE, 2011).

Caodigo
Classes Nome Notacao
(NCE)
A (12) 1 + 2-Monolinolenina 1-Ln+2-Ln
MAG B (14) 1 + 2-Monolinoleina 1-L+2-L
C (16) 1 + 2-Monooleina 1-0+2-0
D (-) Linolenato de metila MeLn
ESMAG E(-) Linoleato de metila MeL
F(-) Oleato de metila MeO
G (24) 1,2 + 1,3-Dilinolenina 1,2-LnLn+1,3-LnLn
1,2 + 1,3-Linoleoil-linolenoil-
H (26) _ 1,2-LLn+1,3-LLn
glicerol
1,2 + 1,3-Dilinoleina + 1,2+  1,2-LL+1,3-LL+1,2-OLn+1,3-
DAG | (28) o o
1,3-Oleoil-linolenoil-glicerol OLn
1,2 + 1,3-Oleoil-linoleoil-
J (30) _ 1,2-OL+1,3-OL
glicerol
L (32) 1,2 +1,3-Dioleina 1,2-00+1,3-00
M (36) Trilinolenina LnLnLn
N (38) Dilinolenoil-linoleoil-glicerol LLnLn
Dilinoleoil-linolenoil-glicerol+
O (40) . . - LLLn+OLNLN
Dilinolenoil-oleoil-glicerol
Trilinoleina+ oleoil-linoleoil-
P (42) . - LLL+OLLnN
TAG linolenoil-glicerol
Dilinoleoil-oleoil-glicerol+
Q (44) _ - - OLL+OOLn
Dioleoil-linolenoil-glicerol
R (46) Dioleoil-linoleoil-glicerol OoOoL
S (48) Trioleina 000
T (50) Dioleoil-gadoleoil-glicerol 000G
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NCE. NUmero de carbono equivalente (NCE= NC — 2 x NLD, onde: NC € o numero total de
carbono e NLD é o nimero de ligacdes duplas); MAG. Monoacilglicerdis; EsMAG. Esteres
metilicos de acidos graxos; DAG. Diacilglicerois e TAG. Triacilglicerois

A CLAE-FRNA foi empregada em estudos para a caracterizagdo de misturas
biodiesel:diesel (BX), bem como na identificacdo de adulteracbes por Oleos
vegetais, desde que o BX seja submetido a uma etapa prévia de EFS para
separar o diesel do biodiesel, e de fragbes enriquecidas nas principais classes
de constituintes presentes no biodiesel (ESAG e GL, MAG, DAG e TAG),
empregando a cromatografia liquida em coluna para separa¢édo e isolamento
desses constituintes (FERNANDES, LEITE, 2013; BLATT, 2014).

Resultados da literatura empregando a cromatografia de exclusdo por
tamanho (DARNOKO, CHERYAN et al., 2000; MADRAS, KOLLURU et al., 2004;
ARZAMENDI, ARGUINARENA et al., 2006; KITTIRATTANAPIBOON e
KRISNANGKURA, 2008) tém demonstrado a possibilidade de separacao e
analise simultanea de MAG, EsSAG, DAG, TAG e até acidos graxos livres (AGL),

em uma Unica corrida cromatografica de cerda de 12 minutos.

3.5. Métodos nao cromatograficos empregados na analise de biodiesel

Os métodos analiticos ndo cromatograficos também vém sendo descritos na
literatura para a andlise de glicerol livre e total. Dentre estes métodos, podemos
destacar a iodometria, a cronoamperometria e a espectrofotometria.

Uma estratégia empregada é a oxidacdo do glicerol livre com acido periddico,
resultando em acido férmico e aldeido formico, em reacéo ilustrada na Figura 5,
reacdo 2. A concentracao de glicerol livre é calculada com base no resultado da
titulacéo do &cido férmico, obedecendo a estequiometria da reacdo de oxidacao.
Segundo Mittelbach, este método ndo possui sensibilidade suficiente para a
quantificacdo do glicerol livre em biodiesel (LOBO, FERREIRA et al., 2009).

O glicerol total pode ser quantificado por iodometria. Neste caso, uma amostra
de biodiesel é previamente saponificada para liberacdo de todo o glicerol que se
encontra na forma de glicerideos, em seguida o meio € acidificado, para
neutralizacdo completa dos sabdes. O glicerol extraido na fase aquosa €, entao,

oxidado com excesso de acido periédico. O acido periddico remanescente €,
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entdo, titulado com uma solucdo padrdo de tiossulfato de sodio (LOBO,
FERREIRA et al., 2009). As reacdes envolvidas no método iodométrico sao

apresentadas nas figuras 4 e 5.

o
)j\ oM HO R,
(o] Ry [e)
3 NaOH
P + 3 H,0 - oH 4 PN A
o R, HO R, (Base inorganica)
Ry
HOAR;,
Glicerideo Agua Glicerol Acidos Graxos

Figura 4. Exemplo de reacgdo de saponificagdo de um glicerideo (Triacilglicerol). (Reacao 1)

Glicerol (C3HgO3) + 2 HIO, — 2 CH,0 + HCOOH + H,0 + 2 HIO, (Reagio 2)
HIO; + 51"+ 5H* = 31, + 3H,0 (Reagio 3)
I, +285,05,°” = 21" + 5,0 (Reagio 4)

Figura 5. Reag8es envolvidas no método iodométrico (Adaptado de FARIA, 2005).

Em 2004, um método utilizando anélise fotométrica com rea¢cdes enzimaticas
foi desenvolvido pela empresa Sigma Aldrich Co (GREENHILL e GREENHILL,
2004) especialmente para amostras de biodiesel, e permite determinar o seu teor
de glicerol livre e total. Em algumas amostras, a presenca de produtos volateis
(solventes utilizados como aditivos) pode causar interferéncia na determinacao
do glicerol livre. As reacbes enzimaticas envolvidas neste método séo

apresentadas na Figura 6.

Li .

Acilglicerol 2% Glicerol + Acidos graxos livres (Reagao 5)
GK

Glicerol + ATP — G —3 — P + ADP (Reagdo 6)
GPO

G—3—-P+0,— DAP + H,0, (Reacgdo 7)

Peroxidade
H,0, + 4 — AAP + p — clorofenol ———— Quinonimina + H,0 (Reacdo 8)

Figura 6. Reacdes enzimaticas envolvidas nos métodos propostos (SOUZA et al., 2013).
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Os acilgliceréis (MAG, DAG e TAG) sao convertidos em glicerol e acidos
graxos livres em uma reacdo catalisada por uma enzima lipase (Reacéo 5,
Figura 6). O glicerol formado, na presenca de trifosfato de adenosina (ATP) e da
enzima glicerol-quinase (GK), produz difosfato de adenosina (ADP) e glicerol-3-
fosfato (G-3-P) (Reacédo 6, Figura 6) que, na presenca da enzima glicerol-3-
fosfato oxidase (GPO) e oxigénio, é convertido a fosfato de diidroxiacetona
(DAP) e peroxido de hidrogénio (H202) (Reacédo 7, Figura 6). Finalmente, na
presenca de uma enzima peroxidase, p-clorofenol (Aceptor de oxigénio) e 4-
aminoantipirina (4-AAP), sdo formados a agua e uma quinonimina (Reacéo 8,
Figura 6), um composto colorido, que pode ser determinado
espectrofotometricamente (SOUZA et al., 2013). As estruturas quimicas das
substancias envolvidas nas reacdes enzimatica encontram-se nas figuras 1 a 8,
do Anexo 1.

E possivel, também, determinar o consumo do oxigénio produzido durante a
reacdo enzimatica em uma célula eletroquimica, por cronoamperometria,
conforme pode ser visto na reacdo 7 (Figura 6), utilizando-se, para isso, uma
célula eletroquimica de oxigénio do tipo Clark, a qual gera uma corrente catéddica,
proporcional a concentracdo de oxigénio presente na solucdo. Este tipo de
andlise ja foi feito em outros tipos de matrizes, como amostras comerciais de
tabaco e bebidas (KELLY e CHRISTIAN, 1984; MONTOYA, MARCH et al., 1993;
SOUZA et al., 2013).

A cronoamperometria € uma técnica eletroanalitica que se baseia na oxidacéo
ou reducao da espécie eletroativa que se deseja determinar aplicando-se um
potencial fixo ao eletrodo, com o monitoramento da corrente com o tempo.
Durante o processo, é criado um gradiente de concentracdo atraves das reacoes
redox na superficie do eletrodo e, quando se atinge o estado estacionario, nao
ocorre mais variagao da corrente com o tempo. Em suma, a cronoamperometria
estuda a variacdo da corrente com o tempo, onde um potencial fixo é aplicado
com o intuito do aparecimento da reagao redox (BRETT, 1998; AMADO, 2010).

Em 2005, Wu e Cheng utilizaram, para determinacg&o do glicerol, um sistema
convencional de analise por injecdo em fluxo (FIA), empregando-se um capilar
com as enzimas GK e GPO co-imobilizadas, que permite um baixo custo e
melhor sensibilidade e seletividade do método. Neste caso, o perdxido de
hidrogénio produzido pela reacdo enzimética 3 (Figura 4) foi monitorado

17



amperometricamente em uma célula eletroquimica, utilizando um eletrodo de
trabalho de platina polarizado em um potencial (+0,65 Vagiagct) de modo a oxidar
o peroxido de hidrogénio formado a oxigénio molecular. Este tipo de analise
também foi feita para determinacéo de triglicerideos utilizando-se um biossensor
amperometrico construido a partir de uma membrana de acetato de celulose, na
qual foram imobilizadas trés enzimas: uma lipase comercial, a glicerol-quinase e
a glicerol-3-fostato oxidase, sobre o eletrodo de trabalho de platina (MINAKSHI
e PUNDIR, 2008).

A célula eletroquimica de oxigénio do tipo Clark € um dos dispositivos mais
utilizados na determinacgéo de oxigénio dissolvido em solugcédo. Seu uso pode ser
aplicado em diferentes campos, tais como na area ambiental, no controle de
qualidade de vinhos e cervejas, na fermentacao alcodlica de bactérias e no
tratamento de efluentes.

O eletrodo consiste em um disco de platina (catodo), circundado por um anel
de prata (anodo), ambos imersos em uma solugédo saturada de algum eletrdélito
(KCI, por exemplo) e separados da solucao a ser analisada por uma membrana
de Teflon, permeavel ao oxigénio. Quando um potencial de, aproximadamente,
0,7 V é aplicado entre os eletrodos, o oxigénio dissolvido na solugéo é reduzido
sobre a superficie do eletrodo de platina, negativo em relagdo ao eletrodo de
prata, havendo um fluxo de corrente, cuja intensidade varia linearmente com a
concentracdo de oxigénio na amostra (LUETKMEYER, 2010).

As reac0es eletroquimicas que ocorrem nos eletrodos estao apresentadas na
Figura 7.

4Ag > 4Agt+4e” (no anodo) (Reagdo 9)
0, +2H,0+4e™ - 40H (no catodo) (Reagdo 10)

Figura 7. Reag0es eletroquimicas que ocorrem nos eletrodos (LUETKMEYER, 2010).

A principal vantagem deste eletrodo em relag&o aos outros tipos de sensores
eletroquimicos é a utilizacdo de uma membrana permeével ao oxigénio. Esta
membrana separa o ambiente reacional dos eletrodos, evitando problemas de

contaminacéo da solugcdo ou mesmo o envenenamento dos eletrodos, eventos
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possiveis quando os eletrodos ficam em contato com a solucdo teste
(LUETKMEYER, 2010).

O método enzimatico com detec¢cdo amperométrica, utilizando a célula de
Clark, mostrou uma excelente correlacao linear (R2 = 0,9990) em uma faixa de
concentracdo de 6,25 x 10® a 6,25 x 10* % (m/v), os limites de deteccéo e
quantificacdo foram 1,0 x 10° % e 3,0 x 10° % (m/v), respectivamente. O
tratamento estatistico dos dados da curva analitica indicaram variancias
homogéneas da resposta com a variacdo da concentracdo do analito, o que
caracteriza um comportamento homocedastico (LUETKMEYER, DOS SANTOS
et al., 2010).

O método enzimético com deteccao espectrofotométrica mostrou uma étima
correlacéo linear (R2 =0,9937), com resposta linear na faixa de concentracéo de
4,95 x 10° a 3,96 x 10 % em massa e limites experimentais de detecgdo e
quantificacdo de 7,10 x 10 a 2,10 x 10®° % em massa, respectivamente. O
tratamento estatistico dos dados da curva analitica também indicaram variancias
homogéneas de resposta com a variacdo da concentracdo do analito, o que
caracteriza um comportamento homocedastico (DA CAL VALDEZ, AMADO, et
al., 2012).
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4, Justificativa

Nas ultimas décadas, a busca por combustiveis alternativos que prometem
uma correlagdo harmoniosa com o desenvolvimento sustentavel, passou a ser
destaque e cientistas de todo o mundo tém explorado diversas fontes alternativas
de energia. Uma dessas mudancas foi a insercdo do biodiesel na matriz
energética brasileira, em 2005, por meio da Lei n° 11.097, a partir da
obrigatoriedade de sua adicdo ao 6leo diesel. Desde entéo, ficou estipulado o
crescente incremento da concentracdo minima de biodiesel no 6leo diesel
vendido ao consumidor, visando reduzir a importacdo do diesel derivado de
petréleo. A Lein° 13.033, de 24 de setembro de 2014 tornou obrigatéria a adicéo
de 7%, em volume, de biodiesel ao 6leo diesel comercializado no territorio
nacional. Sendo assim, atualmente todo o 6leo diesel comercializado no pais
possui um percentual minimo de 7% de biodiesel (B7). Recentemente, a Lei n°
13.263, de 23 de marco de 2016, alterou a Lei n°® 13.033 e estabeleceu os
seguintes percentuais de adicdo obrigatéria, em volume, de biodiesel ao 6leo
diesel vendido ao consumidor final, em qualquer parte do territério nacional: a)
8% (oito por cento) em 2017, b) 9% (nove por cento) em 2018 e c¢) 10% (dez por
cento) em 2019. Como as propostas futuras sdo de aumentar esse percentual,
existe hoje uma preocupacao com a qualidade do biodiesel. A ANP estabelece
por meio da Resolugcdo ANP n° 45/2014 as especificacdes do biodiesel a ser
comercializado.

O teor de glicerina total (soma do teor de glicerina livre e de glicerina
combinada) no biodiesel € um indicador da qualidade deste combustivel. Niveis
altos de glicerina e acilglicer6is no biodiesel podem causar problemas de
entupimento nos motores, além de diminuir a estabilidade deste produto durante
0 seu armazenamento. O limite maximo de glicerina total aceito no biodiesel esta
definido pela Resolucdo ANP N° 45, 2014 e pelas normas EN 14214 e ASTM
D6751, que estabelecem a cromatografia em fase gasosa como o método a ser
empregado para tal determinagéo.

O método de referéncia, baseado na cromatografia em fase gasosa (ASTM
D6584, 2013), empregado, pela ANP, para a determinacdo de MAG, DAG e TAG
presente no biodiesel, utiliza o reagente silanizante MSTFA (N-metil-N-
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trimetilsilil-trifluoroacetamida) para a etapa de derivatizacdo. A padronizacéo
interna é feita com 1,2,4-butanotriol para a quantificacdo da glicerina livre e com
tricaprina para a quantificagdo dos MAG, DAG e TAG. Os métodos padronizados
por CG, ASTM D6584 (2013) e EN14105 (2011), utilizam procedimentos de
derivatizacdo demorados e dispendiosos. Devido a isso, torna-se necessaria a
investigacdo de métodos alternativos para tais determinacdes. Sendo assim, o
principal objetivo deste trabalho foi a associacdo do método de separacao por
EFS aos métodos enzimaticos com deteccdo colorimétrica e amperométrica,
utilizando kits enzimaticos comerciais, que sdo empregados nas analises de
triacilglicerdis em sangue, visando um método de caracteriza¢cdo e quantificacao

simples, rapido e eficiente.
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5. Materiais e Métodos

5.1. Producao de Biodiesel

As amostras de biodiesel de diferentes oleaginosas (soja, milho, canola e
girassol) foram produzidos segundo procedimento descrito por Miranda e Moura,
2014. Utilizando uma capela, dissolveu-se 1,0 g de hidroxido de potassio (KOH)
da Vetec, grau PA, em 35 mL de metanol (Vetec, grau PA), em um béquer de
100 mL, com o auxilio de agitacéo até dissolugdo completa do KOH. Nesta etapa,
ocorreu a formacdo de uma solucdo de metdxido de potassio, conforme

mostrado na Figura 8.

CH,OH + KOH - CH;0"K* + H,0  (Reacdio 11)

Figura 8. Reacao de producao de metdxido de potassio.

Foram adicionados 100 mL de 6leo comercial de diferentes oleaginosas em
um baldo de fundo redondo de 250 mL, com posterior adicdo de um agitador
magnético ao mesmo. Posteriormente, o baldo foi aguecido, em banho-maria,
até temperatura de 45°C, quando se adicionou a solucdo de metoxido de
potassio previamente preparada. Em seguida, a mistura reacional foi mantida
aguecida a 45°C, sob forte agitacédo, por uma hora.

A mistura reacional foi transferida para um funil de separacéo e deixada em
repouso por 24 horas, quando se observou a formacgéao de duas fases: a superior,
contendo o biodiesel, e a inferior, contendo glicerol, sabfes e 0 excesso de base
e alcool. A fase inferior foi recolhida em proveta de 100 mL.

Adicionou-se, ao funil contendo a fase restante, 25 mL de solugao aquosa de
acido cloridrico 10%, deixando em repouso por 15 minutos. A fase aquosa foi
removida e o processo de lavagem foi repetido com outros 25 mL acido cloridrico
10%. Em seguida, foi realizada lavagem duas vezes com 20 mL de solucao
saturada de NaCl e uma vez com agua destilada. A auséncia do catalisador
basico foi confirmada medindo-se o pH da ultima agua de lavagem, que deve ser

neutra.
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Para secar o biodiesel, a solugcéo obtida foi transferida para um erlenmeyer e
se adicionou Na2SO4 anidro (agente dessecante) e se aguardou 15 minutos.
Posteriormente, a mistura foi filtrada e a fracdo obtida (biodiesel) foi transferida
para uma proveta, para ter seu volume medido. O biodiesel obtido apresentou

aspecto limpido, com coloracdo amarela.

5.2. Separacao do Glicerol Total por Extracao em Fase Solida

A separacao do glicerol total (GL, MAG, DAG e TAG) presentes nas amostras
de biodiesel foi realizada segundo procedimento adaptado dos trabalhos de
ANDRADE, MAZZEI, d’AVILA, 2011 e LINS JUNIOR, 2014.

O procedimento utilizado permitiu a separacao entre ESMAG e glicerina total
(GL, MAG, DAG e TAG) do biodiesel B100, por EFS, utilizando cartuchos de 3
mL, contendo 500 mg de aminopropilsilano, da marca SiliCycle Ultra Pure
(Quebec, Canadé), com tamanho de particula variando entre 40 e 63 pm e 60 A
de didametro de poro.

Para realizar as separagdes por EFS foi utilizado um dispositivo multivias
(manifold), acoplado a uma bomba de vacuo da Prismatec, modelo 121 (Itu, Sdo
Paulo — Brasil), onde os cartuchos de aminopropilsilano foram acoplados e
submetidos a vacuo, sob uma vazéo de, aproximadamente, 1 mL/min e cada
fracdo foi coletada em um tubo de ensaio com tampa rosquedvel diferente. Na
Figura 9 se encontra uma representacdo esquematica que ilustra o aparato de

extracdo em fase solida.
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Figura 9. Representacdo esquematica do aparato de EFS (Adaptado de LANCAS, 2004).

Os cartuchos utilizados nas separacdes foram previamente condicionados
com duas por¢cdes de 2 mL de n-hexano, totalizando 4 mL. Todas as
transferéncias volumétricas realizadas nas etapas de EFS foram feitas utilizando
pipetas automaticas de volume variavel (20-200 pL, 100-1000 pL e 500-5000
uL), da Eppendorf (Hamburgo, Alemanha). Apds o condicionamento dos
cartuchos, foi aplicada uma aliquota de 100 puL da amostra de biodiesel (B100),
contendo ESMAG, GL, MAG, DAG e TAG, e a mesma foi submetida a vacuo.

A separacdo do biodiesel (ESMAG) de seus principais contaminantes (GL,
MAG, DAG e TAG) foi realizada em uma etapa de EFS como apresentado na

Figura 10.

Biodiesel

+

1)] cartucho de aminopropilsilano

n-hexano I Clorofarmio:metanol (2:1, vfv)
EsMAG GL + MAG +
DAG + TAG
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Figura 10. Representacéo esquematica do método de separagéo do glicerol combinado (MAG,
DAG e TAG - F2) dos ésteres metilicos de acidos graxos (EsMAG — F1).

A fracdo 1 (F1), constituida majoritariamente por ESMAG, foi eluida com 3 mL,
aplicados de 1 em 1 mL, de n-hexano (Tedia, grau HPLC) e coletada em um tubo
de ensaio. A fracdo 2 (F2), constituida majoritariamente por GL, MAG, DAG e
TAG, foi eluida com 8 mL, aplicados de 2 em 2 mL, de uma solucdo de
cloroférmio:metanol (2:1, v/v) (Vetec, grau PA) e, também, coletada em um tubo
de ensaio. Ambas as fracdes foram evaporadas até secura, sob fluxo lento de
géas nitrogénio.

As separacdes por EFS foram realizadas em triplicata e todas as amostras
foram analisadas pelo método de referéncia (cromatografia em fase gasosa, de
acordo com a resolucdo da ANP), pela cromatografia liquida de alta eficiéncia,
para o acompanhamento da separacdo por EFS e pelos métodos enzimaticos

propostos com deteccdo amperométrica e espectrofotométrica.

5.3. Métodos Cromatograficos de Analise

5.3.1. Cromatografia em Fase Gasosa de Alta Resolucao (CGAR)

As analises de MAG, DAG, TAG, glicerol livre e glicerol total foram realizadas
segundo a norma ASTM D6584, em um cromatografo a gas da Shimatzu, modelo
GC-2010, com o forno de coluna nas seguintes condi¢des: 50 °C (1 min); 15
°C/min, até 180 °C; 7 °C/min, até 230 °C e 30 °C/min, até 380 °C, mantido por
10 min. Foi utilizada uma coluna Elite-5HT, de 15 m de comprimento por 0,32
mm de diametro interno e 0,10 um de fase estacionaria. Se utilizou, como gas
de arraste, hélio, a uma vazdo constante de 3 mL/min. A deteccdo foi por
ionizagao de chama, com o detector a uma temperatura de 380 °C e 0s gases
hidrogénio e ar a uma vazao de, respectivamente, 45 mL/min e 450 mL/min. O
solvente de lavagem utilizado foi o n-heptano (Vetec, grau PA).

As amostras foram tratadas de acordo com o seguinte procedimento: Em

frascos de 10 mL, foram pesados, aproximadamente, 100 mg de amostra (ou
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solucéo padrdo), sendo esta massa registrada. Em seguida, foram adicionados
100 pL dos padrdes interno butanotriol (Sigma-Aldrich, grau de pureza > 99%) e
tricaprina (Sigma-Aldrich, grau de pureza > 99%)) e 100 pL da solugao
derivatizante MSTFA (Sigma-Aldrich, grau de pureza > 99%)). Apés, a mistura
permaneceu em repouso por 20 minutos, a temperatura ambiente, e se adicionou
8 mL de n-heptano (Vetec, grau PA), vedando-se e agitando-se o frasco logo em
seguida. Posteriormente, foi injetado 1 pL da amostra derivatizada diretamente
na coluna, utilizando um injetor a frio (ASTM D6584, 2010).

As curvas analiticas foram preparadas com as massas de padrao listadas na
Tabela 4, produzindo solucdes estoque, em piridina, com os volumes listados na

mesma tabela, de acordo com a norma ASTM D6584, de 2010.

Tabela 4. Valores de massa (g) e volumes finais (mL) das solu¢des estoque de padrbées em
piridina (ASTM D6584, 2010).

Massa aproximada Volume final das solug¢des, em

Componente (mg) oiridin (mL)
Glicerina 25 50
Monooleina 50 10
Dioleina 50 10
Trioleina 50 10
Butanotriol 25 25
Tricaprina 80 10

Em seguida, foram preparadas cinco solugbes padréo, transferindo os
volumes das solugdes estoque listados na Tabela 5 para frascos de vidro de 10
mL. Os volumes contidos nesses frascos foram submetidos ao mesmo
tratamento das amostras, segundo procedimento descrito neste mesmo item,
também de acordo com a norma ASTM D6584, de 2010.
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Tabela 5. Volume de solucao estoque (pL) necessarios para o preparo das solu¢des padrao
(ASTM D6584, 2010).

NUmero da solugdo padrdo 1 2 3 1 5

Volume de Glicerol (uL) 10 30 50 70 100

Volume de Monooleina (uL) 20 50 100 150 200

Volume de Dioleina (uL) 10 20 40 70 100

Volume de Trioleina (uL) 10 20 40 70 100

Volume de Butanotriol (uL) 100 100 100 100 100

Volume de Tricaprina (uL) 100 100 100 100 100

A partir das solucdes padréo preparadas, se construiram as curvas analiticas,
que foram utilizadas para correlacionar a razdo das areas da substancia de
referéncia (Ai) pelas areas dos seus respectivos padrdes internos (As) com a
razdo das massas das substancias de referéncia (mi) pelas massas dos
respectivos padrdes internos (ms), sendo que o padrdo interno do glicerol € o
butanotriol e o padrao interno dos acilgliceréis (MAG, DAG e TAG) é a tricaprina.

Os calculos dos teores de glicerina livre, dos acilglicerdis, individualmente e
de glicerina combinada e total, foram realizados, conforme a norma ASTM D6584

(2010), utilizando as Equacdes 1, 2, 3 e 4, respectivamente.

GL = (ms/ai) [(Ai/AS) - bi] (100/m)

Equacéo 1. Célculo do teor de glicerol livre.

Onde: GL é o teor de glicerol livre na amostra; ms é a massas do padréao
interno (butanotriol), em mg; ai € o coeficiente angular da curva analitica de
glicerol; Ai é a area do pico do glicerol; As € a area do pico do padrdo interno
(butanotriol); bi € o coeficiente linear da curva analitica de glicerol; e m € a massa

da amostra, em mg.

6s = ("/a) [("a,) = 0] (*°%m)

Equagao 2. Calculo do teor dos acilgliceréis (MAG, DAG e TAG)
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Onde: GS é o teor de acilglicerdis individuais na amostra; ms é a massa do
padrdo interno (tricaprina), em mg; ai € o coeficiente angular da curva analitica
da monooleina, dioleina ou trioleina; Ai é a area do pico do acilglicerol individual;
As é a area do pico do padrdo interno (tricaprina); bi € o coeficiente linear da
curva analitica da monooleina, dioleina ou trioleina; e m € a massa da amostra,

em mg.

GC = z GSMAG + GSDAG + GSTAG

Equacédo 3. Célculo do teor de glicerol combinado.

Onde:

GSpac = 0,2591 X Z Monoacilglicerois (% massica), determinado na Equagdo 2
GSpag = 0,1488 x Z Diacilglicerois (% massica), determinado na Equagéio 2

GStag = 0,1044 x z Triacilglicerois (% massica), determinado na Equagio 2

Glicerol Total = Glicerol Livre + Glicerol Combinado

Equacéo 4. Calculo do teor de glicerol total

5.3.2. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em Fase Reversa Nao

Aquosa (CLAE-FRNA)

As analises por CLAE-FRNA foram realizadas, segundo procedimento
descrito por ANDRADE, 2011 e ANDRADE, MAZZEI e d’AVILA, 2011, em um
equipamento da Thermo Scientific (Massachussetts, EUA), modelo UHPLC
Ultimate 3000, composto por uma bomba quaternaria, modelo Dionex Ultimate
3000, um detector por varredura de espectro na regido do ultravioleta, modelo
Dionex UVD 170/340 UV/PDA e um injetor automatico, modelo WPS-3000, com
alca de amostragem de 100 pL. Foi utilizada uma coluna Thermo Scientific
AcclaimTM, de 250 mm de comprimento por 4,6 mm de diametro interno, com
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fase octadecilsilano (C18) de 5 pm de tamanho de particula e com 120 A de
didmetro de poro. A fase movel utilizada foi composta por metanol (A) e uma
mistura de iso-propanol:n-hexano (5:4, v/v) (B), ambas submetidas a um banho
de ultrassom por 30 min antes da utilizacao.

As anadlises foram realizadas a uma temperatura de 40 °C (temperatura do
forno de coluna), com uma vazéo de 1 mL/min e detec¢ao UV ao comprimento
de onda de 205 nm. Um gradiente binario com duas rampas lineares foi
empregado: 0% a 50% B de 0 a 15 min, seguido de 50% a 100% B até 25 min
de corrida e, entdo, por eluicdo isocratica, ou seja, com a composi¢ao da fase
moével inalterada, com 100% B por mais 5 min. O tempo total de corrida foi de 40
minutos. Todas as amostras foram previamente filtradas em membrana
politetrafluoretileno (PTFE) da Millipore (Bedford, EUA), com 0,45 um de poro,
antes da injecdo. Todas as amostras analisadas por CLAE-FRNA foram diluidas
a 3% volumétrica (30 pL da amostra e 970 pL da mistura de solventes iso-
propanol:n-hexano (5:4, v/v)) e injetadas em triplicata, em um volume de injecao
de 10 uL (ANDRADE, 2011; ANDRADE, MAZZEI, d’AVILA, 2011).

5.4. Métodos Enzimaticos de Analise

5.4.1. Solucao enzimatica comercial e solu¢des padrao

a) Kit enzimatico comercial

As reagdes enziméaticas foram realizadas utilizando uma solugdo enzimatica
comercial, pronta para uso, da Interkit (Belo Horizonte, MG — Brasil). O kit
enzimatico € composto por: a) Reagente enzimatico - 1 frasco com 200 mL de
solucdo aquosa contendo tampéao Pipes 50 mmol/L pH 7,00; cloreto de magnésio
4 mmol/L; p-clorofenol 2,70 mmol/L (aceptor de oxigénio); 4-aminoantipirina 0,3
mmol/L; ATP 1,8 mmol/L; lipase lipoproteica = 1.400 U/L; glicerol quinase = 1.000
U/L; glicerol-3-fosfato oxidase = 1.500 U/L; peroxidase = 900 U/L; e azida sodica
0,95 g/dL e b) Padréo - 1 frasco com 5,0 mL de padréo, contendo glicerol 2,6
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mmol/L, equivalente a 200 mg/dL ou 0,208% em massa de triglicerideos, em

solucdo aquosa e azida sodica 0,1 g/dL.

b) Solu¢bes padréo para construcao de curva analitica

As curvas analiticas foram construidas com solucdes padrdo de
concentracfes diferentes (0,0078 % massica, 0,0104 % massica, 0,0130 %
massica, 0,0156 % massica, 0,0182 % massica e 0,0208 % massica), a partir da

diluicdo do padrao incluso do kit enzimatico comercial em etanol 99,9% (Vetec).

5.4.2. Método Eletroenzimatico (Cronoamperometria)

Neste método, adaptado de SOUZA et al, 2013, foi utilizada uma célula de
oxigénio do tipo Clark, importado da Rank Brothers Ltd. (Cambridge, Reino
Unido) e todas as medidas cronoamperométricas foram realizadas em um
potenciostato Autolab PGSTAT128N da Metrohm (Utrecht, Holanda). Esta célula
€ constituida por um disco central de platina (catodo) e um anel de prata (anodo)
imersos em uma solucéo saturada de KCI (eletrdlito), que ficam separados do
compartimento superior, na qual se situa a camara de incubagé&o, onde ocorre a
reacdo, por uma membrana de teflon, usualmente de 12,7 um, permeavel
somente ao oxigénio. Os componentes da célula de Clark estdo representados

na Figura 11.
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Figura 11. Representacédo esquematica dos componentes da célula de Clark em vista externa
(esquerda) e interna (direita) (adaptado de Rank Brothers Ltd. 2002).

A limpeza dos eletrodos foi realizada a cada 40 leituras, primeiramente polindo
os eletrodos com alumina (Al203) e algodéo e, posteriormente, lavando-os com
agua destilada. Em seguida, adicionou-se, aproximadamente, 1 mL de solucéo
saturada de cloreto de potassio (3 mol L) cobrindo-se toda a superficie dos
eletrodos. Sobre a solucéo eletrolitica (KCI 3 mol L1), colocou-se, com o auxilio
de uma pinc¢a, um circulo de papel de seda, de tamanho suficiente para cobrir 0s
eletrodos e, sobre este papel, colocou-se um circulo de membrana de teflon, com
tamanho semelhante, sem que houvesse bolhas de ar entre o papel e a
membrana. Por fim, a célula foi fechada de modo que o o-ring de borracha
ficasse com um estreito contato com o acrilico do compartimento superior,
atuando como um componente de vedacao.

Para as medidas cronoamperométricas, adicionou-se 3 mL da solugéo
enzimatica comercial, da marca Interkit (Belo Horizonte, MG — Brasil) que foi
submetida, com o auxilio de um agitador magnético, a uma agitacéo de 600 rpm,
a fim de manter um gradiente estavel de oxigénio sobre a membrana.

Apés a estabilizacdo da corrente, referente & concentracdo de oxigénio
dissolvido na solugdo enzimatica, em, aproximadamente 300 s, foi adicionada
uma aliquota de 200 pL da solucéo padrdo ou da fracdo F2 de biodiesel,
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contendo o glicerol total, que se desejar analisar, por meio de uma micro seringa
de 250 pL da Agilent (Califérnia, EUA).

Apds o tempo total de analise, 1200 s para as solu¢des padréo e 1600 s para
as fracOes de biodiesel, ocorreu a estabilizacdo da corrente e obteve-se um
amperograma, ilustrado pela Figura 12, onde se observa dois patamares de
corrente: o primeiro, referente a concentragcéo de oxigénio dissolvido na solugéo
enzimatica e o segundo, relativo & concentracdo de oxigénio remanescente apos

a adicao do padrédo ou amostra, contendo glicerol.
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Figura 12. Gréfico padréao ilustrando o comportamento da corrente obtido no decorrer da
andlise (LUETKMEYER, 2010).

A diferenca de corrente entre os dois patamares relaciona-se com a
concentracdo de oxigénio consumido na reacdo enzimatica, que, por sua vez,
esta relacionada com a concentragéo de glicerol presente na amostra. Assim, é
possivel correlacionar a diferenca de corrente com a quantidade de oxigénio
consumida na reagao enzimatica, mediante curva analitica construida com as
solucbes padrao descritas no item 5.4.1 e, finalmente, com o teor de glicerol

presente na amostra.
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5.4.3. Método Enzimatico Colorimétrico (Espectrofotometria na Regido

do UV-Vis)

O procedimento, adaptado de SOUZA et al, 2013, consistiu em adicionar 1
mL do kit enzimético comercial da Interkit (Belo Horizonte, MG — Brasil) para
cada 10 pL da amostra da fracdo F2 (constituida majoritariamente por GL, MAG,
DAG e TAG), solubilizada em etanol. Sendo assim, se adicionou, em um tubo de
ensaio, 4 mL do kit enzimético e 40 uL da solucdo etandlica da amostra, agitando
o tubo em vortex, por 2 s. Em seguida, o produto da reacao foi adicionado a uma
cubeta, previamente rinsada com o mesmo, para leitura das medidas de
absorvancia, realizadas a um comprimento de onda de 505 nm, em
espectrofotometro da Hach, modelo DR 5000 (Colorado, EUA). A correlacéo
entre a absorvancia obtida e o teor de glicerol total foi feita mediante curva
analitica construida com as solucfes padréo descritas no item 5.4.1, de acordo
com a lei de Lambert-Beer. Todas as medidas de absorvancia das solucdes
padrdo foram realizadas em triplicata, onde todos os valores de absorvancia

foram plotados na mesma curva analitica.

5.5. Comparacao entre os Métodos pelo Teste t de Student

Quando se deseja estudar se ha diferencas entre dois métodos, na ocasiao
da realizacdo dos ensaios, existem duas situacbes: a) amostras
independentes, quando os dados sdo coletados de tal maneira que as
observacdes nao sao relacionadas umas as outras e b) amostras dependentes
(normalmente, chamadas de pareadas), quando uma mesma amostra €
analisada por dois métodos diferentes (LOPES, 2007).

No caso de amostras independentes, é necessario fazer, primeiramente, o
teste F, a fim de verificar se as variancias das amostras podem ser consideradas
iguais; no caso de amostras dependentes, ndo é necessaria a aplicacao deste
teste. Em quaisquer dessas situagdes, os resultados sdo comparados por meio
do teste t, de Student (LOPES, 2007).
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Neste projeto, desejou-se comparar os resultados da quantificacdo de GT.
Primeiramente, com os resultados obtidos pelo método de referéncia (CG) e o
método enzimatico colorimétrico em 6 amostras e, em seguida, entre o0s
resultados obtidos pelo método de referéncia (CG) e o método eletroenzimatico
em 2 amostras. Deste modo, as amostras, neste trabalho, podem ser
consideradas dependentes, ndo sendo, portanto, necessaria a aplicacdo do teste
F.

O teste t de Student € um teste de hipoteses, utilizado para avaliar as
diferencas entre as médias de dois grupos. Para tanto, consulta-se uma a tabela
com valores de t, determinados através do tamanho da amostra e do nivel de
confianga, usualmente 95%, com que se deseja determinar o intervalo no qual a
meédia da populacao se encontra. O valor de t tabelado é comparado com o valor
de t calculado, e, se o valor de t calculado for menor que o valor de t tabelado
(tcalculado < ttabelado), pode-se afirmar, com 95% de confianga, ou qualquer outro
nivel que se deseje, que os métodos podem ser considerados equivalentes
(FERNANDES, 2004).

Neste trabalho, para a comparacao estatistica dos métodos propostos com o
método de referéncia, aplicou-se o Teste t: duas amostras em par para
meédias, aplicado no programa Microsoft Excel 2013, retornando os valores de t

tabelado (t critico) e t calculado (Stat t) automaticamente.

5.6. Comparacao de Variancias pelo Teste de Cochran

O teste de Cochran é utilizado para verificar a uniformidade das variancias
obtidas para cada valor de concentracdo distinto na reta analitica e deve ser
realizado antes da constru¢do da mesma. E fundamental que as variancias se
apresentem homogéneas em torno da reta, 0 que corresponde a um
comportamento homocedastico. Essa condicdo é determinada por meio da

equacao 5.

O procedimento baseia-se em 2 etapas:
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Primeiramente, se calcula o valor do parametro C (Ccalculado), pOr meio da
equacao 5:

2
C _ Smax.
calculado — ©on 2
i=15i

Equacdo 5. Calculo do valor de Ccalculado, para o teste de Cochran (MASSART, et al.,
1997).

Onde:

2 —

Srax. = Maior valor de variancia (variancia maxima).

I, s? = Somatdrio de todas as variancias

Em seguida, o valor de C obtido, Ccalculado, € cOmparado com o valor de C
tabelado (Ciabelado), que pode ser verificado na tabela 1 (Anexo 2), que varia em
funcdo do numero de valores de concentragéo da curva analitica e o nimero de

replicatas realizadas.
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6. Resultados e Discussao

6.1. Separacao do Glicerol Total por Extragdao em Fase Sdlida

O monitoramento da etapa de extracdo em fase sdlida (item 5.2), para a
separacédo dos acilglicerdis (MAG, DAG e TAG) do biodiesel (ESMAG), foi feito
empregando a CLAE-FRNA, conforme procedimento descrito no item 5.3.2.

Todas as 6 amostras submetidas a etapa de EFS foram analisadas por CLAE-
FRNA (antes e ap6s a EFS) e os cromatogramas obtidos encontram-se
apresentados nas figuras 1 a 5 (Apéndice A). A titulo de ilustracao,
mostraremos o0s perfis cromatograficos da amostra de biodiesel de referéncia
antes (Figura 13a) e apoés a etapa de EFS (Figura 13b, Figura 13c e Figura
13d). As demais amostras analisadas por CLAE-FRNA apresentaram perfis
cromatograficos semelhantes ao biodiesel de referéncia.
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Figura 13. Cromatogramas, obtidos por CLAE-FRNA, de uma amostra de biodiesel de referéncia
(a) antes da etapa de EFS, (b) apés a etapa de EFS — Fracado 1, (c) ap6s a etapa de EFS —
Fracao 2 e (d) Fracdo 2 ampliada, na regido de 2 a 5 minutos.

A partir do cromatograma apresentado na Figura 13a observa-se que a
amostra de biodiesel utilizada é de alta conversao, pois 0s picos referentes aos
intermediarios da reacao de transesterificacéo, caracterizados pelas classes de
DAG (12 a 18 minutos) e TAG (20 a 25 minutos) apresentam intensidade muito
baixa.

A primeira etapa de EFS teve como objetivo separar a amostra de biodiesel
em duas fragBes, uma constituida, predominantemente, por ESMAG (Fracéo F1),
e a outra, por MAG, DAG e TAG (Fracao F2). Os cromatogramas das fragoes F1
e F2 podem ser vistos, respectivamente, nas Figuras 13b e 13c.

Como pode ser observado no cromatograma apresentado na Figura 13b, a
fracdo F1 é constituida majoritariamente por ESMAG (picos na regido de 5 a 9
minutos) e uma pequena quantidade de TAG (picos na regiao entre 21 e 25
minutos) que foi eluida em conjunto. Também € possivel detectar, na regido
entre 3 e 5 minutos, picos de baixa intensidade, referentes a MAG e a residuos
de solventes que ndo evaporaram por completo, conforme apresentado na
Figura 13d.

No cromatograma apresentado na Figura 13c, observa-se que a fracao F2 é
constituida majoritariamente por MAG (picos na regido de 2 a 5 minutos), DAG
(picos na regido de 10 a 15 minutos) e TAG (picos na regido por volta de 22
minutos). Também se observa, pelos picos na regido de 6 a 8 minutos, que uma
pequena quantidade de EsMAG foi eluida em conjunto.

Os cromatogramas dos solventes utilizados para a eluicdo das fracbes 1 (n-
hexano) e 2 (cloroférmio:metanol, 2:1) se encontram, respectivamente, nas

Figuras 1 e 2 (Anexo 3).

6.2. Quantificacao do teor de glicerol total pelo método de referéncia

(cromatografia em fase gasosa)

Todas as 6 amostras estudadas neste projeto foram analisadas pelo método
de referéncia (CG), antes e apos (Fracéo 2) o processo de EFS, e os resultados

dos teores de glicerol total se encontram na Tabela 6.

38



Na Tabela 6, se encontram os teores de GT antes e ap0s a separa¢ao, com
n =1, por EFS, sendo ambos analisados pela técnica de referéncia (CG). Esses
resultados sdo importantes para a verificagdo do teor de recuperagdo do GT

apos a metodologia de extracao.

Tabela 6. Resultados obtidos, por analise de CG, para o teor de glicerol total antes e apés a
separacao por EFS

Teor de Glicerol Total

Amostra (% méssica) Recuperacgéo
Antes Apo6s EFS (%)
EFS (Fracéo 2)

Biodiesel de Referéncia 0,1197 0,1276 106,6
Biodiesel de Fritura 0,0974 0,0940 96,51
Biodiesel de Soja 0,0920 0,0980 106,5
Biodiesel de Milho 0,0649 0,0660 101,7
Biodiesel de Canola 0,0860 0,0840 97,67
Biodiesel de Girassol  0,0890 0,0960 107,9

A partir dos resultados apresentados na Tabela 6, observa-se que a
recuperacédo do glicerol total pelo método de EFS mostrou bons resultados, ja
gue a mesma variou entre 96,51 e 107,9 %.

A separacao da amostra, constituida majoritariamente, por ESMAG, GL, MAG,
DAG e TAG, em duas fracdes acontece em virtude da diferenca de polaridade
dos constituintes. Os GL, MAG, DAG e parte dos TAG, mais polares, ficam
retidos na fase estacionaria de aminopropilsilano, enquanto os ESMAG e parte
dos TAG séo eluidos com n-hexano. A mudancga de fase movel, para a mistura
de cloroférmio e metanol (2:1 volumétrica) faz com que os GL, MAG, DAG e o
TAG remanescente, que estavam retidos no cartucho, sejam eluidos. Os TAG
sao eluidos tanto na fracado F1 quanto na F2 devido ao seu carater intermediario
de polaridade, quando comparado com 0s ESMAG e os GL, MAG e DAG.
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6.3. Comparacao de Variancias pelo Teste de Cochran

O teste de Cochran foi aplicado, segundo procedimento descrito no item 5.6,
para os dados da curva analitica obtidos tanto pelo método enzimatico
colorimétrico, como pelo método eletroenzimético, cujos resultados se

encontram, respectivamente, nas tabelas 7 e 8.

Tabela 7. Resultados do teste de Cochran para os dados obtidos pelo método enzimatico
colorimétrico.

Amostra Ccalculado  Ctabelado Comparacgao
Biodiesel de Referéncia 0,359 0,616 Cecalculado < Ctabelado
Biodiesel de Fritura 0,356 0,616 Cealculado < Ctabelado
Biodiesel de Soja 0,342 0,616 Cecalculado < Ctabelado
Biodiesel de Milho 0,524 0,616 Cecalculado < Ctabelado

Biodiesel de Canola 0,352 0,616 Cealculado < Ctabelado
Biodiesel de Girassol 0,349 0,616 Cecalculado < Ctabelado

Como se pode observar, na tabela 7, os valores de Ccarculado para todas as 6
amostras de biodiesel possuem valor menor que O Ctabelado, poOrtanto, as

variancias apresentaram comportamento homocedastico.

Tabela 8. Resultados do teste de Cochran para os dados obtidos pelo método
eletroenzimético.

Amostra Cecalculado  Ctabelado Comparacgéo
Biodiesel de Referéncia 0,538 0,781 Cecalculado < Ctabelado

Biodiesel de Girassol 0,522 0,781 Cecalculado < Ctabelado

Como se pode observar, na tabela 8, os valores de Cecalculado para as 2
amostras de biodiesel possuem valor menor que O Ctabelado, pOrtanto, as

variancias apresentaram comportamento homocedastico.
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6.4. Quantificacdo do teor de glicerol total pelo método enzimatico

colorimétrico

A guantificacdo do teor de glicerol total nas 6 amostras de biodiesel analisadas
foi feita submetendo-se a fracdo F2 de cada amostra ao procedimento descrito
no item 5.4.3. Para cada analise foi construida uma curva analitica, com
concentragdes de padrdo variando entre 0,0078% massica e 0,0208% massica,
gue encontram-se nas Figuras 1 a5 (Apéndice B). A curva analitica obtida para

analise de biodiesel de referéncia é apresentada na Figura 14.

Meétodo Enzimatico Colorimétrico - Biodiesel Referéncia

Absorvancia

0,200

0,0075 0,00595 0,0115 0,0135 0,0155 0,0175 0,0195 0,0215

Teor de Glicerol Total (% massica)

Figura 14. Curva analitica obtida pelo método enziméatico colorimétrico, para calculo do teor de
glicerol total em biodiesel de referéncia.

Com base na curva analitica mostrada na Figura 14, é possivel afirmar que a
concentracédo de glicerol total na amostra se correlaciona muito bem com a
absorvancia medida ao final das reagdes enzimaticas, pois apresenta um Otimo
coeficiente de determinacao (0,9951), se mostrando, portanto, um bom método

para a quantificacao de glicerol total.
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Na Tabela 9 sédo encontrados os teores de glicerol total, bem como seus

valores de absorvancia medidos, com n = 3, para as seis amostras de biodiesel

estudadas.

Tabela 9. Resultados para o teor de glicerol total obtidos pelo método enzimatico colorimétrico.

Absorvancia Fator de Concentragdes Teor de GT (%
Amostra o )
1 2 3 diluicdo 1 2 3 massica)
Biodiesel de
) 0,200 0,199 0,206 10x 0,106 0,105 0,110 0,107 + 0,002
Referéncia
Biodiesel de
_ 0,176 0,174 0,175 10x 0,0966 0,0951 0,0958 0,0958 + 0,0006
Fritura
Biodiesel de Soja 0,167 0,160 0,172 10x 0,0898 0,0840 0,0938 0,0892 + 0,0040
Biodiesel de
. 0,134 0,139 - 8x 0,0617 0,0647 - 0,0632 + 0,0015
Milho
Biodiesel de
0,176 0,174 0,182 10x 0,0875 0,0859 0,0923 0,0886 + 0,0027
Canola
Biodiesel de
0,167 0,166 0,167 9x 0,0905 0,0898 0,0905 0,0903 + 0,0003

Girassol

6.5. Comparacdao entre o método de referéncia (CG) e o método

enzimatico colorimétrico pelo Teste t de Student

Os valores dos teores de glicerol total, obtidos pelo método enzimatico

colorimétrico, foram comparados com os teores de glicerol total obtidos pelo

método de referéncia (CG), e os resultados se encontram na Tabela 10.

42



Tabela 10. Comparacgéo entre os teores de glicerol total obtidos pelo método de referéncia
(CG) e pelo método enzimatico colorimétrico.

Teor de glicerol total (% massica)

Amostra Método Método enziméatico
CG colorimétrico

Biodiesel de Referéncia  0,1197 0,107
Biodiesel de Fritura 0,0974 0,0958
Biodiesel de Soja 0,0920 0,0892
Biodiesel de Milho 0,0649 0,0632
Biodiesel de Canola 0,0860 0,0886
Biodiesel de Girassol 0,0890 0,0903

Os métodos para andlise de glicerol total (CG e Enzimatico colorimétrico)

foram comparados estatisticamente, pelo Teste t: duas amostras em par para

médias, como descrito no item 5.5, e os resultados encontram-se apresentados

na tabela 11.

Tabela 11. Resultado do teste t, para comparacéo estatistica dos resultados obtidos pelo
método de referéncia (CG) e pelo método enzimatico colorimétrico.

Teste-t: duas amostras em par para médias

G Enzifnd'tic.o
Colorimétrico

Média 0,0915 0,088988
Variancia 0,000315 0,000207
Observacgdes 6 6
Correlagdo de Pearson 0,963792
Hipdtese da diferenca de média 0
gl 5
Statt 1,127819
P(T<=t) uni-caudal 0,155294
t critico uni-caudal 2,015048
P(T<=t) bi-caudal 0,310589
t critico bi-caudal 2,570582

gl — graus de liberdade; Stat t —t calculado; t critico — t tabelado
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Comparando o valor de t calculado (Stat t) e comparando-se com o valor de t
critico bicaudal (t tabelado bicaudal) é possivel afirmar, como Stat t < t critico
bicaudal, que os valores obtidos pelos métodos CG e enzimatico colorimétrico

sao considerados estatisticamente semelhantes, com 95% de confianca.

6.6. Quantificacao do teor de glicerol total pelo método

eletroenzimatico

A quantificacdo de GT nas amostras de biodiesel pelo método
eletroenzimatico, segundo procedimento descrito no item 5.4.2, também foi
realizada por meio de curva analitica, com concentracfes de padrao variando
entre 0,0078% massica e 0,0208% massica, resultando, cada analise, em um
amperograma, conforme ilustrado na figura 12. Os amperogramas das solucdes
padrdo usadas para a constru¢ao da curva analitica para analise de biodiesel de

referéncia se encontram sobrepostos na figura 15.

Amperogramas das Solucoes Padrao - Biodiesel Referéncia

1,0E-06
0 200 400 600 800 1000 1200 1400
-1,5E-06
0,0078% m/m
< N A e ——0,0104% m/m
g 20806 0,0130% m/m
@
5 0,0156% m/m
(&)
0,0182% m/m
2,5E-06 —0,0208% m/m
3,0E-06

empo (s)

Figura 15. Amperogramas das solu¢des padrdo usadas para a construgdo da curva analitica,
obtidos pelo método eletroenzimatico, utilizando a célula de Clark.

E possivel perceber, analisando os amperogramas apresentados na Figura

15, que, ao se aumentar a concentracdo dos padrdes, se aumenta, também, a
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diferenca de corrente entre os dois patamares observados. Com isso, as
diferengas entre os patamares de corrente, referentes a esta analise do biodiesel

de referéncia, se encontram plotadas na curva analitica da Figura 16.

Metodo Eletroenzimatico - Biodiesel Referéncia

< 1,2E-06
& 1,1E-06
® 1,0E-06
o=t

8 9,0E-07
(0]

O g 0E-07
S

o 7,0E-07
£ 6,0E-07
@ Etae
() 5,0E-07
-~

S 4,0E-07
5 3,0E-07
()

< 2,0E-07

0,0075 0,0095 0,0115 0,0135 0,0155 0,0175 0,0195 0,0215

T

Teor de Glicerol Total (% massica)

Figura 16. Curva analitica obtida pelo método eletroenzimatico.

Ao se analisar a curva analitica mostrada na Figura 16, € possivel verificar
uma Otima correlacdo entre a concentracdo dos padrdes e a diferenca de
corrente entre os dois patamares observados, apresentando um coeficiente de
correlacao igual a 0,9982.

Foram analisadas somente duas amostras de biodiesel, pelo método
eletroenzimatico pois, apds a analise do biodiesel de referéncia, a célula
eletroquimica de oxigénio do tipo Clark apresentou defeitos, ficando inutilizada
por um periodo bastante longo (aproximadamente 10 meses) até ser reparada,
0 que nao foi tdo efetivo, pois, mesmo apds a manutencédo, ela ndo funcionou de
forma adequada, pois ndo apresentou corrente estabilizada durante a andlise.
Também nao havia tempo habil para a aquisicdo de uma célula nova, pois a
mesma ndo se encontra a venda no Brasil, necessitando de importacédo. Os
resultados encontrados para estas duas amostras de biodiesel sdo mostrados

na Tabela 12. Os amperogramas sobrepostos e a curva analitica obtidos pela
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analise eletroenzimatica do biodiesel de girassol encontram-se na Figura 1, dos

Apéndices C e D, respectivamente.

Tabela 12. Resultados para o teor de glicerol total obtidos pelo método eletroenzimatico,
utilizando a célula de Clark.

Fator de Teor de glicerol
Amostra A Corrente (A) L o
diluicéo total (% massica)
Biodiesel de
. 8,081775200 x 10”7 8X 0,1237
Referéncia

Biodiesel de
_ 1,220481580 x 10 5x 0,0660
Girassol

Os valores dos teores de glicerol total, obtidos pelo método enziméatico
colorimétrico e eletroenzimatico, foram comparados com os teores de glicerol
total obtidos pelo método de referéncia (CG), e os resultados se encontram na
tabela 13.

Tabela 13. Comparacéo entre os teores de glicerol total obtidos pelo método de referéncia

(CG), pelo método enzimatico colorimétrico e pelo método eletroenzimatico.

Teor de GT (% massica)

Amostra Enzimatico
CG . _ Eletroenzimatico
Colorimétrico
Biodiesel de
_ 0,1197 0,1068 0,1237
Referéncia
Biodiesel de
. 0,089 0,0903 0,0660
Girassol

Como é possivel perceber, o teor de GT obtido para a amostra de biodiesel
de referéncia é bem préximo ao obtido segundo as analises realizadas pelas
outras duas técnicas, ao contrario do resultado obtido para a amostra de
biodiesel de girassol. Isto concorda com o periodo de bom funcionamento da
célula eletroguimica utilizada, ratificada pelo resultado ruim, obtido apés o

periodo de manutencdo, quando a mesma apresentava muita variacdo na

46



corrente medida. Desta forma, ndo foi possivel a analise das demais amostras
pelo método eletroenzimatico, impedindo assim a comparacao do resultado com

0 método de referéncia.
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7. Conclusoes

O método de separacdo por EFS se mostrou eficiente, pois foi capaz de
separar as amostras de biodiesel em duas fracdes enriquecidas dos seus
principais constituintes (ESMAG e GL, MAG, DAG e TAG), com um bom
percentual de recuperacéo (de 96,51 a 107,9%), essencial para a minimizacao
das interferéncias causadas pelos ESMAG nas metodologias de analise
propostas, ratificado pelos cromatogramas obtidos por analise de CLAE-FRNA.

O método enzimatico colorimétrico de quantificacdo do glicerol total
apresentou boas correlagdes lineares (R? superiores a 0,9950) e o tratamento
estatistico dos dados das curvas analiticas indicaram variancias homogéneas da
resposta com a variacdo da concentracdo do analito, 0 que caracterizou um
comportamento homocedastico. O método enzimatico colorimétrico forneceu
resultados estatisticamente semelhantes aos obtidos pela metodologia de
referéncia (CG), com 95% de confianca, apresentando vantagens frente a esta,
como reducdo no tempo de andlise, simplicidade do procedimento e custo
bastante inferior, pois nao utiliza agentes derivatizantes caros e gases e padroes
com elevado grau de pureza.

O método eletroenzimatico mostrou resultados promissores, porém, devido
aos problemas encontrados com a célula eletroquimica utilizada e o niumero
pequeno de amostras analisado, este ndo pode ser comparado estatisticamente
com o método de referéncia (CG).
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8. Perspectivas Futuras

Dentre as perspectivas futuras para o aprimoramento e continuidade do

projeto, podemos ressaltar:

a. Realizar mais analises utilizando o método eletroenzimatico, para melhor
comparacao entre os métodos;

b. Validar os métodos, utilizando testes estatisticos;

c. Desenvolver metodologia de separacdo, por EFS, a fim de gerar quatro
fracOes enriguecidas com os principais constituintes do biodiesel (ESMAG,
MAG, DAG e TAG);

d. Quantificar cada um dos constituintes do biodiesel separadamente pelos

métodos propostos.
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10. Anexos e Apéndices

ANEXO 1 - ESTRUTURAS QUIMICAS DAS SUBSTANCIAS ENVOLVIDAS NAS REACOES
ENZIMATICAS

OH

HO\)\/OH

Figura 1. Estrutura quimica da molécula de glicerol (SOUZA et al., 2013).

NH,
(17
o) o) o) N N/
HO—U—O—IL'—O—U—O o
I P
OH OH

Figura 2. Estrutura quimica da molécula de trifosfato de adenosina (ATP) (SOUZA et al., 2013).

Figura 3. Estrutura quimica da molécula de glicerol-3-fosfato (G-3-P) (SOUZA et al., 2013).
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H H
OH OH
Figura 4. Estrutura quimica da molécula de difosfato de adenosina (ADP) (SOUZA et al.,
2013).
o
OH
HO o OH
~L
(0]

Figura 5. Estrutura quimica da molécula de fosfato de diidroxiacetona (DAP) (SOUZA et al.,
2013).

OH

Cl

Figura 6. Estrutura quimica da molécula de p-clorofenol (SOUZA et al., 2013).

Figura 7. Estrutura quimica da molécula de 4-aminoantipirina (4-AAP) (SOUZA et al., 2013).
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: —

Figura 8. Estrutura quimica da molécula de quinoneimina formada (SOUZA et al., 2013).
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ANEXO 2 — TABELA PARA TESTE DE COCHRAN

Tabela 1. Valores de Ciabelado para teste de Cochran, a nivel de 95% de confianca

(MASSART, et al., 1997).

Tabela com os valores criticos de Cochran (a=0,05)

n=2

n=3

n=4

n=5

n=6

n=7

n=8

n=9

n=10

n=11

0,9985

0,9750

0,9392

0,9057

0,8872

0,8534

0,8332

0,8159

0,8010

0,7880

0,9669

0,8709

0,7977

0,7457

0,7071

0,6771

0,6530

0,6333

0,6167

0,6025

0,9065

0,7679

0,6841

0,6287

0,5895

0,5598

0,5365

0,5175

0,5017

0,04884

0,8412

0,6838

0,5981

0,5441

0,5065

0,4783

0,4564

0,4387

0,4241

0,4118

0,7808

0,6161

0,5321

0,4803

0,4447

0,4184

0,3980

0,3817

0,3682

0,3568

0,7271

0,5612

0,4800

0,4307

0,3974

0,3726

0,3535

0,3384

0,3259

0,3154

0,6798

0,5157

0,4377

0,3910

0,3595

0,3362

0,3185

0,3043

0,2926

0,2829

OO|N[D|O DWW N —

0,6385

0,4775

0,4027

0,3584

0,3286

0,3007

0,2901

0,2768

0,2659

0,2568

10 | 0,6020

0,4450

0,3733

0,331

0,3029

0,2828

0,2666

0,2541

0,2439

0,2353

111 0,0570

0,4170

0,3480

0,3080

0,2810

0,2626

0,2466

0,2355

0,2249

0,2183

12 | 0,5410

0,3924

0,3264

0,2880

0,2624

0,2439

0,2299

0,2187

0,2098

0,2020

13 10,5150

0,3710

0,3070

0,2710

0,2430

0,2297

0,2160

0,2054

0,1978

0,1862

14 | 0,4920

0,3520

0,2910

0,2550

0,2320

0,2152

0,2034

0,1934

0,1860

0,1752

15 0,4709

0,3346

0,2758

0,2419

0,2195

0,2034

0,1911

0,1815

0,1736

0,1671

16 | 0,4520

0,3190

0,2620

0,2300

0,2080

0,1926

0,1809

0,1717

0,1641

0,1590

17 10,4340

0,3050

0,2500

0,2190

0,1980

0,1829

0,1716

0,1628

0,1556

0,1510

18 [ 0,4180

0,2930

0,2400

0,2090

0,1890

0,1753

0,1645

0,1560

0,1490

0,1430

19 | 0,4030

0,2810

0,2300

0,2000

0,1810

0,1684

0,1579

0,1497

0,1429

0,1360

20| 0,3894

0,2705

0,2205

0,1921

0,1735

0,1602

0,1501

0,1422

0,1357

0,1303

210,3770

0,2610

0,2120

0,1850

0,1670

0,1526

0,1429

0,1353

0,1324

0,1253

22 | 0,3650

0,2520

0,2040

0,1780

0,1600

0,1469

0,1376

0,1302

0,1275

0,1193

23 | 0,3540

0,2430

0,1970

0,1720

0,1550

0,1431

0,1340

0,1268

0,1209

0,1143

24 | 0,3434

0,2354

0,1907

0,1656

0,1493

0,1374

0,1286

0,1216

0,1160

0,1113

25| 0,3340

0,2280

0,1850

0,1600

0,1440

0,1327

0,1241

0,1173

0,116

0,1078

26 | 0,3250

0,2210

0,1790

0,1550

0,1400

0,1283

0,1200

0,1134

0,1075

0,1044

27 10,3160

0,2150

0,1730

0,1500

0,1350

0,1244

0,1162

0,1098

0,1038

0,1011

28 | 0,3080

0,2090

0,1680

0,1460

0,1310

0,1208

0,1129

0,1066

0,1006

0,0979

29 10,3000

0,2030

0,1640

0,1420

0,1270

0,1175

0,1097

0,1036

0,0975

0,0948

30 [ 0,2929

0,1980

0,1593

0,1377

0,1237

0,1137

0,1061

0,1002

0,0958

0,0921

31 10,2830

0,1930

0,1550

0,1340

0,1200

0,1099

0,1034

0,0975

0,0932

0,0895

32 | 0,2800

0,1880

0,1510

0,1310

0,1170

0,1073

0,1009

0,0952

0,0911

0,0865

33 10,2730

0,1840

0,1470

0,1270

0,1140

0,1047

0,0985

0,0928

0,0889

0,0839

34 10,2670

0,1790

0,1440

0,1240

0,1110

0,1021

0,0960

0,0905

0,0868

0,0814

35 | 0,2620

0,1750

0,1400

0,1210

0,1080

0,0995

0,0936

0,0882

0,0847

0,0791

36 | 0,2560

0,1720

0,1370

0,1180

0,1060

0,0969

0,0912

0,0859

0,0826

0,0770

37 10,2510

0,1680

0,1340

0,1160

0,1030

0,0943

0,0887

0,0836

0,0804

0,0751

38 | 0,2460

0,1640

0,1310

0,1130

0,1010

0,0917

0,0863

0,0812

0,0783

0,0735

39| 0,2420

0,1610

0,1290

0,1110

0,0990

0,0891

0,0838

0,0789

0,0762

0,0721

40| 0,2370

0,1576

0,1259

0,1082

0,0968

0,0887

0,0827

0,0780

0,0745

0,0713

41 10,2338

0,1554

0,1241

0,1066

0,0954

0,0874

0,0815

0,0769

0,0734

0,0702

42 10,2307

0,1532

0,1223

0,1050

0,0939

0,0861

0,0803

0,0757

0,0723

0,0691

43 | 0,2275

0,1509

0,1204

0,1034

0,0925

0,0847

0,0790

0,0746

0,0711

0,0681

44 10,2243

0,1487

0,1186

0,1019

0,0911

0,0834

0,0778

0,0734

0,0700

0,0670

45 0,2212

0,1465

0,1168

0,1003

0,0897

0,0821

0,0766

0,0723

0,0689

0,0659

46 | 0,2180

0,1443

0,1150

0,0987

0,0882

0,0808

0,0754

0,0712

0,0678

0,0648

47 10,2148

0,1420

0,1132

0,0971

0,0868

0,0795

0,0742

0,0700

0,0666

0,0637

48 10,2117

0,1398

0,1113

0,0955

0,0854

0,0781

0,0729

0,0689

0,0655

0,0627

49 | 0,2085

0,1376

0,1095

0,0939

0,0839

0,0768

0,0717

0,0677

0,0644

0,0616

50 | 0,2054

0,1354

0,1077

0,0924

0,0825

0,0755

0,0705

0,0666

0,0633

0,0605

| — Numero de solucdes padrao,

de diferentes concentracgfes, utilizadas na

construcao da curva analitica;

n — Numero de replicatas realizadas.
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ANEXO 3 — CROMATOGRAMAS, OBTIDOS POR CLAE-FRNA, DOS SOLVENTES
UTILIZADOS NA EFS
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Figura 1. Cromatograma, obtido por CLAE-FRNA, do n-hexano (LINS JUNIOR, 2014).
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Figura 2. Cromatograma, obtido por CLAE-FRNA, de uma solug¢é&o cloroférmio:metanol
(2:1) (LINS JUNIOR, 2014).
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APENDICE A — CROMATOGRAMAS, OBTIDOS POR CLAE-FRNA, DAS AMOSTRAS
ESTUDADAS

Padrao 3% Biodiesel Fritura
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Figura 1. Cromatogramas, obtidos por CLAE-FRNA, de uma amostra de biodiesel de éleo de
fritura (@) antes da etapa de EFS, (b) ap0s a etapa de EFS — Fracdo 1 e (c) ap0s a etapa de
EFS — Fracéo 2.
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Figura 2. Cromatogramas, obtidos por CLAE-FRNA, de uma amostra de biodiesel de soja (a)
antes da etapa de EFS, (b) apés a etapa de EFS — Fracao 1 e (c) apés a etapa de EFS — Fracao

2.
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Padrao 3% Biodiesel Milho
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Figura 3. Cromatogramas, obtidos por CLAE-FRNA, de uma amostra de biodiesel de milho (a)
antes da etapa de EFS, (b) apds a etapa de EFS — Fracdo 1 e (c) apds a etapa de EFS — Fracao
2.
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Padrao 3% Biodiesel Canola
1500
|
1000
(a)
2 500
LR
0 - I 1 A L I I I 4 i 1
T 2 46 8 10 i5‘IZ“TE‘I8"zo~22—a4aza_za_zg_éz_sg_aﬁ_aakjo
-500
Tempo (min)
Fracao 01 do Biodiesel de Canola
2000
1500
-, 1000 (b)
<<
€ s00
I P || A o
024 6810121416182 zz—zﬂd26—28—30—3}4¥%%¥}€ﬁ{j
-500
Tempo (min)
Fracao 02 do Biodiesel Canola
600
400
200 (c)
3 0 4— - . . . . e
E 0 2 4 6 8 10<;E-IZ\TB‘18~ZQ‘23_32_26 28 30 32 34 36 38
-200 ——— \/
-400
-600
Tempo (min)

Figura 4. Cromatogramas, obtidos por CLAE-FRNA, de uma amostra de biodiesel de canola (a)
antes da etapa de EFS, (b) apds a etapa de EFS — Fracdo 1 e (c) apds a etapa de EFS — Fracao
2.
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Padrao 3% Biodiesel Girassol
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Figura 5. Cromatogramas, obtidos por CLAE-FRNA, de uma amostra de biodiesel de girassol
(a) antes da etapa de EFS, (b) apds a etapa de EFS — Fragdo 1 e (c) ap0s a etapa de EFS —

Fracao 2.
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Absorvancia

APENDICE B — CURVAS ANALITICAS UTILIZADAS PARA ANALISE DAS AMOSTRAS
ESTUDADAS, OBTIDAS PELO METODO ENZIMATICO COLORIMETRICO

Meétodo Enzimatico Colorimétrico - Biodiesel Fritura

0,35
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y=13,139x +0,0491
R® =0,9985
0,2
015 | §
0.1
0,0075 0,0095 0,0115 0,0135 0,0155 0,0175 0,0195 0,0215

Teor de Glicerol Total (% massica)

Figura 1. Curva analitica obtida pelo método enzimético colorimétrico, para calculo do teor
de glicerol total em biodiesel de 6leo de fritura.

Método Enzimatico Colorimétrico - Biodiesel Soja
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Teor de Glicerol Total (% massica)

Figura 2. Curva analitica obtida pelo método enzimético colorimétrico, para célculo do teor de
glicerol total em biodiesel de soja.
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Meétodo Enzimatico Colorimétrico - Biodiesel Milho
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Figura 3. Curva analitica obtida pelo método enzimético colorimétrico, para calculo do teor de
glicerol total em biodiesel de milho.

Meétodo Enzimatico Colorimétrico - Biodiesel Canola
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Figura 4. Curva analitica obtida pelo método enzimético colorimétrico, para célculo do teor de
glicerol total em biodiesel de canola.

70



Meétodo Enzimatico Colorimétrico - Biodiesel Girassol
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Figura 5. Curva analitica obtida pelo método enzimatico colorimétrico, para calculo do teor de

glicerol total em biodiesel de girassol.
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Corrente (A)

APENDICE C - AMPEROGRAMAS DAS SOLUCOES PADRAO

Amperogramas das Solucoes Padrao - Biodiesel Girassol
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Figura 1. Amperogramas das solu¢fes padréo usadas para a construcao da curva analitica,

obtidos pelo método eletroenzimético, para analise de biodiesel de girassol.
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APENDICE D — CURVAS ANALITICAS UTILIZADAS PARA ANALISE DAS AMOSTRAS
ESTUDADAS, OBTIDAS PELO METODO ELETROENZIMATICO

Metodo Eletroenzimatico - Biodiesel Girassol
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Figura 1. Curva analitica obtida pelo método eletroenzimatico, para célculo do teor de glicerol
total em biodiesel de girassol.
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