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RESUMO

Caracterizacao de biodiesel e misturas BXX por GCxGC-FID e GCxGC-qMS

Neste trabalho,foram aplicadas metodologias quimiométricas para a caracterizacéo de
biodieseis de diversas origens, junto a sua quantificacdo em misturas BXX (biodiesel
em diesel mineral), por meio de dados fornecidos por GCxGC-FID, com uma alta
capacidade de separacdo e detectabilidade, em conjunto com algoritmos de
classificacdo e de resolugdo de curvas para quantificacdo de misturas complexas.
Primeiramente, foram otimizadas as condi¢cdes de trabalho aplicadas no preparo de
biodiesel, escolhendo-se em seguida o melhor conjunto de colunas que separou 0s
ésteres metilicos provenientes do biodiesel. Foram analisadas amostras de biodieseis
de soja com tempos de envelhecimento diferentes nos distintos conjuntos de colunas.
Com os dados fornecidos, foi aplicado o algoritmo de classificagdo analise de
componente principal multimodo (MPCA), observando-se a separacdo entre os
biodieseis de 6leo de soja novo e envelhecido e, com tais dados, escolheu-se o
conjunto que melhor executou a classificagdo. Em seguida, foram analisadas amostras
de biodieseis de diferentes matérias primas, realizando-se a classificagdo dos mesmos
pelo MPCA, observando-se os compostos responsaveis pela diferenca entre os
mesmos, também identificados por GCxGC-gMS. Finalmente, para a quantificacao, foi
construida uma curva de calibragdo analitica com misturas BXX de biodiesel de 6leo de
soja novo, e para a validagdo da curva, utilizaram-se biodieseis de diferentes matérias
primas, desprezando-se o0s compostos que diferiram nas diferentes amostras,
resultando em um algoritmo Uutil para quantificar misturas BXX com biodieseis de

qualquer fonte.
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ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF BIODIESEL AND MISTURES BXX BY GCxGC-
FID E GCxGC-qMS

Chemometric methods were applied for characterization of biodiesel from different
origins, along with their quantification in mixtures BXX (biodiesel in mineral diesel)
through data collected from GCxGC-FID. This takes advantage of the high separation
capacity and the detectability of the two-dimensional system along with classification
algorithms and curve resolution for complex mixture quantification. And the first step, the
working conditions for preparing biodiesel were optimized, taking the best set of columns
that separated the methyl esters from the biodiesel. Samples of soybean oil biodiesel
were analyzed with different aging times in different sets of columns. With the data
obtained, the MPCA classification algorithm was applied. Observing the separation
between the biodiesels, the data was used for picking the best set of columns for the
execution of the classification. Next, biodiesel samples from different raw materials were
analysis, performing their classifications by MPCA, observing the compounds
responsible for the difference between the biodiesels. These were also identified by
GCxGC-gMS. Finally for quantification, a calibration curve with BXX mixtures of new
soybean oil biodiesel was constructed for validation. Using biodiesel made out of
different raw materials from various sources, ignoring compounds that differ in the
biodiesel, a useful algorithm to quantify biodiesel blends BXX with any raw material was
obtained.
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Capitulo 1:

INTRODUCAO







1. Introducao

Os combustiveis fésseis (petrdleo e seus derivados) vém se tornando entraves de
cunho econémico, agravados pelas crises internacionais da década de 70 do ultimo
século, provocando um movimento global para sua substituicdo por biocombustiveis
como o biodiesel. O biodiesel é o0 nome genérico dado as misturas de ésteres metilicos
de acidos graxos, geralmente obtidos pela transesterificagdo de triglicerideos de origem
vegetal ou animal com os alcodis correspondentes (metanol ou etanol), sob diversas
condicoes e usando catalisadores variados, facultando assim o uso de 6leos vegetais
de origem diversificada como matéria prima. Ouso de biodiesel tem sido apontado como
uma boa alternativa, por exemplo, o uso de biodiesel pode diminuir a emissdo de gases
relacionados ao efeito estufa (hidrocarbonetos, monoéxidos e didéxido de carbono), além
de particulados e de poluentes atmosféricos como 6xidos de enxofre em relacdo aos
gases emitidos por combustiveis [1]. No Brasil a primeira iniciativa oficial significativa
para o incentivo ao uso de 6leos vegetais ou derivados como combustiveis remonta a
1980 com o “Programa Nacional de Producédo de Oleos Vegetais para Fins energéticos”
(Prodleo), criado pela Resolugdo n® 7 do entdo Conselho Nacional de Energia. Esse
programa previa que, ao seu final, até 30% do dleo diesel fosse substituido por Oleos
vegetais. J& em dezembro de 2004, o Governo Federal langou o “Programa Nacional de
Producdo e Uso de Biodiesel” (PNPB), do qual faz parte a Lei n°11.097 (13/1/2005).
Essa lei prescreve que sera obrigatoria a mistura de biodiesel ao 6leo diesel vendido no
mercado brasileiro; a proporgcédo sera de 2% (v/v) entre 2008 e 2013, constituindo-se o
chamado B2, quando passara para 5% (B5), sendo possivel mediante autorizacao e em
carater experimental a circulagdo de veiculos abastecidos com misturas até B20 [2]. A
adocaode Biodiesel como combustivel para venda a varejo demandard a monitoragao
de sua qualidade e pureza assunto ja regulado pela Agéncia Nacional de Petréleo,
GasNatural e Biocombustiveis (ANP). A resolucao ANP n°7, de 19 de marco de 2008
[3], fixou as especificacées de qualidade e pureza de biodiesel puro e as metodologias
analiticas a serem empregadas, em sua maioria, métodos ASTM/ABNTja adotados para
derivados de petrdleo. A monitoracao do teor em biodiesel nas misturas BXX (XX= teor
em biodiesel como % v/v) depende da deteccdo e quantificacao do biodiesel no éleo
diesel mineral, utilizando-se a técnica de cromatografia gasosa, mas por este método



era preciso um marcador isotépico obrigatoriamente adicionado pelos fornecedores ao
biodiesel puro [4]. Essa abordagem ja é adotada pela ANP no Programa Nacional do
Monitoramento de Qualidade de Combustiveis (PMQC), mas tem alguns
inconvenientes. Além da necessidade da importacdo, aquisicao e adicado do marcador
(que € fornecido exclusivamente pela empresa britAnica Tracerco), essa espécie
poderia ser adicionada diretamente ao diesel puro, dificultando ou mesmo
impossibilitando sua distingdo das misturas BXX. Assim, metodologias analiticas que
permitam determinar a composicao das misturas BXX sao extremadamente Uteis para o
controle de qualidade desse combustivel.

O Obleo diesel mineral presentemente comercializado no pais contém
hidrocarbonetos parafinicos e aromaticos de Cg a Cos € é formulado a partir de fracoes
diversas de petréleo bruto; sua faixa de destilacdo vai de 140 ¢ a 380 °C [5]. Ja o
biodiesel € uma mistura menos complexa de ésteres metilicos ou etilicos de acidos
graxos (majoritariamente de Cis a Cp4 saturados ou ndo) [6]. J& no caso especial do
Brasil € mais razoavel se referir a “biodieseis”, em vista da definicdo legal, na qual o
biodiesel é qualquer “biocombustivel derivado de biomassa renovavel para uso em
motores a combustado interna com igni¢cdo por compressao ou, conforme regulamento,
para geracao de outro tipo de energia, que possa substituir parcial ou totalmente
combustiveis de origem fossil [3]”. Essa definicdo € propositalmente genérica,
facultando o uso de 6leos vegetais de origem diversificada como matéria prima.No
Brasilé possivel o uso de matérias primas como milho, girassol, canola, soja(atualmente
0 insumo mais importante e com produgdo em escala compativel com a demanda em
potencial, sendo esta de aproximadamente 85%),além de bleos vegetais e também
gorduras animais,assim como descartados ap6s uso domestico [7]

Existem diferencas bastante significativas entre os biodieseis feitos dessas diversas
matérias primas; a Tabela 1 lista as concentragdes dos acidos graxos mais importantes
tipicamente presentes em alguns 6leos vegetais usados na producao de biodiesel [6].



Tabela 1. Teores (% m/m) em acidos graxos de 6leos vegetais para producio de biodiesel [6]

Acido Caprilico Caprico Laurico Miristic Palmitic Estearic Oleic Linoléic o- Araquidico
Cs:o Cioo Ci20 o o o o o linolénico Ca00
c|4:0 c16:0 c18:0 c18:1 C1B:2 c18:3

Oleo

Milho nd nd nd nd 11,67 1,85 25,16 60,60 0,48 0,24
Canola nd nd nd nd 3,49 0,85 64,40 22,30 8,23 nd
Soja nd nd nd nd 11,75 3,15 23,26 55,53 6,31 nd
Girassol nd nd nd nd 6,08 3,26 16,93 73,73 nd nd

Dependendo da origem vegetal, poderdo ser produzidos biodieseis com
composicao bastante diversa,com uma maioria de acidos graxos da familia C18. Assim,
a complexidade do biodiesel nacional sera associada a sua composi¢cao quimica, mais
que a gama de diferentes produtos caracterizaveis como biodiesel. Entretanto a grande
diferenca entre os biodieseis de diferentes matérias primas pode estar nos compostos
minoritarios, os quais nao sao detectados por métodos convencionais.

A quantificacdo de biodiesel em misturas com 6éleo diesel ainda nao
foiextensivamente abordada na literatura. Técnicas espectroscopicas, como
espectrometria de absorcdo no infra-vermelho préximo (NIR) [8],[9],espectrometria
Raman [10] e espectrometria de massas [11],além de métodos radioquimicos [12], tem
sido eventualmente propostos para a andlises dessas misturas. O uso de métodos
baseados em cromatografia liquida e gasosa também tem sido descritos e parecem ser
potencialmente mais interessantes. Pinto e colaboradores [13] descreveram um método
para quantificacdo indireta de biodiesel de soja em suas misturas com Oleo diesel
usando Cromatografia Gasosa com deteccdo Espectrométrica de Massas (GC-MS),
através da determinacdo de linolenato de metila em cromatogramas obtidos com
monitoragdo de ions selecionados. Foglia e colaboradores[14] usaram Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) para determinar os teores em biodiesel de soja, colza
e de gordura animal em suas misturas com diesel, ajustando as condi¢Oes
cromatograficas para que os ésteres metilicos dos acidos graxos (FAME, fatty acid
methyl esters) co-eluam em um Unico pico, a ser integrado e relacionado a
concentragao de biodiesel. O unico método padrao oficial para essas determinag¢des, do
Comité Europeu de Padronizacdo [15], usa GC para a determinacdo de FAME
associaveis ao teor em biodiesel, mas apds do seu isolamento da amostra por SPE
(Solid Phase Extraction) o que € obviamente pouco adequado em determinagdes de

rotina.



Se bem quantificar o biodiesel nao € muito dificil jA que ndo é uma amostra muito
complexa, a quantificagéo de biodiesel em misturas BXX com éleo diesel mineral torna-
se mais complexo, pois sdo comuns as coelugdes importantes de compostos
caracteristicos do biodiesel(marcadores) com alcanos saturados provenientes do diesel
mineral tais como C18:0 com C25, C18:3 com C26 e C20:0 com C27 [16].

Portanto uma alternativa que pode ser extremamente interessante para a
caracterizagcdo de misturas biodiesel/diesel € a Cromatografia Gasosa Bidimensional
Abrangente (GCxGC). Nessa técnica, descrita originalmente por Liu e Phillips [17] ,usa-
se cromatégrafos a gas convencionais modificados, com duas colunas capilares
conectadas em série adaptadas por uma interface moduladora entre ambas controladas
por um programa adequado. O modulador é o dispositivo responsavel pela coleta,
reconcentragdo e re-injecao continua e periddica de fracbes do eluato da primeira
coluna na segunda coluna. Os conjuntos de colunas tipicos em GCxGC consistem em
uma coluna capilar convencional conectada a um pedago curto (< 2 m) de outra coluna
capilar (d.i.< 0,1 mm), curta o suficiente para que o material coletado e re-injetado seja
completamente eluido antes que a préxima fracdo seja nela introduzida. E altamente
desejavel (mas nao imprescindivel) que as fases estacionarias das colunas sejam
diferentes, de forma que os mecanismos de separacdo sejam ortogonais entre se,
portanto espécies co-eluidas na primeira etapa podem ser separadas na segunda
eluicdo [18], pois 0s mecanismos de separagado das etapas sao diferente se, portanto,
ortogonais [19].Se a capacidade de picos (numero maximo de picos separaveis) da
primeira e da segunda coluna forem, respectivamente, ni e n picos, a capacidade total
de resolucdo de um sistema bidimensional sera incrementado geometricamente para ny
x N2 pPiCOs.

A representagao dos cromatogramas em GCxGC difere dos apresentados em GC,
pois a partir do registro do sinal do detector e conhecido o periodo de modulagédo
(intervalo constante de tempo de cada ciclo de modulacdo, da ordem de alguns
segundos) pode-se construir cromatogramas tridimensionais Sinal x Tempo na 12
coluna ('tr) x Tempo na 22 coluna (*tr), normalmente representados por superficies de
respostas com escalas cromaticas de sinal (diagrama de cores). A figura 1 mostra um
cromatograma tipico obtido em GCxGC-FID para uma amostra de 6leo de peixe, onde

sdo visiveis diversos eluatos correlacionados perfeitamente resolvidos (manchas no



fundo azul) e que co-eluiriam em uma analise de GC convencional. Esta separacao é
realizada na primeira dimensao (apolar) por pressao de vapore na segunda dimensao
(polar) por pressao de vapor e interagdbes moleculares, resultando assim um quadro
claro da composicéo e diversidade da amostra perfeitamente estruturada. Sendo esta
uma caracteristica unica e poderosa de GCxGC, a estruturacdo dos cromatogramas,
claramente visivel onde substancias relacionadas estruturalmente (séries homologas,
isbmeros, etc) como sdao agrupadas em regides claramente definidas. Neste caso a
estruturacao é valiosa para a identificacdo dos analitos, sendo facilmente discernida por
mera inspecao visual do cromatograma, o que fornece um recurso simples e rapido
para a identificagdo de amostras complexas.

(AL ) e 4
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Figura 1. Cromatograma de éleo de peixe adquirido no sistema GCxGC-FID. Condicdes cromatograficas:170
°C a 3 °C-min™ até 240 °C, seguido de isoterma a 240 °C por 25 min; periodo de modulacdo: 6 s; vazao 0,6 mL
min’'; taxa de aquisicio: 100 Hz; introduciio da amostra: SPME; temperatura do injetor e detector 250°C;
conjunto de colunas: HP-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 pum) e SPWax (1 m x 0,1 mm x 0,1 pm)[20].

Alguns estudos descrevendo a aplicacdo de GCxGC a caracterizacdo de biodiesel e
suas misturas com Oleo diesel ja foram descritos. Hennion e colaboradores [21]
estudaram a separagao e quantificacdo de BXX usando GCxGC e demostraram que
inspecionando as razdes relativas entre as concentracées dos FAME é possivel a
identificagdo da origem do biodiesel nessas misturas e sua posterior quantificagéo,
sendo de melhor inspegdo a mistura BXX pela alta capacidade de separagdo do
sistema bidimensional. Seeley e colaboradores [22] buscaram usar um sistema
GCxGC-FID para quantificar biodiesel de soja em misturas de B1 a B2, foram



comparadas as composicoes de biodieseis puros de colza, babacu, girassol,
amendoim, coco e gorduras de frangos e porco. Para a quantificacdo de biodiesel de
soja, as areas dos picos correspondentes aos FAME derivados de Cis € Cig foram
integradas, tendo sido obtida uma precisao de 2,0 % (expressada como estimativa do
desvio padrao relativo, RSD) para uma mistura B20. Porem como apontado pelos
autores, a variabilidade na composigao dos biodieseis puros de origem diversa faz com
gue a quantificagcdo destes e em especial dos derivados de matérias primas tropicais
seja mais complexa mesmo usando GCxGC, isto devido a quantidade de informacao
contida nos cromatogramas tridimensionais gerados, que sao conjuntos de dados
extremadamente grandes e complexos, cuja interpretacdo usando estratégias
convencionais é muito dificil, ou mesmo impossivel e, portanto para a completa
exploracdo do potencial desta técnica se faz necessario o uso intensivo de ferramentas
quimiométricas de analise de dados [23].

Desde o inicio, a linha de pesquisa de Técnicas Cromatograficas Multidimensionais
desenvolvida no LCGC tem sido conduzida em estreita colaboragdo com o Prof.Dr.
Ronei J. Poppi (Laboratério de Quimiometria em Quimica Analitica, LAQQA/IQ
Unicamp), onde sao desenvolvidos e validados métodos combinando GCxGC-FID e
técnicas multivariadas de deconvolugdo tais como métodos de analise exploratoria
(MPCA) e métodos de resolucao de curvas (MCR), utilizados neste trabalho.

Em vista das consideracbes anteriores espera-se que estes métodos possam ser
empregados como ferramentas para caracterizagéo, identificacdo e quantificagdo de
biodiesel puro e em misturas com diesel mineral BXX.
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2. Objetivos
O objetivo geral desse trabalho foi:

i) Desenvolver e estudar técnicas para caracterizagao de biodieseis puros e de

suas misturas com 6leo diesel mineral.

Os objetivos especificos foram:

ii) Determinar as condigbes operacionais 6timas para andlises de biodieseis
puros e misturas BXX por GCxGC-FID e GCxGC-qMS.

fif) Estabelecer padrées cromatogréaficos caracteristicos em GCxGC-FID para
biodieseis de 6leo de soja, 6leo de milho, 6leo de canola, 6leo de girassol,
6leo de soja recuperado apds do seu uso doméstico e sebo bovino.

iv) Desenvolver metodologias usando GCxGC-gMS para identificagdo dos
esteres metilicos de acidos graxos com maior impacto na diferenciacao de
biodiesel de diversas fontes.

V) Desenvolver metodologias usando GCxGC-FID para identificar e quantificar
os teores em biodiesel de misturas BXX obtidas a partir dos materiais

estudados.
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3. Revisao Bibliografica

3.1 Biodiesel

O biodiesel é definido como uma mistura de ésteres metilicos ou etilicos de acidos
graxos de materiais biolégicos tais como éleo vegetal (por exemplo soja, colza, girassol,
6leo recuperado e gorduras animais) [24]; sendo renovavel, representa uma das
alternativas ao combustivel diesel do petréleo convencional. Quimicamente os 6leos
vegetais e as gorduras animais encontra-se constituido por moléculas de triglicerideos,
compostos glicerol por trés acidos graxos de cadeia longa que se ligam a uma molécula
de glicerol. Por ligagdo éster, estes acidos graxos diferem em comprimento de cadeia
carbonada, e em orientacao e a posicao das duplas ligacées nestas cadeias. Por outro
lado, o biodiesel refere-se aos ésteres alquilicos menores e aos acidos graxos que sao
sintetizados pela transesterificagdo de &cidos graxos com alcoois inferiores [25]
resultando uma mistura de ésteres metilicos de acidos graxos (fatty acid methyl esters,
FAME).

3.2 Importancia do Biodiesel

A fonte de energia mais utilizada no mundo inteiro para alimentacdo de motores
diesel (petrdleo) é cada vez maior, no entanto, suas desvantagens sdo muitas como é o
caso dos altos precos e dos efeitos de poluicdo da atmosfera. Por isto, o biodiesel esta
ganhando popularidade no mundo inteiro, alguns paises estdo adotando uma nova
estratégia que explora as vantagens comparativas a utilizar misturas biodiesel-diesel.
Varios estudos tém mostrado que misturas de biodiesel podem levar a uma reduc¢ao no
fumo e em emissodes de particulas de CO,, CO, de 67 %, 48 % e 47 % respectivamente
[26], embora seu uso aumente um pouco as emissdes de nitrogénio [27].

Outra vantagem significativa € que todas as misturas de biodiesel tém uma maior
eficiéncia térmica do que o diesel alcancando assim um melhor desempenho. A
concentragdo de 20 % biodiesel foi considerada como aquela de maior eficiéncia,
portanto, B20 é recomendado como uma combinacao ideal para o funcionamento de

motores diesel em longo prazo [28].
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3.2.1 Processo de preparo basico de biodiesel

A maior parte do biodiesel é obtida a partir de éleos comestiveis uma vez que
estes tém a menor quantidade de acidos graxos livres, o0 que aumenta
consideravelmente a conversdo dos triglicerideos frente ao metanol, com uso de um
catalisador alcalino. Assim um dos processos basicos para produzir biodiesel é a
transesterificacdo nos triglicerideos presentes em matérias primas como O6leos e
gorduras vegetais com um &lcool de cadeia pequena. Produzindo ésteres metilicos ou
etilicos de acidos graxos.

O dleos e gorduras vegetais sdo compostos por triglicerideos com pequenas
guantidades de mono e diglicerideos [29], a reacdo de transesterificacdo requer trés
moles de alcool e um de triglicerideos para produzir trés moles de ésteres de acidos
graxos alquilicos e um mol de glicerol [30]. A figura 2 mostra a reacao de

transesterificacdo para a formacéao de biodiesel.

T q
A~ Pas
o R, R— O R,
H
0 0
ps Cat. N
(s} R2 + 3R-OH H + R— O R2
X “ X
0 R, R— © R,
TRIGLICERIDEQ ALCOOL GLICEROL ESTERES

Figura 2. Transesterificacio de triglicerideos [31].

O metanol e o etanol sdo os alcodis mais utilizados, especialmente o metanol por
causa do seu baixo custo e vantagens fisicas e quimicas (alcool polar de menor cadeia
que proporciona facilidades cinéticas a reagado) [32]. Ap6s a reacdo, a glicerina é
separada por decantacdo ou centrifugacdo [33]. O processo de transesterificacao
resulta em uma mistura de ésteres alquilicos de cadeia curta dos acidos graxos
diferenciados. Definindo-se a composicdo destes 6leos os acidos graxos podem ser

monitorados em qualquer mistura [33].
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3.2.2 Reacoes de transesterificacao para a producao do biodiesel

O primeiro passo nas reagdes de transesterificacdo envolve o ataque do ion
alcéxido ao carbono do carbonilo da molécula do triglicerideo, resultando na formacéao
de um intermediario tetraédrico. A reacao do intermediario com um &lcool produz o ion
alcoxido na segunda etapa. Na etapa final, o rearranjo do intermediario tetraédrico da
origem a um éster e aos diglicerideos [34].

Uma reacdo secundaria bastante desfavoravel é dada quando certa parte dos
acidos graxos nao sao saponificados e reagem com o catalisador alcalino adicionado,
formando-se um sab&o.Como resultado, parte do catalisador é neutralizado e, portanto,
nao esta mais disponivel para a transesterificacao [29].

H,C—O—R R1—COONa  H,C—OH
HC—O—R2 + NaOH R2—COONa + HC—OH
H,C—O—R3 R3—COONa  H,C—OH

Figura 3. Reacao de saponificacao [29]
Além disso, o catalisador hidroxido de sodio ou potassio pode reagir com o alcool

formando, esta reacdo é indesejavel porque a agua pode reagir com os triglicerideos,
acidos graxos, ésteres e facilitar a hidrélise em uma seguinte saponificagéao [29].

3.2.3 Variaveis mais importantes no preparo de biodiesel:

As variaveis mais importantes que devem ser controladas na preparacao do biodiesel
Sa0 as seguintes:

e Tipo de catalisador e umidade: Se o 6leo contém elevado teor de acido graxo

livre, os catalisadores acidos sdo os mais adequados, tais como HoSO4, HCI, H3PO4
ou acidos organicos, como o sulfénico, no entanto quando o teor de acidos graxos
livres ndo é consideravel, catalisadores como alcoxido e metdxido de sbddio sédo
particularmente mais eficientes, embora KOH, NaOH e carbonato de potassio
também posam ser utilizados.No entanto, estes ultimos tem como desvantagem, a
possibilidade de conduzir a hidrélise de alguns ésteres, resultando em sabao e
levando a baixa formacao de ésteres [35]. Mesmo assim a transesterificacdo com
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estes alcoois ocorre cerca de 4000 vezes mais rapida que em presenca de um
catalisador acido na mesma proporc¢ao [36]. Em geral os catalisadores basicos sao
melhores que os acidos porque a reagdo é mais rapida [37], em contrapartida, no
processo de transesterificacdo, um catalisador alcalino pode provocar a formagao
de uma emulsdo, aumentando a viscosidade da solucdo tendo como resultado o
consumo do catalisador. E muito importante que a solugdo do catalisador e do
alcool sejam utilizadas de imediato para evitar a absor¢cdao de umidade e assim
manter a atividade do catalisador [38]. Além disso, o catalisador deve ser
conservado em ambiente com baixa umidade (anidro), ja que seu contato com o ar
pode diminuir a sua eficiéncia através de interagées com a umidade e com o CO»
[25]. Outro catalisador que recebeu uma especial atencédo pela vantagem de ser
mais barato e provir de uma fonte de hidroxido de calcio € o CaO [39] reportando
conversdes superiores a 95 %.Este catalisador pode se regenerar com reativacao
térmica para eliminar o envenenamento principal da sua superficie, além
disso,variagdes no tipo de catalisador e na reacao de transesterificacdo também
podem ser atribuidas a natureza quimica dos diversos 6leos [40].

Concentracao _do catalisador: A presenca de um catalisador acelera

significativamente o ajuste do balan¢co do equilibrio, com catalisadores como o
hidroxido de potassio ou sédio observou-se que o rendimento dos ésteres metilicos
foi pequeno quando a quantidade de catalisador era baixa, mas aumentou quando
a quantidade do catalisador era maior. O rendimento 6timo observado foi de 1,0 %
m/m, dando o melhor rendimento e viscosidade dos ésteres formados [38],[41],
mesmo assim usar concentracdes mais altas que 1,0 % diminui a producao dos
ésteres metilicos e ndo resulta uma boa separacao das fases, além da possibilidade

de formacao de sabao devido ao excesso de catalisador [42].

Efeito da proporcao alcool/dleo: A transesterificacdo € uma reacao de equilibrio

onde o0 excesso de alcool € necessario para produzir a reagdo com um maximo de
conversao, mas para relacées maiores que 15:1, a separacao da glicerina torna-se
dificil [38]. O aumento na proporgdo de metanol ocasiona uma interferéncia na

separacao da glicerina por causa de um aumento da solubilidade desta [42],
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assim,quando a glicerina permanece em solugdo, ajuda a impulsionar o equilibrio
no sentido da diminuigéo da producéo de ésteres [38]. Indica-se que uma proporg¢ao
molar de 6:1 resulta em um maior rendimento de ésteres [43],[44].

Efeito da temperatura de reacao: Com temperaturas menores que 40 °C, houve

uma formagao lenta de ésteres metilicos, exigindo um periodo mais longo para a
reacao ser concluida. A temperatura étima foi de 60 °C observando-se uma
formacao rapida dos ésteres metilicos [42]. Aumentando ainda mais a temperatura
para 65 °C, observa-se um efeito negativo sobre a converséo [45].

Efeito da velocidade da agitacao: Uma reacdo com agitacdo aumenta a area de

contato entre o 6leo, alcool e o catalisador, e assim a reagdo ocorre mais
rapidamente [46]. Devido a este efeito, observou-se que a maior conversao é obtida
em uma faixa de agitacdo entre 400-600 rpm e a menor eficiéncia foi observada
com 800 rpm, ja que velocidades muito altas favorecem a formacdo de sabao,
devido ao comportamento inverso da reacdo de transesterificacao
[47],[48].Portanto, intensidades de misturas elevadas requerem periodos mais

curtos de reacao.

Tempo de reacao: Em relagdo ao tempo de reagdo, observou-se que 80 % da

conversao € realizada nos primeiros 30 minutos e apdés uma hora (1 h), foi
observada uma mudanca significativa no rendimento de ésteres [37].

Separacao _de biodiesel: Apds a conclusdo da reacao, a solugcdo € mantida por

aproximadamente 12 h,quando a camada de biodiesel e glicerol se assentam e a
mistura catalisador alcool se deposita no fundo devido a maior densidade em
relacdo ao biodiesel, depois a camada superior € recolhida para sua purificacdo e
lavagem [49].

Purificacdo e separacdo: A fase superior consiste em ésteres metilicos com

pequenas quantidades de impurezas tais como alcool residual, glicerol e glicerideos
parciais, enquanto a fase inferior contendo glicerina e outros materiais (agua, sabao
em excesso de alcool, catalisador, alguns ésteres metilicos e glicerideos parciais).
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ApGs a sua separacgao, a fase superior pode ser purificada por meio da remogéao de
metanol a 80 °C, o catalisador restante o metanol e o glicerol séo removido por
lavagens sucessivas com agua destilada. A agua residual € removida por secagem
com NaxSO4 seguido de filtracao [50]. Outro método para purificagédo do biodiesel €
lavar com abundante agua destilada aquecida a 60 °C até que a agua de lavagem
tenha um pH semelhante a da agua destilada, depois pode-se secar sob presséo
reduzida a 70 °C [38]. Também a fase dos ésteres pode ser lavada com uma
solucao de 0,5 % de HCI e com agua destilada para proporcionar um biodiesel puro,
apos é realizada a secagem com sulfato de magnésio seguido de filtragem a vacuo
[29]. Um método mais simples para a purificacdo dos ésteres metilicos é a lavagem
com agua salina ao 10 % e posterior secagem com NaxSOq [51].

No entanto, este tipo de preparo de biodiesel tradicional é muito demorado,

demandando assim varios dias para preparar uma amostra em funcao disso, para esta

pesquisa foi desenvolvido um novo método de preparo miniaturizado de biodiesel, com

uso de ultrassom. Esta metodologia reduz a quantidade de biodiesel produzido e o

tempo de separacdo do mesmo [56]. Suas condi¢cées 6étimas de trabalho sdo as

seguintes:

3.2.3.4 Condicoes de reacao para preparo de biodiesel com
ultrassom:

Concentracao do catalisador: Uma concentracao de 0,5 % m/m de catalisador é

suficiente para o inicio da reacao de transesterificacao [57],[58], e em comparacao
com o método convencional, tem-se uma reducdo de 25 % na quantidade de
catalisador necessario para a reagao [58].

Relacao metanol/dleo: Thanh e colaboradores [59] informaram um maximo de

rendimento de 99 % com relagdes metanol/6leo de 5:1 e 6:1 [601,[61].

Tempo de reacao: Avramovi¢ e Olivera encontraramum rendimento de FAME

maior do que 95 % [57] nos primeiros tempos de reagéo [61]. Aqui a maioria das

cadeias de carbonos dos éleos ndo possuem mais de C16:0, estas cadeias curtas
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de carbono de 4cidos graxos tém menor impedimento estérico em comparagao com
as longas cadeias de carbono de acidos graxos, e portanto, tem mais possibilidade
de contato com o catalisador [62], portanto, reduzir o tempo de conversao aumenta

a producao de biodiesel.

e Frequéncia do ultrassom: Entre 20 kHz e poténcia de 400 Watts[58].

e Temperatura de reacao: Entre 20 °C e 40 °C, obteve-se que o melhor rendimento

de reacdo a uma temperatura de 32 °C [57].A temperaturas altas entre (65-70) °C
resulta em uma reacao lenta ja que o ponto de ebulicdo do metanol é 64,7 °C e
quando a temperatura de reacdo excede os 64 °C ocorre a volatilizagdo do metanol
reduzindo assim a taxa de conversao [63].

Todos estas variagbes sao atribuidas a sonoquimica pelo efeito do colapso de bolhas
de cavitacdo, aumentando a area de contato entre o catalisador e o 6leo [64]. A
producdo de biodiesel em ultrassom possui vantagens como reducdo do tempo de
processamento, da quantidade de alcool, do catalisador e do tempo de separacao,
assim como da temperatura de reagao. Portanto este foi o0 método de preparo utilizado
ao longo do trabalho.

3.2.4 Misturas biodiesel-diesel

O uso de Oleos vegetais como alternativa de combustivel comegou a ser
estudados no final do século XIX por R. Diesel, sendo utilizados na forma de 6leo. Mas
seu uso direto nos motores apresenta muitos problemas, como por exemplo, acumulo
de material oleoso nos bicos de injecdo, queima incompleta do 6leo, formagédo de
depédsitos de carvdo na cadmara de combustdo, rendimento de poténcia baixo e
liberacao de acroleina (propenal), que é toxica além de ter uma elevada viscosidade, o
que reduz a atomizagdo do combustivel levando ao depdsito do motor e espessamento
do 6leo [66],[67]. HA quatro solugbes possiveis para o problema de viscosidade que
sdo: (1) diluicdo do édleo, (2) emulsificacao, (3) micropirolise e (4) transesterificacao.
Atualmente a mais aplicavel para reduzir a viscosidade do Oleo vegetal é a
transesterificacdo (biodiesel) [68] Devido a sua perfeita miscibilidade, o biodiesel pode

ser misturado ao diesel mineral em quaisquer propor¢cdes em motores do ciclo diesel
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sem necessidade de adaptacdes [51]. Estas misturas definidas utilizam o simbolo BXX
onde XX é a percentagem de biodiesel em (v/v) %. Sua aplicacdo como combustivel
alternativo em paises da Unido Europeia vem crescendo a cada ano, sendo utilizado
misturado com diesel (BXX) ou mesmo na sua forma pura (B100) [51]. O 6rgao
regulamentador de derivados de petréleo e combustiveis no Brasil determinou que, no
periodo de 2005 a 2007, o biodiesel fosse utilizado de forma facultativa, misturado ao
6leo diesel mineral na propor¢do maxima de 2 % de biodiesel para 98 % de diesel,
formando o chamado combustivel B2.Sua adicdo ao 6leo diesel nesta proporcéao
passou a ser obrigatéria em janeiro de 2008. A partir de 2013, esta proporcao
aumentara para 20 % (B20), com perspectivas de crescimento deste percentual para os
anos seguintes [52]. A mistura mais usada hoje em dia é conhecida como B5, que
contém 5 % de biodiesel. Este biocombustivel é caracterizado como o diesel, mas nao
contém compostos perigosos, tais como compostos de enxofre, nitrogénio, aromaticos e
policiclicos, além disso, pode ser utilizado em processos industriais e de transporte.O
biodiesel abre oportunidades de emprego no campo [53] valorizando a mao de obra
rural, bem como no setor industrial, onde valoriza a m&o de obra especializada na
producdo do combustivel. Entretanto, a demanda nacional na producdo de Oleos
vegetais crescera em 50 %, pois o Brasil consome cerca de 36 bilhdes de L/ano de
diesel e se misturar cerca de 5 % de biodiesel no petrodiesel, havera uma necessidade
de aproximadamente 3,5 bilhdes de L/ano de 6leo vegetal [54]. Para que o biodiesel
seja usado como substituto do diesel mineral, € necessario garantir que a qualidade e
as propriedades deste combustivel sejam confiaveis e consistentes com os padrbes de
qualidade exigidos [55].

3.3 Técnicas de analises de biodiesel em diesel mineral:

As técnicas sdo amplamente utilizadas na analise de componentes do biodiesel
puro e em suas misturas com diesel mineral. O controle da reacao de transesterificagao
e a determinagédo da concentragdo de biodiesel em diesel mineral sdo os parametros
mais importantes em misturas BXX ésteres metilicos de acidos graxos mono-alquilicos,
acidos graxos, glicerol e derivados de 4&cilo sdo comumente analisados por
cromatografia gasosa (GC) ou cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), onde a
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primeira tem sido a técnica mais amplamente utilizada devido a sua alta precisao para
quantificagcdo dos componentes minoritarios em misturas BXX [69]. Varios métodos
espectroscdpicos e cromatograficos também tém sido utilizados para a anélise de
misturas de biodiesel incluindo infravermelho (IR), Ressonancia magnética nuclear
(RMNde 'H) e cromatografia gasosa bidimensional (GCxGC) [70].0 Comite Europeu de
Normalizagdo estabeleceu um método padrdo cromatografico denominado EN14103
para a determinacdo de ésteres metilicos de acidos linolénicos e metilicos [71]. Este
método € comumente utilizado como referéncia ou base para muitos paises; o objetivo
desta Norma Europeia é determinar o teor de &acidos graxos de ésteres metilicos
(FAME) para seu uso como biodiesel, utilizando GC e detector de ionizagdo em chama
para analisar o percentual de FAME na amostra,este método é aplicavel para acidos
graxos que contém de C14 a C24 [71]. No entanto, para determinar o nivel de mistura
de biodiesel no diesel, a cromatografia convencional parece ser pouco adequada
devido a complexidade e composi¢ao do diesel [72].

3.3.1 Analise de biodiesel e misturas diesel/biodiesel por
cromatografia gasosa convencional:

A andlise da qualidade de biodiesel realizada por GC é feita quantificando os
compostos mais caracteristicos no biodiesel também chamados de marcadores tais
como 0s seguintes ésteres metilicos palmitico (C16:0), estearico (C18:0), araquidico
(C20:0), behénico (C22:0), lignocérico (C24:0), oleico (C18:1), erucico (C22:1), linoleico
(C18:2), a-linolénico (18:3) [6]. A percentagem da composicao deles variamentre
biodieseis de diferentes matérias primas, e também pode mudar durante o
armazanamento e manipulagcdo, do biocombustivel [64]. A andlise de biodiesel em
diesel mineral com cromatografia gasosa convencional fornece como resultado uma
identificacdo destes ésteres com uma certeza razoavel, especialmente quando a
andlise é feita com colunas especificas [73]. De modo geral, a separacdao de FAME
pode ser realizada com trés diferentes tipos de colunas: apolar [74], polar [75] e muito
polar [76]. As fases apolares sdo comumente feitas com filmes de metilsiloxanas como
SPB-1, SPB-5, HP-5, (95 % dimetil-5 % difenilpolixiloxana), DB-1, HP-1 (100 %
dimetilpolisiloxana) [77], essas colunas tem como vantagens a elevada estabilidade

térmica em uma ampla faixa operacional de temperaturas, facilitando, assim,as analises
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de compostos com maior massa molar. Aqui, a natureza da separacdao € baseada
essencialmente nas diferengas das pressées de vapor, portanto, os compostos
insaturados eluem primeiro que os compostos saturados [76]. Nos primeiros trabalhos
realizados para andlises de ésteres de acidos graxos em biodiesel foram feitos com o
uso de colunas apolares, e para facilitar a analise, também realizou-se a separagao do
biodiesel do dleo diesel mineral em um cartucho de silica, utilizando hexano ou éter
etilico como solvente. Esta separacdo é seguida da derivatizagdo das amostras
(sililacdo ou acetilacdo), e sua posterior analise é realizada com detectores de
ionizagdo em chamas(FID) [78]-[80]. Mais tarde, Li desenvolveu um método rapido para
quantificacdo dos acidos graxos de ésteres metilicos, sem necessidade de
derivatizacdo da amostra, demandando o uso de padrées internos (laurico, miristico,
palmitico, estearico, oleico, linoleico, ésteres linolénicos e heptadecanoato de metila),
comparando seus tempos de retencado relativa [81]-[82] através decalibracdo e
padronizacao externa.No entanto, mais tarde foi demonstrado que a pouca estabilidade
do heptadecanoato de metila influencia nos valores do conteddo dos ésteres, sendo
assim foi descartado o uso do mesmo.

As fases estacionarias polares mais utilizadas sdo DBWax, Supercolwax 10,
Carbowax 20M (polietilenoglicol) [75], onde a separacao € essencialmente por pressao
de vapor e interagbes moleculares entre o analito e o fime da fase
estacionaria,aumentando a resolucao do sistema e mantendo uma boa estabilidade
térmica [83]. Varios trabalhos aplicaram este tipo de separacao [29]-[81], e assim sua
consequente quantificagdo com uso de marcadores.Recentemente estdo sendo
utilizadas colunas altamente polares, ja que resultam em uma notavel melhoria na
resolucdo especialmente para os ésteres insaturados.Nestas a ordem de eluigéo € a
seguinte: primeiro eluem os compostos saturados e por ultimo os insaturados. No
entanto, estas colunas tém uma grande desvantagem, ja que sua estabilidade térmica é
bem menor.Colunas como a CP-Sil 88 apresentam um uso de temperatura ndo maior
de 225 °C [87]. Para eliminar este problema as colunas de cristal liquido, tem sido cada
vez mais utilizadas, como a SIL-100 [16] que,além de sua grande polaridade, tem uma
alta estabilidade térmica,obtendo também uma reducdo no tempo de analise em
comparagdo com as outras colunas polares, como Supelcowax-10. Consegue-se,

portanto, uma melhor andlise de biodiesel em diesel mineral, ja que tem uma melhor
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separacdo entre os alcanos saturados provenientes do diesel mineral e os ésteres
metilicos provenientes do biodiesel,pela diferenca de polaridade entre seus
componentes.Neste caso, a maioria dos alcanos saturados eluem antes dos ésteres
metilicos, com excecdao do C27, que coelui com C16:0, C28 que encontram-se em
baixas concentragbes, o C29 que também coelui com C18:1w-9 e C30 que coelui com
0C18:2w-6 [16].

A andlise de biodiesel também pode ser realizada por GC acoplada com
espectrometria de massas [88] sendo utilizados GC-gMS na sua maioria com detector
de ionizacdo em chama a 70 eV com faixa de varredura de massas de 70-1090 m/z
[89],[90]. Também tem sido muito utilizado o GC-gMS de ions seletivo modo (SIM),
escolhendo um fragmento para realizara anélise s6 com os compostos marcadores do
biodiesel [51], este ultimo tipo de analise fornece um espectro de massas com todos 0s
fragmentos de uma determinada molécula, desta maneira é possibilitada a deteccao de
alguns marcadores de biodiesel presentes no diesel mineral [51].

Embora de acordo com a UNI EN 14331, o procedimento padrdo [91] para a
elucidagdo do perfil de FAME em misturas de diesel é realizada usando um
cromatografo de gases (GC) e uma coluna convencional Carbowax na convencional
em. Pelo método de padronizagéo interna o qual € apropriado para FAME de origem
vegetal ou animal com comprimentos de cadeia entre C14 e C24 e concentracdao de
diesel menor de 5 %, adicionando-se o C17:0 como padrao interno, quantificando-se e
identificando-se os marcadores ja antes mencionados. A grande desvantagem das
analises de biodiesel em diesel por este método é que sendo esta uma amostra
complexa, sua caracterizagdao traz consigo a baixa detectabilidade de alguns
marcadores e de outros compostos que podem ser caracteristicos no biodiesel devido a
sua baixa concentracdo, assim como coelu¢des dos marcadores com alguns alcanos

saturados provenientes do diesel mineral.

3.4 Cromatografia gasosa bidimensional abrangente (GCxGC)

O objetivo geral das novas tecnologias para GC é viabilizar a separacgéao,
identificagdo e quantificacdo de forma rapida do maior numero de constituintes em
misturas complexas, usando equipamentos simples e robustos. O equipamento de
cromatografia gasosa comercial convencional pode ser modificado com o uso de duas
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colunas capilares conectadas em serie, com adaptacdo de um modulador, em alguns
casos, de um forno secundario situado dentro do forno do cromatografo, mas com
controle independente de temperatura. O uso de reservatérios ou dutos para
abastecimento do fluido criogénico tornam-se necessarios assim como o controle de
valvulas e outros sistemas mecanicos, sendo necessario um programa especializado
para a transformacdo do sinal adquirido pelo detector em diagramas tridimensionais,
onde a complexidade do tipo de programa empregado depende do tipo de detector.
Com um detector MS o sistema torna-se mais complexo. No entanto, o sistema de
GCxGC é essencialmente 0 mesmo que o de GC, talvez esse seja o grande atrativo da
GCxGC o qual resulta um ganho significativo em resolugéo e detectabilidade, apenas

por algumas modificagdes em um instrumento comercial ja existente.

3.3.2 Colunas, capacidade de picos e ortogonalidade em GCxGC

O conjunto de colunas tipico para GCxGC é constituido por uma coluna capilar
convencional com até 30 m de comprimento e diametro interno de 0,25 a 0,32 mm,
conectada em série com uma coluna do tipo empregado para Fast GC (dc < 0,1 mm).
Em principio,qualquer tipo de fase estacionaria pode ser usada na primeira
dimensdo,no entanto, para conseguir uma separacdo com mecanismo ortogonal
(separacédo onde as duas colunas tem mecanismos de separagdo independentes),os
dois conjuntos de colunas tem que ser de fases estacionarias diferentes.A combinacao
mais utilizada é nao polar-polar no qual uma coluna possui fase estacionaria de
poli(dimetilsiloxano) na 'D e polietilenoglicol na 2D [19],[92].

Em um sistema de cromatografia convencional, a capacidade de pico é definida
como a quantidade maxima de picos de uma amostra que podem ser completamente
resolvidos [93]. Em sistemas multidimensionais em que 0s mecanismos sdo ortogonais,
em teoria a capacidade de pico do sistema é o produto das capacidades das dimensodes
separadas. Se a primeira coluna tem uma capacidade de n; e a segunda coluna de ny,
a capacidade de pico total é nyxnp, conseqlentemente o uso de sistemas
multidimensionais, tais como GCxGC permite um aumento geométrico da capacidade
de picos [17], aproveitando de melhor maneira o espacgo de separacgéo [94].
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Figura 4. Representacao grifica da capacidade de picos em GCxGC [95].

Em um sistema ortogonal dito normal onde a 'D é ndo-polar e seu mecanismo de
separacao é nao seletivo,governado pelas pressdes de vapor dos analitos, com fatores
de atividade aproximadamente iguais,neste caso, a temperatura de eluicdo dos
compostos € dada pela pressao de vapor e a sua relacdo com a temperatura [87].Na
segunda dimensédo deste mesmo sistema,ndo ha contribuicdo nenhuma do ponto de
ebulicdo, apenas interacbes moleculares especificas entre o analito e a fase
estacionaria, criando-se diferentes coeficientes de atividade, os quais determinam o
tempo de retencdo [121] neste caso, a separagcdo € muito rapida levando
aproximadamente 1,10 s frente a 30-45 min que pode levar na primeira coluna.A
separacao nesta dimensao € de carater isotérmico, resultando em picos muito estreitos
com uma espessura de geralmente 100 ou 600 ms na linha base [96].Portanto &
necessario um detector que tenha uma taxa de amostragem = 100 Hz, sendo que a
maioria dos detectores por ionizacdo de chama cumprem estes requisitos.Este
processo de concentracao e re-injecao € realizado com o sistema de modulacao [87],
Com estes mecanismos de separagao diferentes,oferece-se uma separagao ortogonal.
No entanto se propds uma estimativa simples da ortogonalidade como a quantidade de
espaco utilizado para a separacao dos solutos retidos em comparagcdo com 0 espaco
vazio [95]. A conseqliéncia desta ortogonalidade é que os compostos sdo organizados
de acordo a suas estruturas quimicas, em outras palavras, tem-se um ordenamento em
bandas e agrupamentos de membros de uma mesma familia quimica, aumentando o

poder de separacéo [87].
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3.3.2.1 Estruturacao

De acordo com a ortogonalidade da separag¢ao se organizam compostos em um
plano estruturado construindo-se padrdes reconheciveis caracteristicos de uma mistura
e, portanto, uma fonte confiavel de identificacdo adicional. Em um sistema comum de
GCxGC (primeira dimensao apolar, segunda dimenséo polar), tem-se no eixo vertical do
cromatograma a polaridade do composto e no eixo horizontal a volatilidade (ponto de
ebulicdo). Giddings [95] mostrou que a dimensionalidade de uma amostra é a
guantidade minima de parametros que sao necessarios para que seja observada a
ordenacdo na separagdo de seus constituintes.Por exemplo, para a caracterizacao
amostras complexas como derivados petroquimicos é observado que muitas vezes
compostos alifaticos possuem temperaturas de ebulicao préximas aos de compostos
aromaticos, resultando em coeluicdo e dificiimente é observado algum padrdo de
separacdo em 'D-GC. Normalmente, sdo necessarias pelo menos duas variaveis
independentes para especificar os membros de uma mistura e, portanto, duas
dimensbes para que sejam observados ordenamentos nos cromatogramas. Por
isso,uma ferramenta exclusiva de técnicas cromatograficas multidimensionais, tal como
GCxGC, é a estrutura cromatografica, no qual compostos quimicamente semelhantes
estdo agrupados em “clusters’, facilitando a sua identificacdo visual e conferindo uma

maior confiabilidade em sua identificacao.
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[87].
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3.3.4 Modulador

A operacionalizacao de separagdes bidimensionais em GC é bem mais complexa
que as convencionais, ja que a coleta de fracdes do eluato de uma coluna capilar e sua
transferéncia para a segunda coluna sem perdas, contaminagdo ou alargamento
excessivo da banda cromatografica ndo sao triviais. O componente fundamental,
responsavel pela coleta continua de pequenas fragdes de eluato da 'D, sua
reconcentracdo em uma banda estreita e rejeicdo na 2D é o modulador. Embora,
existam diversos moduladores comerciais disponiveis, o funcionamento deles é
essencialmente o mesmo: moduladores térmicos [17], moduladores baseados em
valvulas [97] e moduladores criogénicos [98],[99]. Mesmo com a disponibilidade
comercial de diversos moduladores, alguns usuarios de GC confeccionam seus proprios
moduladores e 0s programas computacionais para controla-los[99],[100], Entretanto a
modulacao criogénica € a mais utilizada por ser rapida, eficaz e robusta (ndo tem pecas
moveis) [100]. O modulador criogénico, acumula e focaliza por meios criogénicos,
coletando eluatos da 'D por intermédio de jatos frios e jatos quentes diretamente sobre
a coluna, remobilizando-os a temperatura original do forno com o objetivo de reinjetar
0os eluatos como um pulso estreito para a segunda dimensdo.Estes jatos sao
controlados por vélvulas instaladas fora do forno, elas sdo abertas e fechadas
sincronizadamente, criando ciclos de modulacao através do resfriamento alternado na
2D, resultando em espessuras de bandas que tém pulsos de injecdo da ordem de <10 a
200 ms. Devido a compressao das bandas cromatograficas decorrente da modulagéo e
ocasionando um aumento significativo da detectabilidade. Ao invés de eluir como um
pico largo e pouco intenso, cada analito elue como uma série de picos estreitos e
intensos (altas relagdes sinal/ruido), sendo facilmente detectados[101].

Na figura 6, pode ser observado o fundamento do processo de modulagao[19]
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Figura 6. Ilustracio do processo de modulacio basico para um modulador de 4 jatos - 1. Etapa de coleta; 2. Etapa de
focagem; 3. Reinicio). B — 1. Ilustracao de um pico cromatografico composto por 3 analitos coeluidos; 2. Ilustracio do pico
cromatografico modulado; 3. Visualizacio do cromatograma na forma de diagrama de contorno. Figura baseada em J.
Dalliige et al. “Comprehensive Two-dimensional Gas Chromatography: a powerful and versatile analytical tool” J.
Chromatogr. A 2003.[19], [20].

O processo de modulacao criogénica da-se da seguinte maneira:

(1) Os compostos no efluente da primeira dimensdo estdo presos e centrados na
secao fria na segunda dimensao.

(2) Quando se interrompe o esfriamento esta fracdo remobiliza-se e se injeta como
pulso estreito enquanto o material liberador da primeira coluna é parado
temporalmente para nao interferir com a injegéo.

(3) A repeticao da etapa (1).

Apbés a modulacdo, os eluatos ja4 separados chegam até o detector e a dada a
representacdo grafica dos cromatogramas que € bem diferente a apresentada em
cromatografia convencional, o registro do sinal do detector em fungdo do tempo em

GCxGC é uma sequéncia continua e encadeada dos cromatogramas curtos para cada
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fracdo eluida na ?D. Os detectores recebem os dados de forma continua e o programa
remodela-os em uma separagao bidimensional, isto é possivél conhecendo o periodo
de modulacdo. Na figura 7, tem-se as representacdes cromatograficas de trés
compostos que coeluim na primeira dimensao e conseguem ser separados na segunda
coluna[101]. A figura (A) consiste em trés analitos ndo separados na 'D, esta é
fracionada e separada na °D, gerando o cromatograma (B). Cada cromatograma
individual das frac6es pode ser destacado do cromatogramas bruto (C) e apartir deles
construir um grafico sinal x 'tg x “trcomo um diagrama tridimensional (D), diagrama de
contorno (E), escalas cromaticas de intensidade de sinal ou diagramas de cores (F)
[101].
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3.3.5 Analises de biodiesel e misturas biodiesel/ diesel mineral
por GCxGC.

A andlise para caracterizacdo e identificacdo de amostras de biodieseis de
diversas fontes e suas misturas com diesel mineral,que foram realizadas com GCxGC e
a norma EN 14103, conseguiram identificar uma grande quantidade de compostos com
alta precisdo em comparagao com a GC, detectando compostos como C4, dificilmente
vistos por GC, e separando a familia de C18 com maior facilidade.

A quantificacao é realizada de maneira individual para cada éster metilico, ja que
todas as amostras sdo bem separadas do diesel mineral [70], no entanto, um conjunto
de colunas HP-5 e DB-Wax (conjunto normal) gera cromatogramas onde os ésteres
metilicos de acidos graxos do biodiesel ocupam uma regido que também esta povoada
por numerosos alcanos ciclicos e monoaromaticos encontrados  no
diesel.Afortunadamente, as intensidades dos picos nos hidrocarbonetos derivados do
petréleo sdo menos intensos, permitindo uma quantificagédo exata e direta dos ésteres
no biodiesel [22]; mesmo assim é observado um solapamento parcial dos acidos graxos
C18:1 e C18:2 em cada dimensao, mas, em uma analise separada foi observado que a
inversdo das colunas (DB-Wax na primeira dimensédo e HP-5 na segunda) melhora a
separagao individual destes FAME,no entanto, a resolucdo completa deles ndo é
necessaria para a quantificacdo.Para realizar a quantificacdo de biodiesel em diesel é
realizada uma curva de calibragdo que contém diferentes concentracdes de biodiesel
desde 2 % até 20 % m/m com Oleo diesel mineral e sao empregados diversos ésteres
metilicos como padrées e um padrao interno.

Para biodiesel de origem vegetal é preferivel utilizar o heptadecanoato de metila
(C17:0) e para o biodiesel de origem animal o decanoato de metila C10:0 [102] ja que a
maioria dos biodieseis de origem animal contém C17:0.

Obtendo assim uma curva com boa correlacdo. Para determinar a concentracao
de biodiesel nos combustiveis, aqui os FAME sao integrados diretamente e a soma total
dos mesmos sera a percentagem de biodiesel no diesel mineral obtendo-se a
concentracgao total do biodiesel na mistura [102].

E importante ressaltar que GCxGC permite a quantificagdo simultanea dos
ésteres do biodiesel, dos hidrocarbonetos e aromaticos provenientes do diesel mineral,

mas para estas analises € necessario que o conjunto de colunas a escolher seja 0 mais
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adequado, o critério utilizado para a escolha do melhor conjunto é a resolucdo dos
picos de séries homologas de acordo com a primeira dimensao e a segunda dimenséo.

A resolucdo entre dois picos adjacentes R (A, B)pode ser calculada com a
equacao (1) [103]. Mas em GCxGC,é necessario conhecer a separagdao dos picos em
cada dimens&o, onde a primeira dimensdo é denominada R;,(A,B) e a segunda
R;,(A,B), as mesmas sdo calculadas nas equagbes as (2) e (3) respectivamente,
finalmente a resolucédo entre dois picos adjacentes pode ser obtida a partir de uma
aproximacao do teorema de Pitdgoras, equacéao (4) [104]. Sendo os termos t, e tz 0S
tempos de retencdo dos compostos A e B, w, € wg as larguras dos picos A e B
respectivamente.

4(ty—tp)?
R,(A,B) = /m (1)

4(t4—tp)?

R;,(A,B) = |——— (2)
(wA,x‘H‘)B,x)
4 _ 2

R, (A,B) = |—ate) @3)
(waytwpy)

Rs,ZD = ’R.%,x + R.%,y 4)

A melhor combinagédo do conjunto de colunas quando o biodiesel € de origem
vegetal consiste em um conjunto com 'D polar e a 2D nao-polar,obtendo uma melhora
na resolucdo de 5 vezes em relagdo a uma coluna apolar na primeira dimenséo.
Resultando assim uma melhor estruturagéo, com os alcanos eluindo na parte superior e
na parte inferior os aromaticos.

Realiza-se a quantificacdo individual dos ésteres de acidos graxos e a
quantificacdo dos hidrocarbonetos por familia através da normalizacao da area total e
fatores especificos de resposta para cada grupo (alcanos e acidos graxos) em relacao
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ao tempo de eluicdo e o fator de resposta, as massas relativas de hidrocarbonetos e
dos acidos graxos, obtendo-se com a normalizagdo das areas totais e os fatores de
resposta a quantificagdo simultdnea do conteudo de biodiesel e dos hidrocarbonetos
provenientes do diesel mineral [104]. Na figura 8, € ilustrada a separag¢do de FAME em

um conjunto de colunas polar x nao-polar.
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Figura 8. Ilustraciao da separacao de FAME e hidrocarbonetos em amostras de diesel BS em um conjunto de
colunas polar x nao-polar [104].

No entanto, foi reportado que quando o biodiesel é de origem animal a melhor
combinacdo de coluna é o dito normal, 'D nao-polar e 2D polar [102]. Isto pode ser
observado na figura 9.



35

210 1210 2210

Figura 9. Ilustraciao da separaciao de biodiesel de sebo bovino e hidrocarbonetos provenientes do diesel
mineral em uma mistura B20 (A) Conjunto polar-apolar, (B) Conjunto apolar-polar[102].

Gracas ao grande poder de separacdo da GCxGC, e sua alta
detectabilidade,qualquer analise com dados provenientes de técnicas multidimensionais
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resulta mais laborioso, por tanto, esta grande quantidade de informacdo é melhor

aproveitada atraves de técnicas quimiomeétricas.

3.3.6 Quimiometria em GCxGC

As separagbes multidimensionais proporcionam uma enorme quantidade de
dados, por exemplo, em uma secgao de menos de 45 min de um diagrama GCxGC de
fumaca de cigarro foram visiveis mais de 30.000 picos [105]. E devido a essa
complexidade tem sido desenvolvidos e comercializados programas que permitem a
manipulacdo de grandes quantidades de dados utilizam a quimiometria, alguns ja
disponiveis, outros ainda em desenvolvimento. Recentemente, os softwares mais
utilizados sdo o ChemStation da Agilent (Santa Clara, CA,USA) [106],[108],

O GC Solution ou GCMS Solution da Shimadzu (Columbia, MD, USA)[106], e o
LabView de National Instruments, mas este ultimo estd desenhado para controlar
instrumentos e o processamento de dados € feito utilizando uma linguagem de
programacao.

Um dos programas mais amplamente utilizado é o MatLab, este contém uma
grande biblioteca para tratamento de dados uteis na analise de diversos analitos.

A otimizagao dos tratamentos quimiométricos para dados provenientes de GCxGC
abarca a visualizagdo, otimizagdo do pré-processamento, classificacdo e calibracao
multivariada (quantificacao). O critério para a escolha do algoritmo adequado depende
da natureza dos dados e dos resultados esperados. Entre os mais utilizados estéo:
Analise de fatores paralelos (PARAFAC), Andlise de componentes principais (PCA),
resolucdo de curvas multivariadas (MCR), minimos quadrados parciais(PLS) [106]-
[115].

No entanto, antes de realizar qualquer analise,seja qualitativa ou quantitativa,
deve ser aplicado um pré-processamento, para corrigir as flutuagdes aleatérias do sinal,
do detector ou do instrumento [107]. Entre estes pré-processamentos tem-se a
normalizacdo da area, a subtracdo da linha base, o filtrado de ruidos e o alinhamento
dos tempos de retencao [106]. O alinhamento nos tempos de retencao € um algoritmo
que tem sido bem desenvolvido [109],[110].Em 2004, reportou-se um alinhador que,

através de correlacdes de deformacgao otimizada (correlation optimized warping, COW)
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com uma faixa de janela e transformacgdes afins com um cromatograma padréao,

conseguiu alinhar uma ampla gama de cromatogramas em ambas asdimensdes [111].

3.3.6.1 Andlise Exploratoria e GCxGC

Uma ferramenta muito comum para classificacdo de amostras é a andlise
exploratoria (analise de componentes principais, PCA) a qual indica as similaridades e
as diferencgas gerais nas amostras. O PCA agrupa aquelas varidveis que sao altamente
correlacionadas em uma nova variavel chamada de componente principal direcionada
ao longo do eixo de maior espalhamento dos dados segundo suas similaridades
quimicas. A figura 10 apresenta o esquema classico da aplicacao de PCA a uma matriz
de dados de perfis vetorizados, uma lista de sinais quimicos, picos, areas, tempos de
retengcao entre outros parametros.

As matrizes obtidas pelas amostras analisadas em GCxGC quando sao
sobrepostas formam um cubo de dados que séo classificadas como dados do tipo
multimodos (multi-way) ou Andlise de componente principal multimodo (MPCA), dito
cubo de dados é a nova matriz a processar

O PCA é descomposto em duas matrizes, uma de escores e outra de pesos
baseados em vetores proprios. Os escores sao utilizados para a classificagdo das
amostras, estes expressam as relagdes entre as amostras onde o usuario tem que ser
capaz de assumir o agrupamento correto para determinar a diferenga entre os perfis

das amostras, e 0s pesos mostram as relagdes entre as variaveis [112].
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Figura 10. Decomposicao da matriz de dados PCA, matriz de escores e pesos [111].

Utilizado em dados de GCxGC os escores mostram o agrupamento entre
amostras com propriedades quimicas similares, os pesos indicam os componentes aos
que sao atribuidos pelo agrupamento das amostras, estes determinam a variancia entre
0os picos. Regides do cromatograma onde as areas de pico aumentam indicam
contribuicdes positivas, mas também pode ser visto como os picos comuns em todas as
amostras com maior correlacdo para dita separacdo nos escores; as regides do
cromatograma onde as areas de pico diminuem indicam contribuigbes negativas ou
aqueles picos que sdo diferentes entre as diversas amostras que também contribuem
na separacado dos escores. Assim tanto 0s escores como 0S pesos Sa0 um conjunto
que permite determinar a variacdo das amostras e identificar o composto que esta
variando, sendo Util na interpretagdo do significado quimico das diferengas entre
amostras e a relagdo molecular de misturas complexas [113],[114].

Johnson e Synovec conseguiram classificar amostras de combustivel de avido de
origem desconhecida, utilizando andlise de componentes principais [115], distinguindo

facilmente a composigédo dos combustiveis. Em 2006, o PCA foi utilizado para detectar
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automaticamente as diferencas dos perfis de amostras na separacdo de metabolitos
[116]. Shellie e colaboradores apresentaram um método para identificar os
biomarcadores de metabolitos para a obesidade em amostras de tecido de ratos
magros e obesos [117].

O PCA classificou amostras de petrdleo com composigao e origem diferente, além

disso, conseguiu-se definir os compostos responsaveis pela separagao [118].

3.3.6.2 MCR-ALS e GCxGC (Resolucao de curvas multivariadas
com minimos quadrados alternados)

A quantificacdo tradicional € realizada univariavelmente em GC através da
integracdao convencional dos picos [119], no entanto, quando o objetivo é a
quantificacdo de uma mistura complexa, o processo torna-se mais complicado.

O método de resolugdo multivariada de curvas foi desenvolvido pelo prof. Roma
Tauler em 1995 [120]. Este método tem como grande vantagem o fato de que pode ser
aplicado em dados de segunda ordem e possibilita a obtengdo dos perfis experimentais
puros de cada espécie utilizando minimos quadrados alternados (ALS).

Matematicamente falando o método MCR é baseado no modelo bilineal da
equacao (5):

D=CS"+E (5)

O objetivo € a decomposicao bilineal da matriz de dados D nos perfis puros,
associados & variacdo de cada contribuinte representado pelas matrizes S' e C
respectivamente. Por exemplo, em uma analise de 6leo essencial em metanol por
GCxGC, a matriz D corresponde aos cromatogramas de cada amostra que é
decomposta na matriz C, contendo as concentragdes relativas associadas aos perfis
cromatograficos puros do éleo essencial e do metanol da matriz S*. E é a matriz de
residuos que nao é explicada pelo modelo e deve estar préxima do erro experimental.

O algoritmo de minimos quadrados alternos calcula as concentragbes das
matrizes puras C e S" nas misturas, a partir de uma estimativa inicial [122].

A equacao (5) permite a analise simultanea de varios experimentos, onde os
cromatogramas séo resolvidos e os perfis de concentracbes de cada um podem ser
diferentes entre cada corrida. A equacao (6) mostra o modelo para um sistema de n

experimentos com dados nas matrizes D' até D" e um cromatograma puro em comum
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ST e as matrizes deC' até C" com os perfis de concentragdes relacionadas com as

matrizes de dados.

D? c?t E?
D2 = CZ ST + EZ (6)
D™ cm E™

Para otimizar o processo, varias restricbes podem ser estabelecidas para
modelar as matrizes C e ST como ndo negatividade, unimodalidade, trilinealidade entre
outras [120]-[123].

Na figura 11, tem-se um exemplo de como o algoritmo MCR pode se utilizar com
GCxGC-FID, primeiro tem-se 0 desdobramento dos cromatogramas bidimensionais em
um vetor, em seguida as amostras colocam-se nas linhas da matriz de dados
bidimensional D, que se decompde nas matrizes de concentracdo de perfis C e ST de
cada componente puro. Finalmente, apds da otimizagdo pelo método de minimos
quadrados alternados, os vetores obtidos na matriz ST sdo reformados em duas
dimensdes GCxGC-FID e a curva de calibracdo pode ser construida utilizando os

dados contidos na matriz com C.
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Figura 11. Esquema para analises de MCR-ALS de GCxGC-FID [124].
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Lachenmeier e Kessler em 2008 utilizaram o MCR-ALS para a anélise de aditivos
em alimentos desenvolvida com técnicas cromatograficas para (1) identificar e
determinar simultdneamente o (2) niumero de compostos quimicos em uma mistura
complexa e (3) quantificar cada componente [125]. Azzouz e Tauler aplicaram MCR-
ALS para resolver e quantificar diferentes analitos em diversas amostras farmacéuticas
e agricolas. A recuperagdao simultaneamente a informagcédo sobre o analito e seus
possiveis perfis e interferentes desconhecidos [126].

Conseguiu-se construir um modelo para quantificar 6leo essencial de romero,
com concentracdes conhecidas de 6leo essencial e alcool como solvente. Este modelo
foi robusto e o MCR-ALS mostrou-se como uma ferramenta poderosa para a
quantificagdo de amostras complexas [124].

O uso do MCR-ALS aplicado ao tratamento de dados obtidos por GCxGC-FID

esta comecando a se desenvolver e poucos trabalhos foram reportados na literatura.
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Capitulo 4:

MATERIAIS E METODOS
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4. Materiais e métodos

4.1 Materias e reagentes

Para as transesterificagcdes foi usado metanol grau HPLC (Tedia Brasil Company, 99,9
%). O hidréxido de sbédio (NaOH) de pureza 99 % proveio da Labsynth. Os éleos
vegetais obtidos no comércio local de Campinas-SP foram os seguintes: 6leo de soja
Liza, (Rio Verde-GO) o qual foi armazenado para envelhecer durante 7meses; 6leo de
soja Soya, (ltumbiara-GO); 6leo de soja Liza, (Rio Verde-GO) o qual utilizou-se com
alimentos em uma temperatura aproximada de 250 °C e foi recuperado por filtragdo
para ser empregado nas reacbes de transesterificacdo;bleo de soja sem
processamento (fornecido pelo IQ-UNICAMP); 6leo de girassol Liza (Mairinque-SP);
Oleo de girassol Mazzola (Mairinque-Sao Paulo); 6leo de milho Liza (Mairinque-SP),
6leo de canola Purilev (Mairinque-Sao Paulo), 6leo de canola Salada(Santa Catarina-
SC) e como gordura animal foi utilizado o sebo bovino providenciado pelo 1Q-
UNICAMP.

4.2 Preparacao de biodiesel:

4.2.1 Preparo convencional (em lote):

O equipamento convencional utilizado na preparacéo de biodiesel foi constituido
por um condensador, um baldo de fundo redondo, um agitador magnético, um banho
termostatizado e uma chapa de aquecimento. As condicdes de trabalho empregadas
neste sistema foram relacdo metanol/éleo: 6:1; temperatura: 60°C catalisador: hidroxido
de sodio; concentracdo de catalisador: 1 % m/m, tempo de reacdo: 1 h e 30 min
[42],[82]. Sob agitacao.

O biodiesel foi preparado tomando-se 20 mL de 6leo de soja em um baldo de
fundo redondo.Pesou-se 120 mL de metanol (93 g) para manter a relagdo metanol/6leo
6:1; da mesma forma pesou-se 0,93 g de NaOH (1 % de catalisador na mistura) o qual
foi adicionado aos 120 mL de metanol e misturado. O éleo de soja foi aquecido até 60
°C; apos alcancar esta temperatura adicionou-se os 120 mL da mistura metanol/NaOH,
aquecendo-se durante 1 h e 30 min. Ao fim da reag&o foram observadas duas fases no
baldo, constituidas de uma emulsdo de biodiesel/glicerol. Para a separagao das duas
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fases, foi necessario esperar no minimo 12 h, sendo o biodiesel recolhido com o auxilio

de um funil de separagéao [42].

4.2.1.1 Purificacao do biodiesel

Uma vez separadas as duas fases (biodiesel/glicerol) a fase inferior (biodiesel) foi
lavada com uma solucao salina de 10 %, removendo-se os acidos graxos livres e 0
excesso de catalisador mediante a formacdo de sabdo. A lavagem foi feita até a
observacao de agua livre de sabao (transparente) [51].

4.2.1.2 Secagem do biodiesel

No biodiesel ja purificado, colocou-se sulfato de sddio anidro para retirar parte da
agua proveniente da purificagéo e da propria reacao de transesterificacao [42],[51].

4.2.2 Preparacao do biodiesel assistida por ultrassom

Para preparar o biodiesel por esse método utilizou-se um banho com ultrassom e
controlador de temperatura. A mistura éleo/metanol foi colocada em um frasco pequeno
com tampa [57],[58]. As condi¢des de trabalho utilizadas foram: temperatura: 60 °C;
relacdo metanol/6leo: 6:1; tempo de reacdo: até dissolucdo homogénea da mistura;
catalisador: hidréxido de sédio (NaOH) e 1 % m/m. Adicionou-se 5 mL de éleo de soja
em um recipiente pequeno de 40 mL, pessaram-se 30 mL de metanol (23,25 g) ao qual
foram adicionados 0,2325 g de NaOH (1 % m/m de catalisador) para manter a relacéo
metanol/6leo 6:1. A solucdo foi adicionada diretamente ao éleo e procedeu-se a
preparacao.

4.2.2.1 Purificacao do biodiesel

Foi colocado no recipiente onde estava a mistura de biodiesel agua salina aos 10
% m/m. O sabdo formado foi retirado com ajuda de uma seringa.Este processo de
purificacao foi repetido até se observar a agua limpa e transparente [42],[51].
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4.2.2.2 Secagem do biodiesel

O biodiesel ja purificado foi transferido a outro recipiente, onde foi colocado
sulfato de sbédio anidro para retirar a agua formada durante o processo de

transesterificagéo e de lavagem [42].

4.3 Colunas Cromatograficas e Programacao de Temperatura.

Os conjuntos de colunas empregados e as dimensdes de cada coluna estao
listados na Tabela 2. Cada coluna da primeira dimensao foi conectada a segunda por

um conector press fit.

Tabela 2. Conjuntos de colunas empregados para analises por GCxGC- FID e -qMS

Conjunto 'D D
1 5 % fenil-95 % dimetilisiloxano; Polietilenoglicol
HP-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 pum) SPWax (1 m x 0,1 mm x 0,1 um)
2 5 % fenil-95 % dimetilisiloxano 50% fenil-50 % dimetilisiloxano
HP-5 (80 m x 0,25 mm x 0,25 um) HP-50 (1 m x 0,1 mm x 0,1 um)
3 5 % fenil-95 % dimetilisiloxano Liquido ibnico
HP-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm) SLB-IL61 (1 m x 0,1 mm x 0,08 ym)

O conjunto 1foi utilizado no GCxGC-FID e GCxGC-gMS, a programagédo de
temperatura foi: 170 °C a 3 °C min"' até isoterma de 240 °C permanecendo nesta
temperatura por 16 min.A vazdo foi 0,6 mL min™. O injetor e detector operaram a 250
°C.

Os conjuntos 2 e 3 utilizaram a seguinte a programagéo: 170 °C a 3 °C min™' até 275 °C,
tempo da corrida 32 min e vazao de 0,7 mL min™. O injetor e detector operaram a 250
°C e 275 °C, respectivamente.

4.4 Parametros operacionais ho GCxGC-FID

O equipamento GCxGC-FID empregado neste trabalho foi um cromatografo a gas
HP 6890 (Wilmington, DE, EUA) com detector FID, equipado com injetor do tipo split-
splitless.O modulador criogénico utilizava o Npgpara os jatos frios e oNpg) aquecido a

350 °C para os jatos quentes durante a modulacao, estes foram controlados por duas
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valvulas solenoides de trés vias (Ascoval Ind. e Com. Ltda, Brasil). O controle do
sistema GCxGC foi baseado na plataforma LabVIEW® versdo 8.5 e foi utilizado o
conversor AD/DA NI USB de 12 bits da National Instruments(Austin, TX, EUA). A
percentagem gas quente na focagem e de gas frio na coleta foram de 50 % frio, 60 %
gas quente. O periodo de modulacao foi de 6s e a taxa de aquisi¢ao foi 100 Hz.

4.5 Parametros operacionais no GCxGC-qMS

O equipamento GCxGC-gMS empregado foi um equipamento comercial de GC-
gMs modelo QP2010 Plus (Shimadzu, Tokyo, Japao) com injetor do tipo split-splitless.
O gas de arraste utilizado foi Hz (grau 6.0) a uma vazdo de 0,6 mL min'. As
temperaturas do injetor e da linha de transferéncia foram 270 °C e 250 °C
respectivamente. A temperatura da fonte de ions foi de 230 °C. A voltagem da
multiplicadora de elétrons foi 0,75 kV. O modulador trabalhou com modulagao
criogénica, o Nyfoi utilizado para os jatos frios e 0 Ny, aquecido a 350 °C para os
jatos quentes.Durante a modulagdo.Estes foram controlados por duas valvulas
solenoides de trés vias (Ascoval Ind. e Com. Ltda, Brasil). O controle do sistema
GCxGC foi baseado na plataforma LabVIEW® versao 8.5 e foi utilizado o conversor
AD/DA NI USB de 12 bits da National Instruments(Austin, TX, EUA). A percentagem de
guente na focagem e frio na coleta foram de 50 % frio, 60 % gas quente. O periodo de
modulacao foi de 6 s e a taxa de aquisicao foi 25 Hz com um intervalo de varredura de
massas de 40-350 m/z.

4.5.1 Identificacao dos analitos

A identificacdo dos ésteres metilicos no biodiesel foi realizadas por GCxGC-gMS
por meio da comparacgao entre seus respectivos espectros de massas com 0s espectros
presentes no banco de dados do laboratério, utilizando o programa GClmage (Zoex
Corporation, Houston, USA). Foram considerados somente os picos em que a
similaridade entre os espectros foi maior que 80 %. Para a obtencdo dos indices de
retencéao, foi injetado um padrao de alcanos com uma concentracao de 100 ppm de C7-
C30 saturados.Para facilitar a identificagdo de FAME também foi utilizada como
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ferramenta a tabela de indices de retencao compilado pelo laboratério, compostos que
nao lograram identificar-se pelo programa foram identificados gracas a estruturacao dos

cromatogramas.

4.6 Aquisicao e interpretacao de dados

O software comercial utilizado para a aquisicdo de dados e para o controle do
equipamento GC foi a Chemstation (Agilent, Wilmington, EUA). Osdados do
espectrometro de massas foram analisados pelo software comercial
GCMSsolutionversao 5.3 (Shimadzu, Kyoto, Japao) eas aquisicées dos GCxGC-FID e -
gMS foram tratadas pelo software comercial GClmage versao 2.0 (Zoex Corporation,
Houston, USA). Este software € responsavel por remodelar os cromatogramas brutos
para sua visualizacdo na forma de diagramas de contorno e os parametros qualitativos
(por exemplo, processamento de espectros de massas, ajuste de linha base e métodos
de alisamento de picos).

4.7 Analise multivariada

Os cromatogramas bidimensionais foram convertidos em arquivos ASCIl e
tratados utilizando software MatLab 7.8 (Mathworks, Natick, MA, USA) e rotinas de
MPCA e MCR-ALS. Essas foram obtidas usando o PLS-Toolbox 3.6 (Eigenvector
Research, Wenatchee - WA, USA) e a rotina para MCR disponivel em
(http://www.cid.csic.es/homes/rtagam/) [127]. Para ambas analises, foi realizado o
alinhamento dos cromatogramas nos eixos de tempo, nas duas dimensdes, utilizando-
se um algoritmo criado no grupo de pesquisa dirigido pelo Prof. Dr. Ronei J. Poppi
(Laboratério de Quimiometria em Quimica Analitica, LAQQA/ IQ-UNICAMP).

4.7.1 Analise exploratéria (MPCA)

Para a verificacao de possiveis padroes de agrupamentos, foi realizado, para cada
modelo,0 pré-processamento de autoescalamento, a fim de dar a mesma importancia a
todos os picos cromatograficos. Assim, foram analisados os graficos de escores e
pesos e das componentes principais responsaveis pelos agrupamentos. Os modelos
foram avaliados mediante a eliminacdo de valores atipicos (outliers) e a selecéao
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apropriada das componentes principais. Em alguns casos, para melhor observacao dos

compostos minoritarios, foram retirados os picos mais intensos dos cromatogramas.

4.8 Variacao das condicoes de preparo de biodiesel de soja

Com o método de preparo miniaturizado de biodiesel por ultrassom, foram
testados os diferentes tratamentos para o preparo do mesmo, observando-se se 0s
diferentes tratamentos afetariam de maneira significativa ou ndo a produgdo de

biodiesel, variando as condi¢des de trabalho segundo a literatura[57],[58].

Tabela 3. Condicoes de reacao variadas no modo de preparo de biodiesel

Tempo de reacao 60 min 30 min
Concentracao de catalisador 0,5 % m/m 0,75 % m/m 1 % m/m
Temperatura de reacao 32°C 40 °C 60 °C
Relacao metanol/dleo 6:1 7,5:1

Uma vez preparados os biodieseis por diferentes tratamentos, estes foram avaliados
por MPCA para procurar padroes de agrupamento entre eles, com a finalidade de
encontrar alguma diferenca entre os ésteres metilicos formados pelas distintas
condicdes de trabalho.

4.9 Avaliacao da combinacao de diferentes conjuntos de colunas
de polaridades e espessuras diferentes

Aposs as condi¢des de preparo para o biodiesel serem otimizadas foram escolhidas
as melhores condicbes de separacao no GCxGC-FID (temperatura do forno, injetor,
detector, periodo de modulacéo, vazao de gas de resfriamento e aquecimento). Foram
testados trés diferentes conjuntos de colunas. A matéria prima escolhida para esta
avaliacéo foi 0 6leo de soja novo e um 6leo de soja com 7 meses de envelhecimento.
Os dados obtidos foram tratados quimiometricamente por meio do MPCA. Os escores
foram utilizados para procurar padrées de agrupamento entre as duas amostras
(biodiesel de 6leo de soja novo, biodiesel de 6leo de soja envelhecido) e a visualizagao
dos pesos foi fornecida para observar diferencas significativas entre os biodieseis e as
regidbes do cromatograma responsaveis por isso, de modo a escolher o conjunto de



51

colunas que fornecesse uma boa separacdo dos compostos, a fim de utilizar o melhor

conjunto para separar biodieseis de diferentes matérias primas.

4.10 Avaliacoes de biodieseis de quatro diferentes tipos de dleo
mais sebo bovino como matérias primas
Uma vez escolhida a melhor combinacdo de colunas, foram preparados
biodieseis metilicos de soja com diferentes marcas de 6leo e tempos de envelhecimento
diferentes, assim como também de soja ndo processada, soja recuperada apos do uso
doméstico, canola, girassol, milho e sebo bovino. Os biodieseis foram injetados no
GCxGC-FID e seus dados foram tratados por ferramentas quimiometricas por meio do
MPCA. Os escores foram utilizados para verificagdo de possiveis padrées de
agrupamento e 0s pesos para determinar quais picos eram responsaveis pela
separacao.

4.11 Quantificacao de misturas BXX por o método de resolucao
de curvas (MCR-ALS)

O MCR-ALS foi utilizado na quantificacdo de biodiesel em diesel através de
GCxGC-FID, foram utilizados trés tipos de diesel mineral variando a sua concentragao
de enxofre as quais foram S50, S500 e S1800, respectivamente. Para isto,construiu-se
curvas de calibracado com cada tipo de diesel mineral e biodiesel de 6leo de soja novo
com concentracbes 2,0; 4,0; 6,0; 8,0; 10,0; 15,0; 20,0; 30,0 % v/v. Utilizaram-se cinco
amostras de validacdo com concentragdes de biodiesel de 6leo de soja, 6leo de milho,
6leo de girassol e suas respectivas misturas, além disso construiu-se uma curva para
6leo de canola com concentragdes de 3,0; 5,0; 10,0; 20,0 % v/v. Para a construcéo dos
modelos, os cromatogramas foram desdobrados e as regides referentes ao solvente
nao foram utilizados para nenhuma analise, pois apresentaram alargamento excessivo
na segunda coluna, da mesma maneira os compostos identificados no grafico de pesos
de matérias primas que eram diferentes ndo foram utilizados para validar a curva obtida
para a quantificacdo de misturas BXX, para assim obter um algoritmo adequado para
misturas de qualquer matéria prima. O MCR-ALS foi utilizado com as restricdes de ndo
negatividade para concentracdao e, como estimativas iniciais, foram utilizados os

cromatogramas puros de biodiesel e diesel mineral respectivamente.
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5. Resultados e discussao

5.1 Modo de preparo de biodiesel

O biodiesel feito por agitagdo mecanica apos a sua purificacdo e secagem foi
diluido em iso-octano (0,100 g de biodiesel/1 mL de Iso-octano) e com uma
concentracao de 10 % m/m foi injetado no GCxGC-FID.
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Figura 12. Cromatograma de biodiesel de soja feito com a técnica de preparo convencional em lote adquirido
no sistema GCxGC-FID. Condicdes cromatograficas: 170 °C a 3 °C min™ até 240 °C, seguido de isoterma por
16min; Periodo de modulacéo de 6 s; vazio 0,6 mL min’'; taxa de aquisicao: 100 Hz; temperatura do injetor e

detector 250 °C; conjunto de colunas 1; volume de injecdo 1 pL.
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Figura 13.Cromatograma de biodiesel de soja assistido com ultrassom adquirido no sistema GCxGC-FID.
Condicoes cromatograficas: 170 °C a 3 °C min” até 240 °C, seguido de isoterma por 16 min; periodo de
modulacao de 6 s; vazao 0,6 mL min’'; taxa de aquisicao 100 Hz temperatura do injetor e detector 250 °C;
conjunto de colunas 1;volume de injecao 1 pL.
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Como é observado nas figuras 12 e 130s ésteres metilicos de acidos graxos
formados baixo assisténcia do ultrassom e com pela técnica convencional em lote tém
aspectos bastante similares [58]. A grande vantagem do ultrassom € o aumento na
producdo de biodiesel em menor tempo de reacado.Este efeito é atribuido ao

crescimento e formacao de bolhas conhecido como cavitacdo ultrassénica induzida na
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fase liquida, que acelera a transferéncia de massa e a area de contato entre o 6leo e o
catalisador [57], aumentando, portanto, a produgdo dos ésteres metilicos. Este método
de preparo é ideal para a realizacdo da andlise quimiométrica, ja que permite a
preparacao de um numero grande de biodieseis ho menor tempo possivel e, portanto,
foi 0 escolhido para as analises posteriores.

5.1.1 Condicoes de preparo do biodiesel

As condigbes de trabalho foram testadas e preparou-se uma amostra, e sua
replicata com cada condicdo de trabalho. Para explicar a varidncia na analise
exploratoria, foram escolhidas 2 componentes principais que forneciam uma explicacao
total de 98 % variancia.A tabela 4 mostra as denotacdes para cada tratamento realizado

no biodiesel.

Tabela 4. Diferentes tratamentos para o preparo de biodiesel de soja.

p Tempo de reacao Concentracao do Relacao molar Temperatura
rocesso
(min) catalisador ( % m/m) oleo/metanol de reacao (°C)
A 60 0,75 1:6 32
B 30 1 1:6 32
C 60 1 1:6 60
D 60 1 1:6 40
E 60 1 1:7,5 32
F 60 0,5 1:6 32
G 30 0,5 1:6 32
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Figura 14. Representacao grafica dos PC para diferenciaciao dos diversos tratamentos no preparo de biodiesel
de soja por MPCA.
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O gréfico de escores na figura 14 mostra um espalhamento interamostral similar entre
replicatas e amostras feitas com tratamentos diferentes, portanto, qualquer tratamento
pode ser utilizado na hora de preparar os biodieseis ja que ndo obtem-se diferenca
significativa entre os ésteres metilicos de acidos graxos produzidos diferentes formas
de preparo, assim foi escolhido o mais recomendado pela literatura, em que foram
obtidos maior rendimento dos ésteres metilicos.

As condi¢des de trabalho elegidas ao transcurso do trabalho foram: temperatura: 32 °C,
razao metanol/6leo: 6:1, tempo de reacao: 30min, concentragdo de catalisador: 0,5 %
m/m e assitida por ultrassom [42],[57],[58].

5.2ldentificacao dos ésteres metilicos minoritarios em biodieseis
de diversas fontes e matérias primas

Com um intervalo de varredura de massas de 40-350 m/z e 25 Hz, a identificacdo
dos compostos por GCxGC-gMS mais leves como C11-C22 foram identificados por
similaridade espectral variando entre 80 e 98 %, j& para os éteres metilicos mais
pesados e alguns insaturados, 0os espectros de massas permitiram apenas identificar o
grupo funcional, indicando se o composto seria hidrocarboneto, alcool ou éster metilico.
Porém, para tais compostos, o uso da estruturacao cromatografica e indice de retencao
permitiram sua identificacdo. Foi aproveitado também, o banco de dados fornecido no
grupo de pesquisa,com o qual foram feitas compara¢cdes segundo os indices de
retencdo dos compostos e estruturacao, ferramenta de grande utilidade em GCxGC.

A alta capacidade de separacdo e detectabilidade do sistema GCxGC para
identificar os compostos minoritarios dos biodieseis de diversas fontes foi utilizada. Para
melhor observacdo dos mesmos, foram retiradas as familias de compostos C18 e
C16,que sao os maioritarios em todos os biodieseis e que possuem um alargamento na
segunda dimensao consideravel.Para evitar a saturacdo do detector nesta faixa, o
mesmo foi desligado, portanto esta familia de compostos n&o foi identificada tomando-
se em conta somente os compostos de mais baixa concentracao.

Os principais componentes detectados nos biodieseis foram C14:0, C17:0, 12-
C17:1, C20:1n-6, C20:2n-6, C22:0, C23:0 e C24:0 [70], devido ao incremento em
detectabilidade e sensibilidade, um maior numero de FAME insaturados foram
detectados como C15:1, C20:1n-6, C20:2n-6, C23:5.
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Na figura 15 encontram-se os ésteres metilicos de acidos graxos identificados
nos biodieseis de 6leo de soja nova, de 6leo de soja envelhecida e 6leo de soja
recuperada sdo numerados e nomeados na Tabela 5 respectivamente.

Os principais constituintes identificados foram os C17, C20, C22, C23 e C24 [70],
conseguindo detectar ésteres insaturados ainda em baixas concentragdes. Compostos
como C20:1n-6 e C17:1 foram identificados a partir da estruturagdo do cromatograma e
dos tempos de retencéo fornecidos na biblioteca de dados do grupo de pesquisa.

e ey 2podua
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Figura 15. Cromatogramas adquiridos no sistema GCxGC-qMS para amostras de A = éleo de soja novo, B =
oleo de soja envelhecido, C = dleo de soja recuperado, D = dleo de soja ndo processado; com o conjunto de
coluna 1. Condicées cromatograficas: 170 °C a 3 °C min” por 16min até isoterma a 240 °C, periodo de
modulacio de 6 s; vazdio 0,6 mL min”; taxa de aquisicio 25 Hz temperatura do injetor e da linha de
transferéncia:270, 250°C respetivamente, temperatura da fonte de ions: 230 °C; voltagem da multiplicadora

de elétrons 0,75 kV, corte do solvente: 2 min; corte de familia C16:10-11 min, corte de familia, corte de familia
C18 14.5-15 min.
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O segundo grupo de biodieseis analisados foram os biodieseis de 6leo de canola,
milho, girassol e sebo bovino.Os compostos identificados nestes biodieseis estao
igualmente na tabela 5 e numerados nos cromatogramas correspondentes. Aqui foram
identificados novos compostos pesados e insaturados. Tais como C22:1n-9 para
biodiesel de 6leo de milho e dleo de girassol e C23:1n-9, C24:1n-9 para biodiesel de
6leo de canola.
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Figura 16. Cromatogramas adquiridos no sistema GCxGC-qMS para amostras de A = 6leo de milho, B = éleo
de girassol, C = 6leo de canola, D = sebo bovino; com o conjunto de coluna 1. Condi¢des cromatograficas: 170
°C a 3 °C min™ por 16 min até isoterma a 240 °C, periodo de modulacio de 6 s; vazio 0,6 mL min’'; taxa de
aquisicao 25 Hz temperatura do injetor e da linha de transferéncia: 270, 250 °C respetivamente; temperatura
da fonte de ions: 230 °C; voltagem da multiplicadora de elétrons 0,75 kV, corte do solvente: 2 min; corte de
familia C16: 10-11 min, corte de familia, corte de familia C18 14.5-15 min.
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Ao longo das identificacdes, foi observada a baixa disponibilidade de espectros de
massas e indices de retencao para identificacdo de espécies com comprimentos de
cadeias impares saturadas e insaturadas.
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Tabela 5. Esteres metilicos de 4cidos graxos identificados por GCxGC-qMS em amostras de biodiesel de 6leo de soja novo, 6leo de soja envelhecido, 6leo de soja
recuperado, 6leo de soja nao refinado, 6leo de milho,6leo de girassol, 6leo de canola e sebo bovino.

N __ Nome do composto Simbolo  Formula  'ta/min  %g/min IRExp IRref SI A B C D E F G H
1 undecanoato de metila © C11:0 C12H2402 5,2 0,8 1455 1421 839 X
2 dodecanoato de metila © Cc12:0 C13H2602 71 0,95 1629 1633 890 X
3 tridecanoato de metila °© C13:0 C14H2602 7,8 1,00 1724 1720 880 X
4 tetradecanoato de metila ° C14:0 C15H3002 7,7 1,00 1735 1723 938 x X X X X X X X
5 pentadecanoato de metila ° C15:0 Ci16Hz202 13,0 1,4 1826 1824 806 x X X X X X X X
6 pentadecenoato de metila® C15:1n-3  CigH2802 9,3 1,52 1818 - - X X X X X X X
7 hexadecanoato de metila ° C16:0 C17H3402 10,4 1,6 1892 1886 907 X
8 heptadecanoato de metila C17:0 C1sH3602 12,8 1,72 2027 2030 836 Xx X X X X X X X
9 12-heptadecanoato de metila ? C17:1 C1gHz402 12,2 1,80 2007 2003 - X X X X X X X
10 octadecanoato de metila® C18:0 C19H3502 13,1 2,6 2008 2013 860 X
11 9,12-octadecenoato de metila *° C18:2n-6  CygH340O2 14,7 3,48 2096 2092 - X X X X
12 nonadecanoato de metila © C19:0 Ca2oH4002 13,9 2,4 2234 2235 900 X
13 eicosanoato de metila ° C20:0 Co1H4202 16,2 3,2 2332 2332 837 X X X X X X X X
14 14-eicosenoato de metila 2 C20:1n-6  Co1H4002 15,5 3,4 2308 2310 - X X X X X X X X
15 eicosapentaenoato de metila® C20:3n-3  C21H3g02 18,3 4,64 2286 - - X X X X X X
16 8,11,14-eicosatrienoato de metila 2 C20:3n-6  Co1H3g02 16,4 4,45 2246 2274 - X X X X X X
17  5,8,11,14-eicosatetraenoato de metila®  C20:4n-6  CaiH3202 16,7 45 2258 2282 - X X X X X X
18 5,8,11,14,17-eicosapentanoato de metila® C20:5n-3  Ca1H3202 18,0 52 2301 2300 801 x x X X X X
19 heneicosanoato de metila ® C21:0 C22H4402 20,9 3,48 2428 2428 - X X X X X X X
20 heneicosenoato de metila a C21:1n-6  CxH420> 20,5 2,8 2310 - - X
21 docosanoato de metila ° C22:0 CosH4602 24,7 4,84 2505 2530 920 x X X X X X X
22 13-docosenoato de metila ° C22:1n-9  C23HasO2 23,9 4,52 2500 2507 881 X X X
23 tricosanoato de metila ° C23:0 C24H4802 28,1 5,1 2634 2628 900 x X X X X X X
24 tricosenoato de metila® C23:1n-9  Co4H4s02 27,8 5,3 2460 2458 800 X X X
25 tetracosanoato de metila® C24:0 C25H5002 32,5 5,6 2730 2731 854 x x X X X X X
26 tetracosenoato de metila © C24:1n-9  CosH4802 32,0 58 2694 2700 804 X

A= dleo de soja novo, B= 6leo de soja envelhecido, C= dleo de soja recuperado, D= 6leo de soja ndo processado, E=6leo de milho, F=6leo de girassol, G=6leo de canola, H= Sebo
bovino. 'tz /min= tempo de retengdo na primeira dimensao, 2tz /min= tempo de retengéo na segunda dimens&o, IR Exp= indice de retencéo experimental, IR ref= indice de retencéo na
segunda dimensao, Sl= similaridade com a biblioteca NIST 2008. a= identificado por avaliagao visual da estruturagdo cromatografica, b= identificagdo com padrdes, c=biblioteca
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5.3 Avaliacao da combinacao de diferentes conjuntos de colunas de polaridades
e espessuras diferentes
Prepararam-se trés amostras de biodiesel com 6leo de soja novo e com dleo de
soja envelhecido.Cada amostra foi realizada com uma replicata resultando em um total
de 6 amostras para cada biodiesel.Estas foram injetadas no GCxGC-FID, resultando
nos perfis cromatograficos mostrado nas figuras 17, 18 e 19.

Tempo do Retonca

Tempo de Retencfo (min) / HP-S

Figura 17. Cromatogramas de biodieseis de 6leo de soja, A= envelhecido, B = novo adquiridos no sistema
GCxGC-FID com um conjunto de coluna 1. Condicoes cromatograficas: 170 °C a 3 °C min™ até 240 °C,
seguido de isoterma por 16 min; periodo de modulacao: 6 s; vazao, 0,6 mL min’'; taxa de aquisicao: 100 Hz;
temperatura do injetor e detector 250 °C.
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Figura 18.Cromatogramas de biodieseis de 6leo de soja, A= envelhecido, B = novo adquiridos no sistema
GCxGC-FID com um conjunto de coluna 2. Condicdes cromatograficas: 170 °C a 3 °C min™ até 240 °C,
seguido de isoterma por 16 min; periodo de modulaciio: 6 s; vazio, 0,6 mL min™; taxa de aquisicio: 100 Hz;
temperatura do injetor e detector 250 °C.
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Figura 19. Cromatogramas de biodieseis de 6leo de soja, A= envelhecido, B = novo adquiridos no sistema
GCxGC-FID com um conjunto de coluna 3. Condicdes cromatograficas: 170 °C a 3 °C min™ até 240 °C,
seguido de isoterma por 16 min; periodo de modulacio: 6 s; vazio, 0,6 mL min™; taxa de aquisicio: 100 Hz;
temperatura do injetor e detector 250 °C.

O numero de componentes principais escolhidas para realizar a analise
exploratéria variaram dependendo do conjunto de coluna. Para o conjunto de coluna
1,utilizou-se 3 componentes, que explicavam uma variancia de 94,66 %, para o
conjunto 2 escolheu-se duas componentes explicando 97,45 % da variancia, por ultimo

para o conjunto 3 escolheu-se 3 componentes ou autovetores que explicavam o 98 %.

Os gréficos de escores sao mostrados na figura 20.
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Figura 20. Representacio grafica dos PC para diferenciacio de biodiesel de soja feita com éleo envelhecido e
o6leo novo por MPCA, para os trés conjuntos de colunas. (A) Conjunto 1, (B) Conjunto 2, (C) Conjunto 3.

Para determinar se o modelo estava ajustado adequadamente foi gerado o gréafico de

residuos Q versus T”2 Hotelling para cada coluna.
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Figura 21. Grafico de Q residuos versus T2 de Hotelling para as amostras de biodiesel de soja feitos com 6leo
de soja envelhecido e novo para os trés conjuntos de colunas (A) Conjunto 1, (B) Conjunto 2, (C) Conjunto 3.
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Apbs a conclusdo de que o modelo estava ajustado, pois ndo havia nenhuma amostra
outlier (fora dos limites estabelecidos), com uma rotina no MPCA criado no grupo de
pesquisa, foram separados o0s pesos que aportam contribuicbes positivas das
negativas, observando, portanto os compostos que sdo comuns em todos os biodieseis
qgue contribuem a separagao (contribuigdes positivas). Os compostos que diferem nos
biodieseis contribuem igualmente a separacao (contribuicbes negativas) assim foram
fornecidos o grafico de pesos nas figuras 22, 24 e 25.
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Figura 22. Representacao grafica dos pesos por MPCA para separacio de biodieseis de soja feito com éleo
novo e envelhecido por MPCA para um conjunto de coluna 1 (A) pesos positivos (B) pesos negativos
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Figura 23. Representacio grifica dos pesos por MPCA para separacio de biodieseis de soja feito com éleo
novo e envelhecido por MPCA para um conjunto de coluna 2 (A)pesos positivos (B) pesos negativos.
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Figura 24.Representacio grafica dos pesos por MPCA para separacio de biodieseis de soja feito com o6leo
novo e envelhecido por MPCA para um conjunto de coluna 3(A)pesos positivos (B) pesos negativos.

As trés combinacgdes de colunas conseguiram separar 0s biodieseis de soja de
diferentes tempos de envelhecimento. No entanto, na figura 22 e 24 é mostrado que
nos conjuntos de colunas 1 e 3 (A e C) obteve-se uma maior separagédo entre eles. A

grosso modo, a diferenga entre estes biodieseis é a diminuigdo da concentracado de
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alguns ésteres metilicos saturados e o aumento de uns ésteres metilicos insaturados,
como se pode notar nas figuras 22, 23 e 24.

A resolugdo destes compostos insaturados na segunda dimensdao aumenta
conforme o aumento da polaridade do filme da fase estacionaria ja que se cria um
maior espagamento entre os compostos insaturados e, entre eles e compostos
saturados. As medidas de resolu¢ao foram calculadas para cada conjunto de coluna, as
quais séo observadas na tabela 10, e os compostos sdo enumerados na figura 25.

A resolucéao resultou ser de uma ordem de grandeza de duas vezes maior em um
conjunto de coluna 3 (D altamente polar) em relagdo ao conjunto 1 (D polar) e de oito

vezes maior em relagcao ao conjunto de colunas 2 (medianamente polar)
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Figura 25. Perfis cromatograficos de biodieseis de 6leo de soja envelhecido analisados em diferentes conjuntos
de colunas (A) conjunto 1, (B) conjunto 2, (C) conjunto 3.
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Tabela 6. Resolucio determinada pelo Teorema de Pitagoras para picos adjacentes com relacdo ao pico
correspondente C20:1n-6 (5).

HP-5 / SupelcoWax Conjunto 1

Simbolo Rsx Rsy Rsxy
C20:4n-6 (1) 20,6+0,5 15,840,5 272,75+0,05
C20:5n-3 (2) 16,8+0,4 19,240,7 387,01+0,05
C20:3n-6 (3) 10,9+0,8 26,710,7 725,92+0,07
C20:5n-3 (4) 15,4+0,8 28,410,8 10,8

DB-5 / HP-50 Conjunto 2

Simbolo Rsx Rsy Rsxy
C20:4n-6 (1) 1041 7,940,5 73,240,2
C20:5n-3 (2) 9,2+0,8 8,8+0,6 86,4+0,2
C20:3n-6 (3) 6,9+0,7 3,140,3 16,9+0,3
C20:5n-3 (4) 7,8+0,8 5,2+0,8 10,8

DB-5 / SLB-IL61 Conjunto 3

Simbolo Rsx Rsy Rsxy
C20:4n-6 (1) 12,0+1,0 2312 555,4+0,2
C20:5n-3 (2) 11,0+0,8 29,240,5 863,6+0,1
C20:3n-6 (3) 4,7+0,3 32,01+0,8 1029,4+0,1
C20:5n-3 (4) 5,0+0,8 62,4+0,8 10,8

Embora possam ser observados estes compostos nos perfis cromatograficos, foi
aproveitado o grafico de pesos do MPCA para melhor observagcdo dos compostos
responsaveis pela separacao obtida e sua contribuicdo no gréafico de escores.

As regibes do cromatograma onde as areas do pico aumentam nos dois tipos de
biodieseis de soja sdo denominadas contribuicdes positivas, estas também obedecem
aos compostos comuns nos dois tipos de amostras. Estas regides correspondem aos
compostos C15:0, C14:0, C15:1n-3, C17:0, C17:1, C18:2n-6, C20:1n-6, C21:0, C22:0,
C23:0, C24:0, estas contribuicdes podem ser observadas nas figuras 22A, 23A e 24A.

Por outra parte as regides do cromatograma onde as areas do pico diminuem nos dois
tipos de biodieseis de soja sdo denominadas contribuicbes negativas, as quais
obedecem aos compostos que diferentes entre as duas amostras, ditas regides
correspondem aos compostos C20:3n-3,C20:3n-6,C20:4n-6 e C20:5n-3, estas
contribuicdes podem ser observadas nas figuras 22B, 23B e 24B.

O conjunto de coluna que melhor conseguiu diferenciar biodieseis de soja com
diferentes tempos de envelhecimento foi o conjunto 3 (HP-5/SLB-IL61), portanto este foi

o utilizado para diferenciar biodieseis de diversas fontes.
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5.4 Avaliacao de biodieseis de diferentes procedéncias e matérias
primas

Os perfis cromatograficos para cada matéria prima sdo mostrados na figura 26.
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Figura 26. Cromatogramas de biodieseis de diferentes matérias primas adquirido no sistema GCxGC-FID
com o conjunto de coluna 3. Condicoes cromatograficas: 170 °C a 3 °C min™ até 275 °C;periodo de modulacio
6 s; vazio 0,7 mL min’; taxa de aquisicio: 100 Hz temperatura do injetor e detector: 250 e 275°C

respectivamente; (A) 6leo de canola, (B) éleo de girassol, (C) 6leo de milho (D) sebo bovino, (E) dleo de soja
recuperado. (F) soja ndo processada.

O numero de componentes principais escolhidas para a analise exploratéria foi de 2, os

quais explicam uma variancia de 98,3 %. O gréfico de escores é mostrado na figura 27.
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Figura 27. Representacio grafica dos PC para diferenciacdo de biodieseis feitos com diferentes matérias
primas por MPCA.

Para determinar se 0 modelo estava ajustado foi gerado o gréafico de residuos Q versus
T2 Hotelling, mostrado na figura 28
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Figura 28. Grafico de Q residuos versus T”2 de Hotelling para as amostras de biodiesel de diferentes matérias
primas, avaliacao de outliers ao 95 % de confianca.

Conclui-se que o modelo estava ajustado, pois nao tinha nenhuma amostra outlier (fora

dos limites estabelecidos), foram fornecidos os graficos de pesos na figura 29.
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Figura 29. Representacio grafica dos pesos para separacido de biodieseis de soja feito com éleo novo e
envelhecido por MPCA para um conjunto de coluna 3 (A) pesos positivos (B) pesos negativos.

Na figura 27. Encontrou-se uma boa separagao para todos os grupos.

Observou-se que os acidos graxos formados sdo bastante diversos entre
biodieseis de diferentes matérias primas, a concentragdo dos marcadores (compostos
caracteristicos encontrados em todos os tipos de biodiesel) mudam significantemente
[6]. Os compostos minoritarios dos biodieseis em comuns foram o0s seguintes:
tetradecanoato de metila, C14:0; heptadecanoato de metila, C17:0; 12-heptadecanoato,
C17:1; 14-eicosenoato de metila, C20:1n-6; cis 11,14 eicosadieno de metila, C20:0;
docosanoato de metila, C22:0; tricosanoato de metila, C23:0; tetracosanoato de metila,

C24:0;estes mudaram em concentragées de uma matéria prima a outra.
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O primeiro grupo da esquerda da figura 27 composto por biodiesel de sebo bovino
formado somente por acidos graxos saturados C11:0, C12:0, C13:0, C14:0, C15:0,
C16:0, C17:0, C18:0 e C19:0, obtendo-se um perfil bastante diferente aos demais.

O segundo grupo esta constituido por biodiesel de éleo de soja envelhecida, nova,
nao processada e recuperada, que apresentam compostos pesados multiinsaturados os
quais sao os da familia C20:3n-3, C20:3n-6, C20:4n-6 e C20:5n-3.onde o 6leo de soja
nao processada contem um composto a mais diferente dos outros biodieseis como o
C21:1n-6.

O terceiro grande grupo esta conformado por biodieseis de 6leo de girassol, milho
e canola que apresenta compostos insaturados pesados como C23:1n-9, C22:1n-9,
C24:1n-9.

Embora possa se fazer uma mera inspecéao visual dos compostos que diferem nos
biodieseis de diversas matérias primas,por meio dos perfis cromatograficos,o grafico de
pesos indica a contribuicdo de cada composto na separacao obtida no grafico de
escores.

Enquanto aos graficos de pesos, na figura 29A mostra-se as contribuicoes
positivas as quais correspondem as regides do cromatograma onde as areas dos picos
aumentam, estes a sua vez também sdo o0s compostos comuns entre todos os
biodieseis das diferentes matérias primas, os compostos que aparecem nestas regides
do cromatograma sao: tetradecanoato de metila (C14:0), pentadecanoato de metila
(C15:0), 13-pentadecenoato de metila (C15:1n-3) heptadecanoato de metila (C17:0),
12-heptadecanoato (C17:1),eicosanoato de metila (C20:0), 14-eicosenoato de metila
(C20:1n-6), heneicosanoato de metila (C21:0), docosanoato de metila
(C22:0),tricosanoato de metila (C23:0)e tetracosanoato de metila (C24:0).

O grafico de pesos negativos da figura 29B mostra as regides do cromatograma
onde as areas dos picos diminuem e, portanto os compostos que diferem entre os
biodieseis de diversas fontes, os compostos que aparecem nestas regidbes do
cromatograma sao undecanoato de metila (C11:0), dodecanoato de metila
(C12:0)nonadecanoato de metila (C19:0), eicosapentaenoato de metila (C20:3n-3),
8,11,14-eicosatrienoato de metila (C20:3n-6),5,8,11,14-eicosatetraenoato de metila
(C20:4n-6), 5,8,11,14,17- eicosapentaenoato de metila (C20:5n-3), 14-eicosenoato de
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metila (C21:1n-6),13-docosenoato de metila (C22:1n-9);tricosenoato de metila (C23:1n-
6) e tetracosenoato de metila (C24:1n-9).

Desta maneira observa-se como compostos minoritarios nos biodieseis sao
importantes para classificar-os segundo sua matéria prima, sabendo-se que 0s mesmos
conseguiram ser detectados gracas a alta capacidade de separacao e detectabilidade
do GCxGC.

Se bem agora sdo conhecidos quais sdo os compostos que diferem entre os
distintos biodieseis, mais importante ainda € o conhecimento de quais regides do
cromatograma sao similares, estas partes iguais foram utilizadas para realizar uma
curva de calibracao unica, a qual seria usada para quantificar biodieseis de qualquer
matéria prima. Excluindo no modelo matematico onde é aplicado o MCR-ALS, as
regides do cromatograma onde aparecem 0s compostos que diferem entre os diversos

biodieseis.

5.5Quantificacao de misturas BXX por o método de resolucao de
curvas MCR-ALS

As curvas de calibracao foram construidas para o biodiesel de éleo de soja novo.
Este biodiesel apresenta os picos mais comuns de todos os tipos de biodiesel de
diversas fontes estudadas e por isso, o 6leo de soja foi escolhido para a calibragdo.As
curvas foram realizadas variando-se as concentracdes de enxofre no diesel mineral, as
quais foram de S50, S500 e S1800, e concentragcbes de biodiesel de 6leo de soja novo
de 2,0; 4,0; 6,0; 8,0; 10,0; 15,0; 20,0; 30,0 % v/v.Para realizar um algoritmo que
pudesse ser utilizado para misturas BXX com biodieseis de qualquer matéria prima, os
compostos C20:4n-6, C20:5n-3, C20:3n-3 eC20:3n-6, existentes nos biodieseis de soja,
milho e girassol, foram retirados, j@ que o biodiesel de canola ndo os
contem.Assim,estes foram excluidos da construcéo da curva de calibracao de misturas
BXX.
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Figura 30. Cromatograma de biodiesel de soja em diesel mineral S50, misturaB20 adquiridos no sistema
GCxGC-FID, com o conjunto de coluna3. Condicdes cromatograficas: 170 °C a 3 °C min™ até 275 °C; periodo

de modulacio de 6 s; vazio 0,7 mL min’'; taxa de aquisicao 100 Hz; temperatura do injetor e detector 250 e
275 °C, respetivamente.
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Figura 31. Cromatograma de biodiesel de soja em diesel mineral S500, mistura B20 adquiridos no sistema
GCxGC-FID, com o conjunto de coluna3. Condicdes cromatograficas: 170 °C a 3 °C min™ até 275 °C;periodo
de modulaciio de 6 s; vazio 0,7 mL min'; taxa de aquisiciio 100 Hz; temperatura do injetor e detector 250 e
275 °C, respetivamente.
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Figura 32. Cromatograma de biodiesel de soja em diesel mineral S1800, mistura B20 adquiridos no sistema
GCxGC-FID, com o conjunto de coluna3. Condicdes cromatograficas: 170 °C a 3 °C min™ até 275 °C;periodo
de modulaciio de 6 s; vazio 0,7 mL min™'; taxa de aquisicdo 100 Hz; temperatura do injetor e detector 250 e
275 °C, respetivamente.

As amostras utilizadas para a validacao foram as misturas BXX 3,0; 5,0; 10,0; 20,0%

v/v, de 6leo de soja, éleo de milho, 6leo de girassol, canola e suas respectivas misturas.

Para os biodieseis de 6leos de milho e girassol foram excluidas as regides onde
aparecem os compostos C22:1n-9,C20:4n-6, C20:5n-3, C20:3n-6 eC20:3n-3, por ultimo
para o biodiesel de 6leo de canola foram excluidas as regides onde aparecem 0s
compostos C22:1n-9, C23:1n-9 e C24:1n-9 para poder quantificar todos em uma curva
de calibragdo unica construida com biodiesel de o6leo de soja. Desta maneira, foi
testada a robustez da curva de calibracdo obtida para quantificar misturas BXX de

biodieseis de girassol, milho, e suas respectivas misturas.



80

Pizo0.00

1L971-818 / (uiw) ogduajay ap odway

= 000

Tempo de Retencao (min) / HP-5

Figura 33. Cromatograma de biodiesel de milho em diesel mineral S500, mistura B20 adquiridos no sistema
GCxGC-FID, com o conjunto de coluna 3. Condices cromatogrificas: 170 °C a 3 °C min™' até 275 °C;periodo
de modulacio de 6 s; vaziao 0,7 mL min’'; taxa de aquisicao 100 Hz; temperatura do injetor e detector 250 e
275 °C, respetivamente.
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Figura 34. Cromatograma de biodiesel de girassol em diesel mineral S500, mistura B20 adquiridos no sistema
GCxGC-FID, com o conjunto de coluna 3. Condicdes cromatogrificas: 170 °C a 3 °C min™" até 275 °C;periodo

de modulacio de 6 s; vaziao 0,7 mL min’'; taxa de aquisicao 100 Hz; temperatura do injetor e detector 250 e
275 °C, respetivamente.
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Figura 35. Cromatograma de biodiesel de canola em diesel mineral S500, mistura B20 adquiridos no sistema
GCxGC-FID, com o conjunto de coluna 3. Condicdes cromatograficas: 170 °C a 3 °C min™ até 275 °C;periodo
de modulacio de 6 s; vazio 0,7 mL min'; taxa de aquisiciio 100 Hz; temperatura do injetor e detector 250 e
275 °C, respetivamente.
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Figura 36. Cromatograma de biodiesel de uma mistura de soja, canola, milho e girassol em diesel mineral
S500, mistura B20 adquiridos no sistema GCxGC-FID, com o conjunto de coluna 3. Condigoes
cromatograficas: 170 °C a 3 °C min™ até 275 °C;periodo de modulacdo de 6s; vazao 0,7 mL min’'; taxa de
aquisicao 100 Hz; temperatura do injetor e detector 250 e 275 °C, respetivamente.
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Os cromatogramas foram desdobrados e alinhados, As estimativas iniciais foram os
perfis puros de diesel mineral com as diferentes concentragées de enxofre S50, S500,
S1800 e os perfis puros de biodiesel de soja, canola, milho e girassol.

Os cromatogramas resolvidos (perfis de amostras recuperadas) para misturas
biodieseis de 6leo de soja com S50, S500 e S1800 sdo mostrados nas figuras 37, 38 e
39,0bservando-se a existéncia de uma grande similaridade com os cromatogramas das
amostras puras e as amostras resolvidas pelo modelo MCR, mostrando os compostos
que foram utilizados para quantificar o biodiesel no diesel mineral.

1971-875 / (uiw) ogSuajay ap odway
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Figura 37. Perfil recuperado de uma mistura BXX biodiesel de 6leo de soja e diesel mineral S50.
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Figura 38. Perfil recuperado de uma mistura BXX biodiesel de éleo de soja e diesel mineral S500.

200,00

_bolrgs/ (uyw) osél_tam_: ap or'lula;'

cac (mim) / HP-5
Figura 39. Perfil recuperado de uma mistura BXX biodiesel de 6leo de soja e diesel mineral S1800.
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Em seguida, as curvas de calibragao foram construidas a partir das concentragdes das
misturas BXX e os valores fornecidos pelo programa do MCR-ALS. Para a curva
biodiesel de soja e diesel mineral S50, o coeficiente de correlacao foi de 0,9972; para o
diesel mineral S500,0 coeficiente de correlagao foi de 0,9975, e por ultimo para o diesel
mineral S1800, foi de 0,9970.
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Figura 40. Curva de calibraciio analitica, concentracdo de biodiesel de soja em 6leo diesel S50 versus valores
fornecidos pelo modelo do MCR-ALS.
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Figura 41. Curva de calibracio analitica, concentracao de biodiesel de soja em dleo diesel S500 versus valores
fornecidos pelo modelo do MCR-ALS.
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Figura 42. Curva de calibracio analitica, concentracio de biodiesel de soja em o6leo diesel S1800 versus
valores fornecidos pelo modelo do MCR-ALS.

As previsoes para as concentragdes estimadas de biodiesel de 6leo de soja em
diesel mineral realizaram-se mediante a interpolagcdo na curva de calibracdo dos

resultados de concentragao proporcionada pelo modelo MCR-ALS para estas amostras.
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A tabelal1 mostra as concentracdes calculadas para os biodieseis e 0 erro absoluto
para cada amostra na validacdo. A raiz quadrada do desvio percentual do erro
(RMSPD) foi calculada mediante a equacao (7)

2
RMSPD — 100 X ‘{1,=1 (ypTEd(l)_yTEZf(l)) % l (7)
(rrer) n

Da mesma maneira foi calculado o erro quadratico médio da previsdo (RMSEP) a,
equacao (8).onde onde Ypreqd S40 as concentragoes preditas, yrras concentragoes reais

dos biodieseis e n € o numero de amostras da previsao.

1 2
RMSPE = \/; Y (Yprea — Yrer) 8)

Tabela 7. Concentracgoes calculadas e reais de biodiesel de soja em diesel mineral para a validacdo da curva
obtida. valores em % (v / v), erros absolutos e erro relativo em (%, v/ v)

BXX biodiesel de dleo de soja em diesel mineral S50

Concentragio real Concentracdo Erro relativo
¢ calculada Erro absoluto (%)
3 3,08 0,08 2,8
5 5,05 0,06 118
10 10,3 0,3 2,67
20 19,3 -0,8 3,5

BXX biodiesel de dleo de soja em diesel mineral S500

3 3,1 0,1 3,5
5 51 0,2 3,5
10 10,5 0,5 51
20 19,4 -0,6 2,9

BXX biodiesel de dleo de soja em diesel mineral S1800

3 3,1 0,1 4,9
5 4,8 0,2 4,4
10 10,3 0,3 2,8

20 20,8 0,8 3,8
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Os graficos das concentragdes calculadas frente as concentracdes de referencia foram
plotadas e os coeficientes de correlagcdo foram de 0,9979, 0,9980 e 0,9994
respectivamente, estes sdo mostrados nas figuras 43, 44 e 45.
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Figura 43. Concentracido de biodiesel de soja em diesel S50 versus concentracoes calculadas pelo MCR-ALS para
validacao (%, v/v).
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Figura 44.Concentracio de biodiesel de soja em diesel S500 versus concentracoes calculadas pelo MCR-ALS
para validacgao (%, v/v).
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Figura 45.Concentraciao de biodiesel de soja em diesel 1800versus concentracgoes calculadas pelo MCR-ALS
para validacao (%, v/v).
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Os erros RMSPD e RMSEP para cada mistura BXX nos diferentes diesel minerais séo

mostrados na tabela 8.

Tabela 8. Valores de RMSPD e RMSEP para cada mistura BXX biodiesel de soja em diesel mineral para
diversas concentragdes de enxofre.

Mistura BXX de biodiesel de soja em diesel mineral S50

RMSPD RMSEP

2,70 % 0,38 %
Mistura BXX de biodiesel de soja em diesel mineral S500

3,50 % 0,39 %
Mistura BXX de biodiesel de soja em diesel mineral S1800

3,60 % 0,44 %

Como se pode observar, o erro quadratico da previsdo foi maior conforme aumento da
concentragdo de enxofre no diesel mineral, no entanto, os valores dos erros séo
aceitaveis, tomando-se em conta a complexidade da amostra. Os valores calculados
sao préximos aos valores reais nas amostras, o erro relativo para cada mistura é menor
do 5 %.

Da mesma maneira, com estas curvas de calibragdo para cada diesel mineral, foi
testada a robustez do modelo, quantificando-se misturas de biodiesel de 6leo de milho.
A tabela 9 mostra as concentra¢des calculadas para os biodieseis de éleo de milho e os

erro absoluto e relativos para cada amostra na validagao.
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Tabela 9. Concentracoes calculadas e reais de biodiesel de milho em diesel mineral para a validacio da curva
obtida. Valores em % (v / v), erros absolutos e erro relativo em (%, v/ v)

BXX biodiesel de 6leo de milho em diesel mineral S50

Concentracao Erro relativo
Concentracao real calculada Erro absoluto (%)
3 3,1 0,16 3,8
S 5,2 0,2 3,2
10 10,5 0,5 4,7
20 19,9 -0,6 -0,1
BXX biodiesel de 6leo de milho em diesel mineral S500
3 3,2 0,2 5,2
5 4,8 -0,2 3,8
10 10,5 0,5 54
20 20,9 0,9 4,8
BXX biodiesel de 6leo de milho em diesel mineral S1800
3 2,98 0,01 0,4
5 5,2 0,2 4,7
10 10,2 0,2 1,6
20 21,0 1,1 5,1

Os graficos das concentragdes calculadas frente as concentracdes de referencia foram

plotadas e os coeficiente de correlagdo foram de 0,9991,

respectivamente.
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Figura 46. Concentracio de biodiesel de milho em diesel S50 versus concentracoes calculadas pelo MCR-ALS

para validacao (%, v/v).
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Figura 47.Concentracao de biodiesel de milho em diesel S500 versus concentracgoes calculadas pelo MCR-ALS
para validacao (%, v/v).
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Figura 48. Concentracio de biodiesel de milho em diesel S1800 versus concentracoes calculadas pelo MCR-
ALS para validacao (%, v/v).

Os erros RMSPD e RMSEP para cada mistura BXX nos diferentes diesel minerais sao
mostrados na tabela 10.

Tabela 10.Valores de RMSD e RMSEP para cada mistura BXX biodiesel de milho em diesel mineral para
diversas concentracdes de enxofre.

Mistura BXX de biodiesel de milho em diesel mineral S50
RMSPD RMSEP

3,61 % 0,28 %
Mistura BXX de biodiesel de milho em diesel mineral S500

4,41 % 0,56 %

Mistura BXX de biodiesel de milho em diesel mineral S1800

3,61 % 0,53 %
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Da mesma maneira 0s erros quadraticos sdo maiores em amostras onde a
percentagem de enxofre € maior. Portanto onde a complexidade da amostra aumenta
estes valores sdo maiores que os obtidos para a quantificacao de biodiesel de 6leo de

soja.

A tabelal1 mostra as concentragdes calculadas para os biodieseis de 6leo de girassol,

os erros absoluto e relativos para cada amostra na validagéo.

Tabela 11. Concentracdes calculadas e reais de biodiesel de girassol em diesel mineral para a validacdo da
curva obtida. Valores em % (v / v), erros absolutos e erro relativo em (%, v/ v).

BXX biodiesel de dleo de girassol em diesel mineral S50

Concentracao Erro relativo
Concentracao real calculada Erro absoluto (%)
3 3,1 0,1 3,2
5 52 0,2 3,2
10 10,5 0,5 4,7
20 20,1 0,1 0,53
BXX biodiesel de dleo de girassol em diesel mineral S500
3 3,2 0,2 5,0
5 4,9 -0,1 -2,9
10 10,5 0,5 4,8
20 20,8 0,7 3,6
BXX biodiesel de dleo de girassol em diesel mineral S1800
3 2,9 -0,01 -0,4
5 5,1 0,06 1,3
10 9,6 -0,4 -4,0
20 21,0 1,0 51

Os gréficos das concentragdes calculadas frente as concentragdes de referencia foram
plotadas e os coeficiente de correlagdo foram de 0,9999, 0,9999 e 0,9969

respectivamente.
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Figura 49. Concentracao de biodiesel de girassol em diesel S50 versus concentracoes calculadas pelo MCR-
ALS para validacao (%, v/v).
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Figura 50. Concentracao de biodiesel de girassol em diesel S500 versus concentracoes calculadas pelo MCR-
ALS para validacao (%, v/v).

25
—_ y=1,0512x-0,2295
< 20 R? = 0,9969
=R
o 15
-]
(=]
(o]
-E 10
@
g
e 5
o

0

0 5 10 15 20 25
Concentragdo % (v/v)

Figura 51. Concentracao de biodiesel de girassol em diesel S1800 versus concentracoes calculadas pelo MCR-
ALS para validacao (%, v/v).
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Os erros RMSPD e RMSEP para cada mistura BXX nos diferentes diesel minerais sao

mostrados na tabela 12.

Tabela 12. Valores de RMSD e RMSE para cada mistura BXX biodiesel de milho em diesel mineral para
diversas concentracoes de enxofre.

Mistura BXX de biodiesel de girassol em diesel mineral S50

RMSPD RMSEP
3,25 % 0,27 %

Mistura BXX de biodiesel de girassol em diesel mineral S500
4,14 % 0,55 %

Mistura BXX de biodiesel de girassol em diesel mineral S1800
3,33 % 0,53 %

Os erros quadraticos e os valores calculados pelo modelo para biodiesel de 6leo de
girassol é bastante parecido com o de biodiesel de 6leo de milho. Isto pode ser devido
aos que os compostos existentes nos dois 0s quais sd0 0s mesmos e o0 tratamento

aplicado é idéntico.

A tabela13 mostra as concentracdes calculadas para os biodieseis de 6leo de canola e

0s erros absoluto e relativos para cada amostra na validagao.
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Tabela 13. Concentracoes calculadas e reais de biodiesel de canola em diesel mineral para a validacao da
curva obtida. Valores em % (v / v), erros absolutos e erro relativo em (%, v/ v)

BXX biodiesel de canola em diesel mineral S50

Concentracao Erro relativo
Concentracao real calculada Erro absoluto (%)
3 3,1 0,1 4,2
5 5,2 0,2 4,1
10 10,3 0,3 2,7
20 20,9 0,9 4,6

BXX biodiesel de canola em diesel mineral S500

3 31 0,1 4,6
5 51 0,1 2,0
10 10,5 0,5 5,2
20 21,1 1,1 5,4

BXX biodiesel de canola em diesel mineral S1800

3 3,1 0,1 4,3
5 5,2 0,26 4,8
10 9,6 -0,4 -3,8
20 21,0 1,0 52

Os graficos das concentragdes calculadas frente as concentracdes de referencia foram
plotadas e os coeficientes de correlagdo foram de 0,9999, 0,9999 e 0,9969

respectivamente.
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Figura 52. Concentracio de biodiesel de 6leo de canola em diesel S50 versus concentracdes calculadas pelo
MCR-ALS para validacao (%, v/v).
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Figura 53. Concentracio de biodiesel de 6leo de canola em diesel S500 versus concentracdes calculadas pelo
MCR-ALS para validacao (%, v/v).
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Figura 54. Concentracio de biodiesel de 6leo de canola em diesel S1800 versus concentracdes calculadas pelo
MCR-ALS para validacao (%, v/v).

Os erros RMSPD e RMSEP para cada mistura BXX nos diferentes dieseis minerais sao
mostrados na tabela 14.
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Tabela 14. Valores de RMSD e RMSEP para cada mistura BXX biodiesel de canola em diesel mineral para
diversas concentracdes de enxofre.

Mistura BXX biodiesel de canola em diesel mineral S50

RMSPD RMSEP
3,98 % 0,48 %
Mistura BXX de biodiesel de canola em diesel mineral S500
4,44 % 0,60 %
Mistura BXX biodiesel de canola em diesel mineral S1800
4,56 % 0,57 %

Por ultimo, foi avaliada a robustez do algoritmo com uma mistura BXX realizada com
biodiesel de 6leo de soja, de béleo de canola, éleo de girassol e de 6leo de milho

misturados.

A tabela 15 mostra as concentragdes calculadas para os biodieseis misturados o erro

absoluto e percentagem de erro relativo para cada amostra na validacao.
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Tabela 15.Concentracoes calculadas e reais de biodiesel misto em diesel mineral para a validacio da curva
obtida. Valores em % (v / v), erros absolutos e erro relativo em (%, v/ v).

BXX biodiesel misto em diesel mineral S50

Concentracao Erro relativo
Concentracao real calculada Erro absoluto (%)
3 3,2 0,2 5,2
3] 5,3 0,3 5,3
10 10,4 0,4 3,7
20 20,3 0,3 1,4

BXX biodiesel misto em diesel mineral S500

3 3,1 0,1 3,5
5 4,7 -0,2 -4,9
10 10,5 0,5 5,1
20 20,6 0,6 3,2

BXX biodiesel misto em diesel mineral S1800

3 3,1 0,1 4,9
5 53 0,3 5,1
10 10,3 0,3 2,8
20 20,9 0,9 4,7

Os graficos das concentragdes calculadas frente as concentracdes de referéncia foram
plotadas e os coeficiente de correlagdo foram de 0,9999, 0,9991 e 0,9999

respectivamente.
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Figura 55.Concentraciao de biodiesel misto em diesel S50 versus concentracdes calculadas pelo MCR-ALS
para validacao (%, v/v).
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Figura 56.Concentragio de biodiesel misto em diesel S500 versus concentracdes calculadas pelo MCR-ALS
para validacio (%, v/v).
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Figura 57.Concentracio de biodiesel misto em diesel S1800 versus concentracdes calculadas pelo MCR-ALS
para validacao (%, v/v).
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Tabela 16. Valores de RMSD e RMSEP para cada mistura BXX biodiesel misturado em diesel mineral para
diversas concentracoes de enxofre.

Mistura BXX de biodiesel misto em diesel mineral S50

RMSPD RMSEP

4,97 % 0,31 %
Mistura BXX de biodiesel misto em diesel mineral S500

4,50 % 0,42 %
Mistura BXX de biodiesel misto em diesel mineral S1800

4,36 % 0,5 %

O MCR-ALS é uma excelente alternativa para quantificar amostras complexas. Este
algoritmo é capaz de trabalhar com dados obtidos por GCxGC. Combinando as
vantagens da alta detectabilidade e seletividade da técnica bidimensional com as
caracteristicas do MCR-ALS, consegue-se a quantificacdo das misturas BXX com
biodieseis feitas das diversas matérias primas estudadas apenas com uma curva de
calibragdo analitica Unica construida com biodiesel de éleo de soja, fornecendo erros
absolutos ao redor de 5 % ainda quando eram interpolados dados de biodiesel de
outras fontes.Além disto, os perfis recuperados dos componentes puros foram bastante
similares aos obtidos por GCxGC demostrando-se que foram resolvidas as curvas tanto

do biodiesel como do diesel mineral.
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6. Conclusoes

O método de preparo de biodiesel miniaturizado por ultrassom foi ideal para todo
o tratamento quimiométrico realizado. O nimero de amostras preparadas foi maior em
um tempo menor. Os ésteres metilicos de acidos graxos minoritarios, provenientes dos
biodieseis foram identificados, no entanto, observou-se a baixa disponibilidade de
indices de retengéo e espectros de massas para a comparagdo. Em muitas ocasides foi
aproveitada a estruturacdo criada nos cromatogramas para identificar alguns
compostos.

Os biodieseis de origem vegetal contém compostos altamente insaturados.Para
obter uma melhor distingdo entre biodieseis de diversas fontes € necessario que a
resolucdo dos compostos seja alta, a qual aumenta consideravelmente quando o
conjunto de coluna é constituido por uma 'D apolar e uma ?D altamente polar.Neste
caso o conjunto de coluna que resultou em uma melhor resolug¢do foi HP-5-SIB-IL61.
Assim, a resolucao dos compostos insaturados foi melhorada.

Observou-seque compostos minoritarios como C11:0, C12:0, C20:3n-6, C15:1n-
3, C20:5n-3,C20:4n-6,C20:3n-3,C22:1n-9, C23:1n-9, C24:1n-9 nos diversos biodieseis
tém importancia na hora de classifica-los.A maioria deles é altamente insaturados e
dificilmente detectadas pela cromatografia convencional. Neste caso os mesmos
conseguiram ser detectado gracgas a alta capacidade de separacao e detectabilidade do
GCxGC.

Conseguiu-se quantificar misturas BXX com biodieseis das amostras testadas s6
com um algoritmo para cada tipo de diesel mineral. O algoritmo foi criado tomando-se
as partes dos cromatogramas que eram iguais para cada biodiesel. Para diesel mineral
S50, a equacgao da curva foi y = 0,0097x — 0,0228, com um coeficiente de correlacao
de 0,9972. Para diesel mineral S500 a equacao da curva foi y = 0,0082x — 0,0099, com
um coeficiente de correlacdo de 0,9975 e finalmente para diesel S1800, a equacao da

curva foiy = 0,0057x + 0,0172, com um coeficiente de correlagédo de 0,9970.
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Os erros quadraticos para a previsdo nao foram maiores que 0,60 %, mas
observou-se que o erro aumenta com a complexidade da amostra de diesel, isto é, com

0 aumento da concentracao de enxofre no diesel.

Perspectivas futuras:

A substituicdo do combustivel por biocombustivel (biodiesel) demandara uma
maior percentagem de biodiesel no diesel,outro aspecto seria 0 uso de um diesel mais
pesado (maior percentagem de enxofre e outros heteroatomos), com isto aumentara a
complexidade da amostra sendo possivelmente necessario o uso de outras ferramentas
quimiométricas como PARAFAC para deconvolugcao de picos, assim como também
outras otimizagées no GCxGC (conjunto de colunas, periodo de modulagédo, entre
outras).

Seria interessante um acoplamento extra como GC-RMN para melhorar a

identificacdo dos compostos, e assim, a biblioteca de dados do grupo de pesquisa.
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