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RESUMO 

 

NAZATO, C. Validação de metodologia para a quantificação de metanol em glicerina 

bruta utilizada na alimentação animal. 2015. 84 p. Dissertação (Mestrado) – Centro de 

Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de São Paulo, Piracicaba.  
 

Estudos com a inclusão de glicerina bruta (GB) na alimentação animal vêm demonstrando 

benefícios quanto ao aporte energético conseguido, entretanto, existe uma variabilidade quanto 

aos teores de metanol encontrados na GB, nem sempre mensuradas, podendo apresentar riscos. 

Objetivou-se com este estudo:  adaptar, otimizar e validar a metodologia oficial de 

determinação de metanol (MeOH) em biodiesel “EN 14110” para a matriz GB; aplicar o método 

para análise em amostras de glicerina bruta e avaliar o efeito do metanol na dieta de ruminantes 

por meio da técnica in vitro de produção de gases (PG). Foi utilizado um cromatógrafo gasoso 

Shimadzu modelo GC 2014 equipado com um detector de ionização de chamas (FID). Os 

parâmetros de validação foram linearidade, limite de detecção (LD) e quantificação (LQ), 

precisão, exatidão e efeito matriz. Foram analisadas duas amostras industriais de GB e uma 

obtida em laboratório por meio da reação de transesterificação do óleo de pinhão-manso 

(Jatropha curcas). A técnica semi automática de produção de gases foi utilizada para avaliar 

níveis crescentes de inclusão de MeOH na dieta via GB em substituição ao milho em grão a 0, 

25, 50, 75 e 100%; correspondendo a doses de MeOH de 0, 0,018, 0,035, 0,053 e 0,071 mg, 

respectivamente. Como controle positivo foi adicionado um tratamento com inclusão de 8,3 mg 

MeOH puro na dieta controle sem inclusão de GB. As variáveis avaliadas foram produção de 

gases total (PGT), degradabilidade da matéria orgânica (DMO), eficiência na conversão de 

metano (CH4 effic) e o fator de partição (FP). As garrafas contendo as dietas foram incubadas 

a 39ºC por 24h. O método para análise de MeOH apresentou boa linearidade (r2 ≥ 0,99), e o LD 

e LQ foram 0,015 e 0,031%, respectivamente. Não foi observado efeito matriz significativo 

(4,36%). A precisão nas concentrações testadas, 0,05% e 0,5% foi de 2,09% e 2,39%, 

respectivamente. As concentrações de 0,05%, 0,2% e 0,5% (m/m) apresentaram recuperações 

de 88%, 95% e 91%, respectivamente. As amostras da indústria apresentaram teores de 0,047 

e <LQ, enquanto que a obtida no laboratório apresentou 7,8% de metanol. A partir dos valores 

obtidos na produção de gases in vitro observou-se que a inclusão de GB contaminada com 

MeOH aumentou a DMO, PGT e CH4 e reduziu o FP. Conclui-se que o método é adequado 

para análise de MeOH em GB, com bom potencial para análise na matriz ração, quando 

otimizado. A GB contaminada com MeOH influencia a fermentação ruminal, sendo necessário 

mais estudos para elucidar os mecanismos envolvidos.  

 

 

Palavras-chave: Cromatografia gasosa. Metanol. Otimização. Ruminante. Subproduto. 

Validação. 
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ABSTRACT 

 

NAZATO, C. Validation of methodology for quantifying methanol in crude glycerine used 

in animal nutrition. 2015. 84 p. Dissertação (Mestrado) – Centro de Energia Nuclear na 

Agricultura, Universidade de São Paulo, Piracicaba. 

 

Studies with the inclusion of crude glycerin (CG) in animal feed have demonstrated benefits on 

the energy intake achieved. However, there is a variation between the levels of methanol found 

in CG, not always analyzed, but often passed on to producers and may pose risks for using it as 

animal feed. The objective of this study was to optimize and to validate the official methodology 

"EN 14110" for determining methanol in biodiesel for CG matrix; to apply the method for 

analysis in commercial samples and samples produced in the laboratory; and to evaluate the 

effect of methanol in ruminant feed through the in vitro gas production technique (PG). It was 

used a Shimadzu gas chromatograph model 2014 GC equipped with a flame ionization detector 

(FID). The validation parameters were linearity, limit of detection (LOD) and quantification 

(LOQ), precision, accuracy and matrix effect. There were analyzed two industrial’s samples 

and a sample obtained in the laboratory by transesterification of the oil from Jatropha curcas. 

The semi-automatic in vitro gas production technique was used to evaluate the use of MeOH 

inclusion in the ruminant diet via CG replacing corn grain at 0, 25, 50, 75 and 100%, 

corresponding to MeOH doses of 0, 0.018, 0.035, 0.053 and 0.071 mg respectively. As a 

positive control treatment was added with the inclusion of 8.3 mg pure MeOH. The variables 

evaluated were total gas production (GP), degradability of organic matter (DMO), efficiency in 

methane conversion (CH4 effic) and the partition factor (PF). The bottles containing the diets 

were incubated at 39 ° C for 24h. The method showed good linearity (r2 ≥ 0.99), the LOD and 

LOQ were 0.015 and 0.031%, respectively. There was no significant matrix effect (4.36%). The 

accuracy of the concentration tested, 0.05% e 0.5% was 2.09% and 2.39%, respectively. The 

concentrations 0.05%, 0,2% and 0.5% (w/w) showed recovery level of 88%, 95% e 91% 

respectively. The industry samples concentrations were 0.047 and <LOQ, while the laboratory 

one showed 7.8% of methanol. The in vitro gas production showed that the addition of CG 

increased GP, DMO and CH4 effc and reduced PF. It was concluded that the method is suitable 

for analysis in CG MeOH, with good potential for analysis of the feed array after optimization. 

CG contaminated with MeOH influence ruminal fermentation, requiring further studies to 

elucidate the mechanisms involved. 

 

 

Keywords: By-product. Gas chromatography. Methanol. Optimization. Ruminant. Validation. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A continua interferência do homem no ambiente tem provocado efeitos adversos, 

especialmente sobre o clima, e medidas para amenizá-los tem sido temas de discussão. Entre as 

importantes fontes de emissão dos gases de efeito estufa (GEE) estão a fermentação entérica 

com o aporte de metano (CH4) na atmosfera (ZOTTI; PAULINO, 2009), e a combustão de 

combustíveis fósseis na emissão do gás carbônico (CO2) (USEPA, 2014a).  

Quanto ao metano produzido durante da fermentação entérica, uma estratégia para 

mitiga-lo é a manipulação da fermentação ruminal com a utilização de aditivos alimentares 

(ABDALLA et al., 2008; 2012), como o glicerol (MEALE et al., 2012; CODEX 

ALIMENTARIUS COMMISSION, 2013). Já dentre as alternativas para reduzir a dependência 

das fontes fósseis de energia está a produção do biodiesel (MATA et al., 2011), que tem como 

principal subproduto a glicerina bruta.  

Considerando a crescente geração de glicerina bruta e oscilações no preço do milho, a 

utilização deste subproduto tem sido pesquisada na alimentação de animais (YANG et al., 

2012). Além de outros componentes, a glicerina bruta apresenta quantidades variáveis de 

glicerol em sua composição, dependendo de sua pureza. O glicerol é um composto de interesse 

na alimentação animal, pois além de atuar como precursor energético (CHUNG et al., 2007), 

ele tem sido estudado para modificar a fermentação ruminal visando reduzir a produção de 

metano (BERNDT, 2010). 

A utilização da glicerina bruta na alimentação animal constitui uma alternativa com 

potencial para agregar valor à cadeia produtiva do biodiesel, sendo também interessante sob o 

ponto de vista econômico e ambiental. Entretanto, ela contém resíduos de metanol proveniente 

do processo industrial, que devido à sua toxicidade pode apresentar riscos para a saúde dos 

animais.  

A quantificação de metanol em amostras de glicerina obtidas na produção de biodiesel 

tem sido realizada a partir de técnicas cromatográficas (GOTT, 2009; HANSEN et al., 2009; 

GUNN et al., 2010). É possível haver uma variabilidade entre os teores de metanol em amostras 

de glicerina bruta disponíveis no mercado; entretanto, as concentrações de metanol nem sempre 

são verificadas antes da glicerina bruta ser utilizada pelos produtores.   

A norma oficial da Comunidade Européia EN 14110 apresenta os procedimentos 

analíticos para a quantificação de metanol em amostras de biodiesel, por meio da cromatografia 

gasosa (CG) (ANP, 2008). Neste método, a extração é realizada com a técnica headspace, 
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podendo ser reproduzido em CG com sistema de headspace automático ou manual, indicado 

para uma faixa de concentração entre 0,01 a 0,5% (EUROPEAN COMMITTEE FOR 

STANDARDIZATION, 2003). Segundo Skoog e Holer (2006) a validação de métodos 

analíticos é de grande importância, uma vez que assegura a confiabilidade dos resultados 

obtidos em uma análise.  

Considerando que a inclusão da glicerina bruta na alimentação de ruminantes pode 

agregar valor à indústria do biodiesel, já que o glicerol (presente na glicerina) pode ser utilizado 

para produzir energia para o animal. Entretanto, a glicerina bruta pode conter resíduos de 

metanol e favorecer os riscos à saúde do animal. Assim, em razão da conveniência em se utilizar 

a mesma infraestrutura de análise de metanol em biodiesel para amostras de glicerina bruta, os 

objetivos deste estudo foram: 

 

 Adaptar e otimizar para a matriz glicerina bruta, o método da Comunidade Europeia 

“EN 14110”, originalmente utilizado para análise de metanol em biodiesel;  

 Validar a metodologia otimizada para análise de metanol em glicerina bruta; 

 Testar a aplicação do método em amostras de glicerina bruta; 

  Investigar o efeito de níveis de metanol via glicerina contaminada por meio do ensaio 

de produção de gases in vitro.  

 

O presente trabalho está estruturado na forma de capítulos, iniciando com uma revisão 

de literatura, na qual estão expostos os principais pontos sobre a questão ambiental e sobre o 

biodiesel como opção de energia, a utilização de glicerina bruta na alimentação de ruminantes, 

assim como o metanol como contaminante da glicerina e a importância em analisá-lo. Já o 

segundo capítulo refere-se à otimização e validação do método de análise de metanol em 

biodiesel “EN 14110” para a matriz glicerina bruta. Este resumo foi apresentado no Congreso 

Latinoamericano de Cromatografia, COLACRO XV, 2014 e o artigo foi submetido à avaliação 

para publicação no Journal of Separation Sciences. No terceiro capítulo apresenta-se os 

resultados da utilização prática do método validado em amostras de glicerina bruta. Finalmente, 

no quarto capítulo é apresentado o ensaio in vitro o efeito da glicerina contendo metanol sobre 

a fermentação ruminal.  
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2  REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. Gases do efeito estufa  

 

 A retenção de energia na atmosfera devido à presença de gases de efeito estufa (GEE) 

ocasiona o efeito estufa natural, que aquece e permite a vida na Terra. Porém, o acúmulo desses 

gases tem potencial para modificar o clima e, com isso, impactar tanto a saúde humana, quanto 

os ecossistemas (USEPA, 2009).  

 Entre os principais gases de efeito estufa proveniente das atividades antropogênicas 

estão o gás carbônico (CO2), metano (CH4), óxido nitroso (N2O) e compostos fluorados (HFCs, 

PFCs e SF6)
1. Desde 1970 houve aumento de 75% na emissão desses gases, representado 

principalmente pelo CO2 e depois pelo CH4. Em 2010 a participação do CO2 foi de 76%, o CH4 

correspondeu a 16%, o N2O a 6% e compostos fluorados contribuíram com 2% desses gases 

(INTERGOVERNMENTAL PANEL ON CLIMATE CHANGE - IPCC, 2014). 

O CO2 pode ser encontrado naturalmente na atmosfera, mas também é liberado a partir 

da queima de combustíveis fósseis, sendo um gás incolor, inodoro e não tóxico (DAVIS, 2000).  

O uso da terra e alguns processos industriais podem emitir o CO2, porém, a maior fonte de 

emissão é a combustão de combustíveis não renováveis (USEPA, 2014a).  

 Considerando que a utilização de combustíveis alternativos pode auxiliar na redução 

dos gases do efeito estufa (LIPMAN; DELUCCHI, 2002), o biodiesel vem se tornando uma 

opção de energia interessante do ponto de vista ambiental (HONG, 2012). Comparado ao diesel, 

o uso do biodiesel deixa de emitir 67% de hidrocarbonetos, 48% de CO2 e 47% de material 

particulado (Agência Nacional do Petróleo, Gás Natural e Biocombustíveis - ANP, 2012).   

 A emissão de CH4 ocorre durante a queima incompleta da matéria orgânica; nos 

processos de metanogênese em solos (IPCC, 2006), na decomposição de material residual em 

aterro sanitário e estação de tratamento de água e na fermentação entérica em ruminantes 

(USEPA, 2014b).  

 Na nutrição animal, a produção e eliminação de metano dependem do consumo de 

alimento, da composição da dieta, adição de lipídeos e da digestibilidade do alimento 

(ABDALLA et al., 2008; ZOTTI; PAULINO, 2009). Diante de algumas estratégias para a 

mitigação de metano produzido pelos ruminantes, a manipulação da dieta tem demonstrado ser 

a mais promissora (MEALE et al., 2012). Desta forma, estudos têm sido realizados utilizando 

                                                             
1 Hidrofluorcarbono, Perfluorcarbono e Hexafluoreto de enxofre, respectivamente. 
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de plantas ricas em taninos (ABDALLA et al., 2012; MOREIRA et al., 2013); co-produtos da 

indústria do biodiesel (ABDALLA et al., 2008; LIMA et al., 2014), óleos essenciais (SALLAM 

et al., 2011). 

 Os ruminantes podem utilizar o glicerol contido na glicerina bruta para produzir 

energia (CHUNG et al., 2007). Com a maior disponibilidade de glicerina em decorrência da 

crescente produção de biodiesel, sua utilização na forma bruta na alimentação animal tem 

gerado interesse econômico nos produtores (PELLEGRIN et al., 2013). Porém, sob o estado 

bruto, são encontrados resíduos do metanol (MeOH) remanescentes da produção do biodiesel 

(SINGHABHANDHU; TEZUKA, 2010). Uma vez no organismo, o metanol apresenta 

toxicidade principalmente em decorrência de seus metabólitos formados (BARCELOUX et al., 

2002). 

 

 

2.2. Biodiesel  

 

O biodiesel foi inserido como biocombustível no Brasil em 13 de janeiro de 2005, por 

meio da Lei nº 11.097 (ANP, 2012). No mesmo ano, o governo lançou o “Programa Nacional 

de Produção e Uso de Biodiesel” (PNPB), visando integrar o desenvolvimento no âmbito 

energético ao social, com a inclusão dos produtores rurais à cadeia produtiva do biodiesel, 

considerando a aptidão de diversas oleaginosas regionais para produção de biodiesel (SOUZA; 

TARGINO; MOREIRA, 2011).   

Entretanto, o desenvolvimento e a consolidação do biodiesel na matriz energética e 

seus benefícios para a sociedade ainda apresentam desafios a serem superados. O maior 

incentivo das políticas governamentais leva em consideração três vertentes principais  

(LIN et al., 2010): 

 

a) Reforço no suprimento energético; 

b) Meio ambiente, uma vez que a biomassa geradora do óleo in natura é capaz de capturar 

da atmosfera o dióxido de carbono (CO2); 

c) Produção de oleaginosas com potencial para aumentar a renda agrícola líquida. 

 

Existem diferentes matérias-primas que podem ser utilizadas para produzir o biodiesel 

(KNOTHE et al., 2006), como a soja, milho, canola, girassol, sementes de palma, gorduras 
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animais e óleo reciclado (CHENG; TIMILSINA, 2011). Na Tabela 2.1. são apresentados o teor 

médio de óleo em algumas espécies oleaginosas. 

 

Tabela 2.1 - Teor médio de óleo (%) em sementes de amendoim, caroço de algodão, dendê, 

girassol, mamona, pinhão-manso e soja.  

 

Oleaginosa Teor de óleo (%) 

Amendoim 40-50 

Caroço de algodão 20 

Dendê 20-30 

Girassol 35-40 

Mamona 45-55 

Pinhão-manso 30-40 

Soja 18-25 

Fonte: Beltrão e Oliveira (2008); Prado et al. (2006). 

 

 Atualmente, 58 plantas de produção de biodiesel são autorizadas para operação no 

Brasil, sendo a soja a principal matéria-prima utilizada para a produção de biodiesel e 

responsável por cerca de 70% das oleaginosas utilizadas para a produção. A segunda mais 

utilizada é a gordura bovina, depois o óleo de algodão e em menor escala, óleo de fritura, 

gordura de porco e de frango e outros materiais gordurosos, conforme a Figura 2.1 (ANP, 2014).  

 

  

Figura 2.1 - Perfil nacional das matérias primas utilizadas para a produção de biodiesel (Agência 

Nacional de Petróleo, Gás Natural e Biocombustíveis – ANP, 2014) 
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Apesar da soja ser destinada à alimentação e não ter o maior teor de óleo comparado aos 

outros grãos potenciais para a produção de biodiesel, no Brasil, seu processamento industrial é 

conhecido e estabelecido, isto é, a cadeia produtiva é consolidada, assim como sua viabilidade 

industrial, diferentemente do pinhão-manso que iniciou sua produção em algumas indústrias e 

depois declinou o processamento devido às complicações na plantação, descasque, prensagem 

e presença dos ésteres de forbol. 

 

  

2.2.1. Processo de produção do biodiesel: Obtenção da glicerina 

 

 O óleo é composto por moléculas de triacilgliceróis, formadas por três radicais de 

ácidos graxos de cadeias longas ligadas a um esqueleto de glicerol (ZHANG et al., 2003). O 

processo mais utilizado para a produção do biodiesel é a reação de transesterificação do óleo 

(BARNWAL; SHARMA, 2005; DONKIN, 2008), com um álcool na presença de um 

catalisador (KNOTHE et al., 2006).  

Na produção do biodiesel, três cadeias de ácidos graxos são libertas do esqueleto de 

glicerol e ligadas com o metanol, formando os ésteres metílicos de ácidos graxos (biodiesel) e 

como subproduto, a glicerina (ZHANG et al., 2003; MOTA; SILVA; GONÇALVES, 2009). A 

glicerina é liberada em aproximadamente 10 % em relação à massa do óleo (CIRIMINNA et 

al., 2014). A Figura 2.2. ilustra a reação de transesterificação sob catálise básica. 

 

Figura 2.2 - Produção de biodiesel a partir da transesterificação de óleos vegetais (MOTA; SILVA; 

GONÇALVES, 2009) 

 

 Embora o metanol apresente alta toxicidade, seja sintetizado a partir de fontes não 

renováveis e o país não tenha autossuficiência em sua produção, a sua utilização na produção 

do biodiesel proporciona (BRANDÃO et al., 2006):  
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• Menor tempo de reação; 

• Separação espontânea das fases de glicerina e biodiesel; 

• Alta conversão dos triacilgliceróis em biodiesel; 

• Utilização em menor excesso no processo. 

 

 Normalmente um excesso de álcool é utilizado para aumentar o rendimento do 

biodiesel e simultaneamente separar a glicerina (SCHUCHARDTA; SERCHELIA; VARGAS, 

1998). Em decorrência do caráter polar da glicerina e do metanol, o excesso que não reagiu no 

processo migra e permanece na glicerina (DASARI, 2007). 

 

 

2.3. Glicerina vs Glicerol  

 

 O termo glicerol se aplica somente ao componente puro, 1,2,3-propanotriol (MOTA; 

SILVA; GONÇALVES, 2009), de aspecto físico um líquido bastante viscoso, de coloração 

transparente, inodoro e com sabor adocicado (BEATRIZ; ARAÚJO; LIMA, 2011),  

sendo classificado, nutricionalmente, como um carboidrato (DASARI, 2007). Segundo Oliveira 

et al. (2011) a glicerina produzida na indústria de biodiesel pode ser classificada em função de 

sua composição química, pois, além de quantidades variadas de glicerol contém outras 

substâncias: 

• Glicerina bruta: Apresenta pH na faixa de 12; 40 a 70% de glicerol; altos níveis de 

catalisadores, álcool, água, ácidos graxos e sabões. É obtida após a separação do biodiesel; 

• Glicerina bruta “loira”: É a glicerina bruta tratada com solução ácida, retirada dos ácidos 

graxos e sabões, resultando em 75 a 90% de glicerol, água, sais, metanol e pH  

entre 5 e 6; 

• Glicerina grau farmacêutico (grau USP): É a glicerina “loira” destilada duas vezes a 

vácuo e tratada com adsorventes, concentrando níveis de glicerol superiores a 99%;  

• Glicerina grau alimentício (food grade): Glicerina sem qualquer resíduo de metanol ou 

outros contaminantes. 

 

 A composição da glicerina bruta varia conforme a escolha da matéria prima empregada 

e do processo de produção (THOMPSON; HE, 2006). Quando pura (mínimo 99%), a glicerina 
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pode ser comercializada nas áreas farmacêutica, cosmetológica (SINGHABHANDHU; 

TEZUCA, 2010), alimentícia e indústrias de fumo (MOTA; SILVA; GONÇALVES, 2009).  

Considerando que os processos de purificação aumentam os custos para a indústria, uma 

vez que estão envolvidas etapas de filtração, destilação à vácuo, descoloração e troca iônica, 

normalmente tornam-se inviáveis economicamente para os pequenos e médios produtores de 

biodiesel (DASARI, 2007; BARROS, 2011).  

Em algumas pequenas e médias indústrias, é realizada uma purificação parcial para 

retirar ácidos graxos, metanol e maior parte da água, a fim de aumentar seu valor agregado e 

depois vende-la para a refinação em empresas específicas em escala industrial (HAAS et al., 

2006).  

 Ante a necessidade de fontes renováveis de energia e a crescente demanda e produção 

de biodiesel, a geração de glicerina tende a crescer (SILVA; MACK; CONTRIERO, 2009). O 

aumento de produção torna a capacidade de absorção do mercado nacional reduzida, uma vez 

que a glicerina bruta possui impurezas com potencial para limitar sua utilização em substituição 

à glicerina comercial (LEONEL et al., 2012). Devido à presença destes compostos residuais, a 

glicerina bruta possui baixo valor comercial. (THOMPSON; HE, 2006). 

 Visando a sustentabilidade e a viabilidade econômica do setor, é de vital importância 

que os subprodutos gerados sejam aproveitados. Novas aplicações para a glicerina bruta têm 

sido estudadas, como por exemplo, a produção de hidrogênio e álcoois, uso como aditivos para 

combustíveis automotivos e aplicação na alimentação animal, a qual se destacou (LEONETI; 

ARAGÃO-LEONETI; BORGES de OLIVEIRA, 2012).  

 

 

2.3.1. Aplicação na alimentação de ruminantes 

 

A inclusão de subprodutos como ingrediente alimentar na dieta de ruminantes é atrativa 

sob o ponto de vista econômico, uma vez que os gastos com alimentação estão compreendidos 

em torno de 30 a 70% (CÂNDIDO et al., 2008); e os subprodutos da cadeia do biodiesel, como 

farelos e tortas, são bastante interessantes (ABDALLA et al., 2008). Entre os cereais 

comumente utilizados na alimentação animal, o milho tem sofrido variações de preço 

principalmente nos Estados Unidos, pois além da alimentação, ele é utilizado na produção de 

etanol (USDA, 2014).  

Considerando que a glicerina poder substituir, parcialmente os ingredientes à base de 

amido (SANTOS, 2013), ela se torna uma opção de menor custo comparado às fontes 
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usualmente utilizadas (MACH; BACH; DEVANT, 2009). Além de ser interessante 

economicamente, a glicerina apresenta importância ambiental por sua tendência a diminuir a 

produção de metano proveniente da fermentação ruminal (SANTOS, 2013), uma vez que a 

“fração” glicerol tende à produção de propionato (KREHBIEL, 2008). 

 

 

2.4. Metabolismo do glicerol em ruminantes 

 

Os tecidos e o estado nutricional do animal são variáveis que podem orientar o destino 

do glicerol no organismo, sendo que, ele tanto pode entrar no processo de gliconeogênese e 

produzir glicose, quanto produzir energia na via glicolítica ou então, ser utilizado na lipogênese 

(MENTEN; MIYADA; BERENCHTEIN, 2009). Os órgãos fundamentais que atuam em seu 

metabolismo são os rins e o figado (LENG, 1970).  

Quando o glicerol é ingerido pelos ruminantes, aproximadamente 13% desaparecem por 

passagem com a digesta, 43% são absorvidos pelo epitélio ruminal e 44% sofre fermentação. 

Estudos in vitro apontam que entre as principais bactérias que atuam na fermentação do glicerol 

estão as espécies Selenomonas, produzindo lactato, succinato, acetato e propionato 

(KREHBIEL, 2008). A maior parte do propionato produzido segue para a gliconeogênese para 

a síntese de glicose (YOST et al., 1977).   

Schröder e Südekum (1999) investigaram o efeito de glicerol e glicerina de média e 

baixa pureza na dieta de ruminantes e observaram que houve aumento na produção de 

propionato e diminuição de acetato para estas dietas comparadas ao controle. Normalmente, a 

maior produção de propionato e diminuição de acetato pode reduzir a produção de metano 

(GARCIA-LOPEZ et al., 1996). 

Já a fração de glicerol que foi absorvida pelo epitélio ruminal segue para o fígado e com 

a ação da enzima glicerol quinase, ele é convertido em glicerol 3-fosfato (KREHBIEL, 2008). 

A partir de então, o glicerol-3-fosfato pode se converter a dois intermediários na formação de 

glicose, a diidroxiacetona fosfato e gliceraldeído-6-fosfato (PATSOURIS et al., 2004).  

Quando há excesso de energia no organismo, os ruminantes armazenam no tecido 

adiposo para utilização posterior, a partir de sua mobilização, num processo conhecido como 

hidrólise (PALMQUIST; MATTOS, 2011). Neste processo, o glicerol é liberado na corrente 

sanguínea (VAN SOEST, 1994) e pode atuar como precursor gliconeogênico (CHUNG, 2007). 

Assim, a produção máxima de glicose a partir do glicerol depende da taxa lipólise do tecido 
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adiposo, que ocorre em função da taxa de utilização dos ácidos graxos livres que foram 

liberados da gordura (LENG, 1970). 

 

 

2.5. Glicerina bruta na alimentação 

 

O glicerol é reconhecido pelo Código de Regulações Federais dos Estados Unidos como 

seguro para a alimentação animal quando utilizado de acordo com critérios de as boas práticas 

de fabricação ou práticas alimentares (FDA, 2006). No Brasil, sob a Resolução 386 de 1999 o 

glicerol com INS 422 está incluído entre os aditivos alimentares permitidos (ANVISA, 1999).  

Leão et al. (2012) incluíram a glicerina bruta em dietas de ruminantes e observaram que 

em até 24% da matéria seca total a glicerina bruta (0,01% de metanol) pode ser utilizada sem 

apresentar alterações no desempenho ou toxidez. Outros estudos quanto ao emprego de 

glicerina sob sua forma bruta na nutrição animal vêm sendo realizados, como por exemplo na 

alimentação de frangos (CERRATE et al., 2006; LAMMERS et al., 2008), suínos (ZIJLSTRA 

et al., 2009) e cordeiros (GUNN et al., 2010; SANTOS, 2013; LAGE et al., 2014).  

Apesar do atendimento aos critérios que caracterizam a glicerina pura (glicerol) como 

“grau alimentício” indicarem a segurança de sua utilização, a glicerina bruta, entretanto, não 

segue esses parâmetros e pode conter contaminantes como o metanol, que deve estar presente 

em níveis inferiores a 0,5% (DONKIN, 2008).  

Segundo Leão et al., (2012) o Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento 

(MAPA) estabeleceu a utilização em teor máximo de inclusão de glicerina bruta em até 12% 

da matéria-seca nas dietas de animais de produção, considerando a ausência de estudos quanto 

a níveis seguros metanol.  

Em documento emitido pelo Food and Drugs Administration (FDA) consta que o 

metanol em concentrações superiores a 0,015% pode ser considerado inseguro para uso na 

alimentação animal (FDA, 2014). Em contrapartida, o Agence Française de Sécurité Sanitaire 

des Aliments (AFSSA, 2007) sugere o nível de segurança de até 0,5% de metanol como 

matéria-prima para a alimentação animal, considerando a substituição de no máximo 10% de 

glicerina bruta em dieta padronizada com 88% de matéria seca. 

O Office of the Texas State Chemist (OTSC) emitiu em 2008 um memorando a cerca 

da concentração de metanol na dieta de animais não ruminantes, o qual não deve ser superior a 

1% na glicerina bruta considerando a inclusão de até 10%. Já para os ruminantes, apesar de o 

metanol ser produzido naturalmente durante o processo digestivo e destes animais possuírem 
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capacidade de tolerar níveis maiores do que os recomendados pelo FDA, a concentração de 

metanol também não deve exceder 1% na glicerina bruta. 

Por outro lado, a concentração de metanol na glicerina bruta proveniente das indústrias 

não é padronizada. Em estudos com glicerina bruta na alimentação animal a concentração de 

metanol variou em níveis como 0,009% (GUNN et al., 2010); <0,01% (PARSONS; SHELOR; 

DROUILLARD, 2009); 0,33% (FRANÇOZO et al., 2013); 1,79, 2,23 e 3,10% (JUNK; 

BATAL, 2011), 5,73% (MENESES et al., 2014); 8,7% na glicerina bruta (LAGE et al., 2014), 

sendo ainda que em alguns estudos o metanol não foi determinado (GUERRA et al., 2011; 

PELLEGRIN et al., 2013). Assim, a quantificação de metanol na glicerina bruta utilizadas em 

dietas de animais nem sempre é analisada (KERR, 2007; GOTT, 2009). 

De acordo com Dasari (2007), em monogástricos, o metanol é metabolizado à ácido 

fórmico e formaldeído no fígado pela ação da enzima desidrogenase alcoólica causando a 

destruição do nervo óptico e em consequência, a cegueira nos animais. Segundo Kerr et al. 

(2007), dentre outros efeitos tóxicos, estão a acidose metabólica grave, vômito, depressão no 

sistema nervoso central e doença de Parkinson.  

Perante as informações apresentadas, é possível observar que existe uma divergência 

entre os níveis de metanol aceitáveis tanto para animais ruminantes, quanto para não 

ruminantes, sendo de interesse a padronização dos limites. No item seguinte (2.6.) são 

apresentados estudos sobre os possíveis destinos do metanol no organismo de ruminantes.  

 

 

2.6.  Metanol no organismo de ruminantes 

 

Em ruminantes, o metanol é produzido naturalmente como resultado da hidrólise de 

substâncias pécticas no rúmen (POL; DEMEYER, 1988). Em um estudo in vitro, Vantcheva, 

Prodhan e Hemken (1970) observaram que certos microrganismos podem produzir metanol a 

partir da pectina, e essa produção é favorecida com aumento de pH e com aumento da 

temperatura do meio, comparando a temperatura ambiente e a temperatura do rúmen, 39 ºC.  

Pol e Demeyer (1987) realizaram experimento in vitro com a adição de metanol em 

ovinos adaptados à alimentação com pectina. Os autores constataram que o metanol foi 

convertido a metano, não havendo diferenças nas proporções molares de ácidos graxos de 

cadeia curta. Czerkawski e Breckenrise (1971) estudaram a infusão de metanol in vitro e 

também observaram aumento da produção de metano, sendo que existiu a conversão para 

formato e relação direta entre essa oxidação e a produção de metano.  
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A infusão ruminal de metanol em níveis crescentes, não apresentou diferenças na 

concentração total de ácidos graxos de cadeia curta (AGCC), contudo, à medida que maiores 

concentrações de metanol foram adicionadas, houve uma tendência à redução na proporção 

molar do propionato e aumento para o butirato (WINSKO et al., 2011).  

De acordo com alguns pesquisadores, a bactéria metanogênica Methanosarcina barkeri, 

pode crescer em meio contendo metanol, bem como metabolizá-lo a metano como produto final 

(SMITH; MAH, 1978; NEUMANN; WEIGAND; MOST, 1999). A Eubacterium limosum 

encontrada no rúmen de ovelhas é capaz de utilizar metanol como fonte de energia e produzir 

acetato e butirato (GENTHNER; DAVIS; BRYANT, 1981).  

No caso dos ruminantes, apesar de alguns microrganismos serem capazes de 

metabolizar o metanol produzido pela degradação da pectina, segundo Styler (1976), se houver 

excesso de pectina na ração é possível que ocorra um efeito tóxico devido à produção do 

metanol. No entanto, o feito do excesso de metanol para os ruminantes não é totalmente 

conhecido (WINSKO et al., 2011).   

Em 1982, foi detectada a presença de metanol no rúmen de bovinos encontrados mortos 

próximos a uma estação de bombeamento de óleo. Houve suspeita de que os animais quebraram 

a cerca que isolava o local, colidindo com um tambor de 200 litros de metanol. Os animais 

apresentaram lesões no trato gastrintestinal, sangue no fluido do cólon e íleo, alteração na cor, 

coagulação sanguínea e antes da morte, com indício de vómito antemortem (ROUSSEAUX; 

AUDETE; ELLEFSON, 1982). Assim, níveis seguros de metanol na glicerina bruta como 

alimento para os ruminantes precisam ser estabelecidos (HAAG, 2007). 

 

 

2.7. Técnica de cromatografia gasosa (CG) 

 

A cromatografia é uma técnica analítica de fácil separação, identificação e quantificação 

de compostos, podendo ser acoplada a outros métodos instrumentais de análise. Basicamente, 

a cromatografia consiste num método físico-químico em que ocorre a separação dos analitos de 

uma mistura por meio da distribuição desses analitos em duas fases, estacionária e móvel. Cada 

analito interage com a fase estacionária em tempos característicos, resultando em sua separação 

(COLLINS, BRAGA; BONATO, 2009). 

Existem diversas técnicas cromatográficas, as quais dependem das características da 

amostra, mas as mais utilizadas atualmente são a Cromatografia Líquida de Alta Eficiência 
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(HPLC) utilizada para análise de compostos solúveis na fase móvel e Cromatografia Gasosa 

(GC) para compostos voláteis e termicamente estáveis (COLLINS, BRAGA; BONATO, 2009).  

A quantificação de metanol em amostras de biodiesel é realizada usualmente 

empregando o método da Comunidade Europeia EN 14110 por meio da técnica de 

cromatografia gasosa (EUROPEAN COMMITTEE FOR STANDARDIZATION, 2003). Na 

cromatografia gasosa, a amostra é injetada em uma coluna cromatográfica e, então, vaporizada 

devido às temperaturas do injetor e da coluna. Na coluna, os analítos presentes são separados 

por interação diferencial com a fase estacionária e com o auxílio de detector presente na saída 

da coluna, os analítos podem ser detectados e quantificados. Esta técnica possui alto poder de 

resolução e rapidez na análise, porém muitas vezes é necessário o preparo da amostra, que pode 

ser longo e complexo (BONATO, 2009).  

Diversos trabalhos apresentam a quantificação de metanol em glicerina bruta por 

cromatografia gasosa (GOTT, 2009; HANSEN et al., 2009; GUNN et al., 2010). Em outros, os 

pesquisadores encontraram dificuldade estabelecer a metodologia com resultados satisfatórios 

na análise de metanol em glicerina bruta utilizando a mesma técnica, sendo necessário adequar 

o método (SILVA et al., 2011; SEQUINEL, 2013).  

A confiabilidade dos dados obtidos a partir de um método de análise pode ser obtida na 

validação analítica (SKOOG; HOLER, 2006). A validação consiste basicamente, em uma série 

de testes a fim de averiguar os pressupostos em que o método se fundamenta, a fim de confirmar 

se o método é apropriado para uma finalidade específica. Entre os parâmetros avaliados em 

uma validação estão a linearidade, limite de detecção (LD) e quantificação (LQ), precisão e 

recuperação (THOMPSON; ELLISON, WOOD, 2002).  

A linearidade de um método indica o quão proporcional é o resultado obtido em relação 

à quantidade do analíto presente na amostra dentro de uma faixa específica, sendo linear quando 

r2 ≥ 0,99. Já o LD se refere à quantidade mínima em que o analíto pode ser detectado em uma 

análise, inequivocadamente, enquanto que o LQ é a menor concentração em que este pode ser 

quantificado, considerando a exatidão e a precisão aceitáveis (ANVISA, 2003). 

A exatidão é o parâmetro que indica o quanto o valor medido se aproxima da 

concentração verdadeira, sendo associada com a recuperação do analíto pelo método utilizado 

(FAO, 1997), enquanto que, a precisão mede o quanto os resultados de uma amostra analisada 

repetidas vezes (num curto intervalo de tempo) se aproximam entre si (ANVISA, 2003). 

O efeito matriz prediz a influência de outros compostos presentes na amostra, atuando 

de modo independente do analíto (International Organization for Standardization - ISO 

15194:2009). Entre algumas das consequências do efeito matriz sobre a análise estão a 
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imprecisão dos resultados, aumento da linha de base e aumento ou decréscimo de sensibilidade 

(GHOSH et al., 2010). 
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3 Otimização de metodologia por GC – FID para análise de metanol em glicerina bruta 

 

Resumo 

 

A glicerina bruta proveniente da produção do biodiesel é um ingrediente economicamente 

atrativo quando incluído na dieta de ruminantes, podendo substituir, parcialmente, substancias 

a base de amido. No entanto, ela apresenta resíduos de metanol e pode ser nocivo ao animal 

quando ingerido. A metodologia EN 14 110 da União Europeia para determinar metanol em 

biodiesel por Cromatografia Gasosa (GC) foi otimizada para determinar metanol em glicerina 

bruta. A extração foi realizada por meio da técnica de “headspace”, depois da homogeneização 

da amostra por sonicação. Foi utilizado um cromatógrafo gasoso Shimadzu modelo GC 2014 

equipado com um detector de ionização de chamas (FID) e uma coluna Stabilwax column 15 

m x 0.53 mm x 1 mm. O método demonstrou-se linear r2 ≥ 0,99. O limite de detecção (LD) e 

quantificação (LQ) foram 0,015 e 0,031%, respectivamente. Não foi observado efeito matriz 

(4,36%).  A precisão foi entre 2,09% (0,05) e 2,39% (0,5) nestes dois níveis testados. As 

concentrações de 0,05%, 0,2% e 0,5% (m/m) apresentaram recuperações de 88%, 95% e 91%, 

respectivamente. O método proposto foi adequado para a detecção e quantificação de metanol 

em amostras de glicerina bruta a partir da produção do biodiesel e, conformidade para detectar 

o limite máximo de metanol na glicerina bruta para alimentação recomendado pelo Food and 

Drugs Administration (FDA), de 0,015%.  

 

 

Palavras-chave: Biodiesel. Metanol. Nutrição animal. Subproduto. Validação. 
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Abstract 

 

The crude glycerin from the biodiesel production is an economically attractive ingredient when 

included in the diet of ruminants. It can partly replace starch-based substances. However, it 

contain residual methanol that can be harmful to animal when it is ingested. The methodology 

of the European Union “EN 14110” for determining methanol in biodiesel by Gas 

Chromatography (CG) was optimized for crude glycerin. The extraction was performed by 

headspace technique, after homogenization of the sample by sonication. A CG Shimadzu CG-

2014 equipped with a flame ionization detector (FID) and a Stabilwax column 15 m x 0.53 mm 

x 1 mm was used. The method was linear ≥ 0.99. The limit of detection (LOD) and 

quantification (LOQ) were 0.015 and 0.031%, respectively. No significant matrix effect 

(4.36%) was observed. Precision was between 2.09% (0.05) and 2.39 % (0.5) in two levels 

tested. The concentrations 0.05%, 0,2% and 0.5% (w/w) showed recovery level of 88%, 95% e 

91% respectively. The method proposed was suitable for detection and quantification of 

methanol in samples of crude glycerin from biodiesel production and LOD complies with 

maximum limit of methanol in crude glycerin feed recommended by Food and Drugs 

Administration (FDA) of 0.015%. 

 

 

Keywords: Animal nutrition. Biodiesel. By-product.  Methanol. Validation. 
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3.1. Introdução  

 

A glicerina bruta é obtida como subproduto da produção do biodiesel, representando 

cerca de 10% (m/m) do produto final (KARINEN; KRAUSE, 2006). Embora a glicerina pura 

tenha aplicação nas indústrias farmacêutica, alimentícia, cosmética e outras, o processo de 

purificação tem alto custo e normalmente a glicerina em sua forma bruta possui baixo valor 

agregado para os pequenos produtores (DASARI, 2007). A composição da glicerina depende 

das características dos compostos usados no processo de produção do biodiesel na indústria 

(YANG et al., 2012), mas o metanol e o sabão são os principais contaminantes (PYLE; WEN 

GARCIA, 2008). 

Na alimentação animal, o uso da glicerina como ingrediente energético tem atraído 

atenção tanto pelo aumento no preço de outros ingredientes tradicionais como o milho, assim 

como a disponibilidade de glicerina bruta proveniente da crescente demanda da produção do 

biodiesel (YANG et al., 2012). Vários estudos têm demonstrado que o uso do glicerol presente 

na glicerina bruta como precursor de glicose na alimentação de ruminantes a torna um bom 

ingrediente para a alimentação (SCHRÖDER; SÜDEKUM, 1999; LOMANDER et al., 2012).  

No entanto, um documento elaborado pelo Food and Drugs Administration (FDA) 

adverte que níveis de metanol acima de 150 ppm (0,015%) na alimentação animal pode 

representar riscos para o organismo (FDA, 2014). Um relatório publicado em 1982, notificou 

suspeita de envenenamento de gado por metanol. Os animais apresentaram evidência de 

vômitos antes da morte, lesões graves no trato gastrointestinal e sangue no cólon e íleo, e 

alterações da coagulação sanguínea e cor. O nível de metanol no fluido do rúmen foi de 

aproximadamente 3,70 mg mL-1  (ROUSSEAUX; AUDETE; ELLEFSON, 1982). 

A quantificação de metanol em amostras de biodiesel tem sido realizada por técnicas de 

cromatografia em fase gasosa. A norma europeia EN-14110 fornece uma boa ferramenta para 

análise da qualidade do biodiesel, no entanto, a quantificação deste composto em glicerina bruta 

não é descrita neste método. Este estudo teve como objetivo otimizar o método original "EN 

14110" de quantificação de metanol em biodiesel para quantificar metanol na matriz de 

glicerina bruta, possibilitando a medição prévia deste contaminante antes da sua utilização na 

alimentação animal. 
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3.2. Materiais e Métodos 

 

 

3.2.1. Reagentes e Equipamentos 

 

Foi utilizado um cromatógrafo de gasoso Shimadzu "GC 2014" equipado com um 

detector de ionização de chama (FID) e uma coluna Stabilwax 15 m x 0,53 mm x 1 mícron. 

Banho-maria THELCO modelo 85 (Tecnal, Piracicaba, SP); estufa Retilínea (Fanem LTDA, 

Brasil); seringa para gases Gas Hamilton Syringe Sample Lock (Sync, Brasil), ultrassom QH 

Kerry (Catel, Piracicaba, SP). Metanol grau analítico HPLC (J.T. Baker®) e 2-propanol grau 

analítico (Sigma-Aldrich®, Brasil). A glicerina pura 99% (glicerol) foi obtida da Sigma-

Aldrich® (Brasil) e utilizada como "branco" para validação do método. 

 

 

3.2.2. Condições do GC-FID 

 

Como gás de arraste foi utilizado o gás hélio (He) com fluxo constante de 7,7 mL min1 

com make-up de 3 mL min-1. A temperatura do injetor e do detector foram de 100 e 250 °C, 

respectivamente. Foi realizada uma programação de temperatura do forno da coluna, que 

iniciou a 40 °C permanecendo por 1,20 minutos, posteriormente aumentando a uma taxa de 20 

°C min-1 até 50 °C quando permaneceu por 2,30 minutos. O tempo total da corrida foi de 4 

minutos. O volume de injeção foi 100 µL. Foi utilizado o software "GC Solution" para aquisição 

de dados. 

 

 

3.3.3. Soluções de calibração 

 

 Inicialmente, o mesmo procedimento apresentado no método EN 14110 quanto ao 

preparo de três soluções de calibração, extração do metanol e do padrão interno, injeção e 

checagem dos fatores de calibração foi utilizado.  

Foi realizado, inicialmente, o preparo da solução de calibração de maior concentração 

(0,5%) adicionando metanol em um balão volumétrico contendo glicerol (glicerina pura), e 

homogeneizada manualmente. Em seguida, esta solução foi diluída para se obter a segunda 

solução de calibração, na concentração de 0,1%. A partir desta, foi obtida igualmente por 
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diluição, a terceira solução de calibração (0,01%). Então 5g de cada uma das soluções 

preparadas eram transferidas para seus respectivos vials e adicionado o padrão interno (2-

propanol). A homogeneização era realizada por agitação manual e, a extração por headspace, 

onde os vials permaneciam em banho maria a 80ºC durante 45 minutos. Com uma seringa a gás 

aquecida a 60ºC a amostra era coletada e injetada no sistema cromatográfico e então, se obtinha 

o fator de calibração para cada concentração (Fc) (item 3.3.5.). A partir disso, foi calculado o 

coeficiente de variação (CV) entre os Fc, o qual deveria estar em até 15% como critério de 

aceitação. Porém, os valores obtidos eram superiores.  

O alto CV foi creditado à insuficiência na homogeneização do metanol e do padrão 

interno adicionados ao glicerol na solução mais concentrada, de 0,5%, uma vez que as soluções 

seguintes (0,1% e 0,01%) foram obtidas por diluições. Assim, foram realizados testes para 

otimização da homogeneização do preparo das soluções de calibração do método EN 14110.  

 

 

3.3.4. Preparo das soluções de calibração 

 

Como descrito brevemente no item anterior (3.3.3.) foram preparadas três soluções de 

calibração de forma sequencial, ou seja, a partir de diluições sucessivas. A solução mais 

concentrada "A" (0,5%) foi preparada adicionando 200 µL de MeOH em um balão (25 mL), 

cujo volume final foi completado com glicerol. Para obter a solução "B" (0,1%), foi realizada 

uma diluição da solução A por pesagem, considerando a densidade do glicerol, onde foram 

pesados 6,25 g de solução "A" em balão volumétrico (25 mL). Da mesma forma, a solução "C" 

(0,01%) foi obtida a partir da solução “B” pesando 1,25 g em balão volumétrico (10 mL). As 

soluções foram homogeneizadas imediatamente após o preparo, como descrito no próximo item 

(3.3.4.1.).  

 

 

3.3.4.1. Homogeneização 

 

Para evitar a perda do metanol para o ambiente via evaporação, os balões foram selados 

com parafilme após completar o volume com glicerol, agitados manualmente e colocados em 

banho de ultrassom com gelo durante três minutos. Como após a sonicação sob gelo houve 

aparentemente uma mudança na viscosidade da solução, o balão contendo a solução foi imerso 

em água corrente durante um minuto, a fim de que a solução alcançasse, visualmente, a 

viscosidade inicial.  
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Esse procedimento foi adotado para evitar perdas diferenciadas de metanol entre os 

preparos das soluções (pesagem), que poderiam ser proporcionadas pela alteração no 

escoamento da solução entre as diluições. Além disso, a glicerina transferida poderia conter 

metanol distribuído heterogeneamente na solução, proporcionando um possível aumento do CV 

e erros nas concentrações de metanol desejadas nas soluções diluídas.  

Foram transferidos cinco gramas das soluções de calibração preparadas para vials de 20 

mL e, para testar a metodologia padrão, foram pipetados em cada vial, cinco µL de 2-propanol 

como padrão interno. Os vials foram vedados com parafilme e mantidos em banho de ultrassom 

com gelo durante três minutos para a homogeneização do padrão interno na solução.  

 

 

3.3.4.2. Extração metanol 

 

A extração de metanol foi realizada por meio da técnica de headspace utilizando banho-

maria a 80 ° C durante 45 minutos. Foram coletados 100 µL do conteúdo evaporado com uma 

seringa para gases pré-aquecida em estufa a 60 °C e esse volume foi injetado manualmente no 

sistema cromatográfico. 

 

 

3.3.5. Critério para aceitação do método 

 

Com objetivo de verificar a adequação da extração e das condições cromatográficas 

segundo método EN 14110, foram calculados os fatores de calibração das três soluções. Como 

critério para aceitação, o CV entre os fatores deve ser de até 15%. O cálculo dos fatores de 

calibração foi realizado conforme descrito na Equação 1: 

 

                                       𝐹𝑐 =  
𝐶𝑚 .  𝑆𝑡

𝐶𝑖 .  𝑆𝑚
                           (Equação 1) 
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 Onde: 

 Fc = Fator de calibração; 

 Sm = Área do pico de metanol;  

 Ci = Concentração do 2-propanol adicionada de 0,0785 (%);  

 St = Área do pico do 2-propanol. 

 

3.3.5.1. Quantificação de metanol em amostra industrial 

 

Depois de checar o CV entre os fatores de calibração, o metanol foi quantificado (Cm) 

em uma amostra de glicerina bruta obtida na indústria. Três replicatas foram coletadas, 

extraídas e injetadas em triplicata. O cálculo foi realizado de acordo com método EN 14110 

(Equação 2). A determinação do teor de metanol em uma amostra industrial foi realizada a fim 

de ser obtido o intervalo de trabalho para a construção da curva analítica.  

 

 (Equação 2) 

 

 

Onde: 

Cm = Concentração do metanol (%);  

St = Área do pico de 2-propanol; 

 Ci = Concentração do 2-propanol (%);  

Sm = Área do pico de metanol.  

  

 Após ser obtida a concentração na amostra industrial, utilizada como referencial para a 

construção da curva analítica, a validação do método foi realizada.  

 

 

3.3.6. Validação do método 

 

Os parâmetros de validação foram: linearidade, limite de detecção (LD) e quantificação 

(LQ), exatidão (recuperação), precisão (repetibilidade) e efeito matriz.  

A linearidade foi determinada por meio de uma curva analítica do metanol em glicerol 

(considerado como solvente), adicionado em 7 níveis: 0; 0,01; 0,05; 0,1; 0,2; 0,3 e 0,5%, sendo 

considerada linear quando r2 ≥ 0,99 (ANVISA, 2003).  



50 

Considerando a ausência de uma amostra de glicerina bruta isenta de metanol residual, 

uma glicerina bruta da indústria de biodiesel, foi pré-aquecida durante 120 minutos a 100ºC 

para que o metanol residual evaporasse e ela pudesse ser usada para construir uma segunda 

curva, para determinação do efeito matriz, com os mesmos níveis da curva em solvente 

(glicerol). O efeito da matriz foi calculado a partir dos declives das curvas utilizando a equação 

3 (ECONOMOU et al., 2009): 

 

C% = 100 .  (1- 
𝐼𝑛𝑐𝑙𝑖𝑛𝑎çã𝑜 𝑑𝑎 𝑐𝑢𝑟𝑣𝑎 𝑛𝑎 𝑚𝑎𝑡𝑟𝑖𝑧

𝐼𝑛𝑐𝑙𝑖𝑛𝑎çã𝑜 𝑑𝑎 𝑐𝑢𝑟𝑣𝑎 𝑛𝑜 𝑠𝑜𝑙𝑣𝑒𝑛𝑡𝑒
 )  (Equação 3) 

 

Para obter o limite de detecção (LD), foi realizada a extração utilizando glicerol como 

branco. A partir dos cromatogramas emitidos, o ruído foi obtido por meio da integração da área 

do pico registrado proximo ao tR do metanol, entre de 2,0 e 2,4 minutos. O LD foi obtido como 

sendo duas vezes a área do pico do ruído, onde a concentração foi obtida utilizando a curva 

analítica em solvente. O limite de quantificação (LQ) foi considerado como sendo 3 vezes a 

concentração do LD (INTERNATIONAL CONFERENCE ON HARMONISATION OF 

TECHNICAL REQUIREMENTS FOR REGISTRATION OF PHARMACEUTICALS FOR 

HUMAN USE – ICH, 1994; ROMERO, 2007)  

A exatidão foi avaliada por meio de testes de recuperação, com a adição 0,5% de 

metanol, em 4 replicatas. Para verificar o comportamento da recuperação em níveis mais baixos, 

foram realizados testes com adição de 0,05 e 0,2% de metanol, adicionados em glicerol, os 

quais foram pipetados diretamente nos vials, homogeneizados (conforme descrito no item 

3.3.5.) e injetados. Os resultados foram obtidos por meio da razão entre a concentração medida 

pela concentração teórica como apresentado na Equação 4 (RIBANI et al., 2007): 

 

R (%) = 
Concentração medida

Concentração teórica
 . 100   (Equação 4) 

 

A precisão foi calculada pela repetibilidade, obtida a partir do desvio padrão relativo 

(RSD) das injeções. A repetibilidade foi avaliada em dois níveis, onde, dois vials foram 

preparados com concentrações de 0,05 e 0,5% e injetados 7 vezes (RIBANI et al., 2004).  
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3.4. Resultados e Discussão 

 

3.4.1. Separação cromatográfica  

 

O tempo de retenção (tR) do metanol e do padrão interno, 2-propanol foram 2,32 e 2,65 

minutos, respectivamente. O tempo total de corrida foi de quatro minutos, portanto, o método 

otimizado demonstrou ser mais rápido que a metodologia EN 14110. Na Figura 3.1., o 

cromatograma obtido na metodologia otimizada é apresentado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.1 - Cromatograma dos picos de metanol e 2-propanol saindo a 2,32 e 2,65 minutos, 

respectivamente 

 

Além do tempo de análise, outro fator importante na otimização de um método 

cromatográfico é a resolução (Rs). A resolução se refere a quão separados estão dois picos 

consecutivos (ARAGÃO et al., 2009). Segundo Collins, Braga e Bonato (2006), a resolução 

mínima aceitável para a quantificação em um método é de 1,25, sendo que o valor de 1,5 indica 

a completa separação dos analítos. No método otimizado neste estudo, a resolução entre o 

metanol e o 2-propanol foi de 1,8, apresentando, portanto, uma boa separação.  

 

 

3.4.2. Otimização da homogeneização 

 

O critério de aceitação do método oficial, consiste na obtenção do CV dos fatores de 

calibração até 15% (EUROPEAN COMMITTEE FOR STANDARDIZATION, 2003) . No 
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entanto, nos testes iniciais, o preparo das soluções foi realizado conforme descrito no método 

original, a partir das diluições sequenciais, com agitação vigorosa mas não foram obtidos 

valores satisfatórios, alcançando valores de até 30%, apesar da boa separação entre os picos.  

Essa dificuldade em atingir um CV adequado entre as soluções pode ter sido 

consequência de uma homogeneização insuficiente no preparo das soluções, ocasionada pela 

diferença de viscosidade entre o biodiesel e a glicerina.  

Sequinel (2013) também encontrou percalços trabalhando com o método EN 14110 para 

amostras de glicerina, sendo necessário otimizar o método para esta matriz. De forma 

semelhante, Silva et al. (2011) encontraram dificuldades na dispersão do metanol em glicerina 

e optaram por preparar as soluções de calibração em água. Diante disso, foi necessário otimizar 

a homogeneização para as matrizes de glicerol e glicerina bruta.  

A otimização da homogeneização consistiu na inclusão da etapa de sonicação das 

soluções de calibração por três minutos em gelo, em seguida, permanecendo durante um minuto 

em água corrente. Após a transferencia das soluções para vials, elas foram sonicadas por mais 

três minutos com gelo. Depois das modificações, o CV obtido demonstrou a adequação da 

metodologia, segundo o EN 14110 (Tabela 3.1.).  

 

Tabela 3.1 - Fatores de calibração, média e coeficiente de variação das soluções de calibração 

Concentração 

% 

Fatores de 

calibração 
Média Desvio padrão CV% 

0,01 3,01 

2,81 0,1806 6,43 0,1 2,73 

0,5 2,68 

 

De acordo com o Comitê Europeu de Normalização, a viscosidade do biodiesel situa-se 

entre 3,50 – 5,0 mm2/ s (LOBÔ et al., 2009), enquanto a viscosidade da glicerina bruta está em 

torno de 44.38 mm2/ s (PATZER et al., 2007). Assim, é possível que a dificuldade na dispersão 

do metanol na glicerina possa estar relacionada com essa diferença na viscosidade 

(COUTINHO et al., 2002).  

Deste modo, o intuito da inclusão da etapa com sonicação por ultrassom foi melhorar a 

dispersão do metanol na glicerina, considerando que a agitação das moléculas proporcionada 

pelo ultrassom tem a ação de melhorar a uniformidade na distribuição da massa (OHSAKA et 

al., 2010).  
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A partir da hipótese de que a sonicação poderia favorecer a volatilização do metanol 

pelo aquecimento do vidro e metal da tampa do vial, foi realizada a inclusão de gelo na água 

do aparelho de ultrassom. De fato, nos testes iniciais foram observadas discrepâncias entre os 

fatores de calibração e que as tampas se aqueciam, o que poderia ter favorecido uma certa 

volatilização do metanol, ainda que o vial estivesse vedado com parafilme. 

 

3.4.3. Quantificação de metanol em amostra industrial  

 

 A amostra de glicerina bruta obtida de uma indústria de biodiesel foi analisada conforme 

a EN 14110 para determinar a concentração de metanol (Tabela 3.2.). A parir do valor 

encontrado, foram estabelecidos os pontos da curva analítica. 

 

Tabela 3.2 - Quantificação de metanol nas replicatas de uma glicerina bruta (GB) e média dos 

valores (%) 

 

 

 

 

 

 

 

3.4.4. Validação do método 

 

A linearidade obtida por meio da curva analítica no solvente (glicerol) nas 

concentrações de 0 a 0,5% de metanol demonstrou um bom coeficiente de correlação (r2) = 

0,996, sendo linear quando r2  ≥ 0,99 (ANVISA, 2003). 

Os pontos da curva analítica foram selecionados tendo referência de ponto mínimo o 

valor de 0,015% de metanol, descrito pelo FDA como limite para a presença deste contaminante 

na alimentação animal. Segundo a literatura disponível, foram obtidos teores de metanol desde 

<0,01 até 1,15% em amostras de glicerina bruta nos Estados Unidos (DASARI, 2007). No 

Brasil, entretanto, foram encontrados teores de metanol de 0,33% a 8,66% (LAGE et al., 2010; 

BARROS, 2012; FRANÇOZO et al., 2013). 

Da mesma forma, a curva na matriz (glicerina bruta) também apresentou boa linearidade 

nas mesmas faixas de concentração (r2) = 0,994. 

Amostra 

industrial de 

GB 

Concentração 

(%) 
Média 

RSD 

(%) 

1 0,048 

0,045 

 

2 0,039 9,0 

3 0,047  
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 A verificação do efeito matriz foi realizada a partir dos coeficientes angulares das curvas 

no solvente e na matriz. O valor encontrado foi de 4,36%, que é considerado baixo por se situar 

entre a faixa de -20% <% C <20%, portanto, sem influência significativa sobre a exatidão da 

metodologia (ECONOMOU et al., 2009). Na Figura 3.2. são apresentadas as curvas no solvente 

e na matriz. 

  Figura 3.2 - Curvas analíticas no solvente e na matriz 

 

O LD do metanol foi 0,015% e o LQ foi 0,031%. Assim, o método otimizado 

demonstrou ser eficaz para detectar desde o nível máximo recomendado pelo Food and Drugs 

Administration (FDA, 2014), de 0,015%. 

De acordo com Horwitz (2003) são considerados adequados valores de recuperação 

entre 90 e 105% para adições de 0,5% e 0,2%, ao passo que, para valores mais baixos, como 

0,05%, a faixa aceita situa-se entre 85% a 108%. Foram obtidos 91% para a adição de 0,5%, de 

95% para a adição de 0,2% e de 88%, para 0,05%, assim, todos dentro da faixa de aceitação. 

Pode-se observar que o padrão de aceitação citado não se refere especificamente ao metanol ou 

compostos voláteis, sendo que, as faixas aqui citadas são utilizadas apenas como valor 

referencial. Como alternativa, a confiabilidade dos resultados gerados pode ser obtida a partir 

da inclusão de uma recuperação entre as análises de rotina em batelada (EUROPEAN 

COMMISSION, 2004), o que possibilita a correção das amostras analisadas (THOMPSON et 

al., 1999).  

Quanto à precisão, é considerado como aceitável um RSD de 3,5 e 2,5% para os níveis 

de 0,05 e 0,5% (HORWITZ, 2003). Os valores alcançados para estas duas concentrações foram 

2,39 e 2,09%, sendo, portanto, adequados.  

y = 33217636,3521x - 468356,0363
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3.5. Conclusão 

 

 O método apresentou boa linearidade, precisão, sem interferência significativa do efeito 

matriz e uma redução de 20% no tempo de corrida em relação ao método de referência. O 

método otimizado permite a detecção de metanol no limite recomendado pelo FDA para 

alimentação animal (0,015%), possibilitando seu uso para determinar a qualidade da glicerina 

bruta quanto a este contaminante.    
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4 Aplicabilidade do método na matriz glicerina bruta e potencial para análise em ração 

animal  

 

 

Resumo  

 

Pesquisadores da área de ciência animal têm realizado a quantificação de metanol em amostras 

de glicerina bruta (GB) obtida na produção de biodiesel utilizando a técnica de Cromatografia 

Gasosa. No entanto, esta análise nem sempre é realizada antes da utilização deste subproduto 

nas dietas dos animais. Uma opção prática quanto à análise do metanol na alimentação animal, 

é sua determinação na própria ração. Com este trabalho objetivou-se aplicar o método validado 

no LANA-CENA/USP em amostras de glicerina bruta. Além disso, a mesma metodologia foi 

testada para avaliar possível uso para análise de metanol no concentrado de uma ração 

formulada contendo GB. Foram analisadas três amostras de GB, duas obtidas em indústrias, 

amostras A e B, e uma obtida a partir da produção de biodiesel no laboratório da FATEC, 

amostra C. Para a análise no concentrado da ração, foram feitos três testes com a mesma 

amostra, variando a quantidade de concentrado em teste (CT) utilizada para extração, sendo 5g 

de concentrado (CT1); 1g (CT2) e 1g diluído em 4g de glicerol (CT3). As amostras obtidas na 

indústria apresentaram menores concentrações de metanol, 0,047% (amostra A) e <LQ 

(amostra B), ao passo que a amostra C apresentou 7,9% de metanol. Já nos concentrados, apesar 

da manutenção nos tempos de retenção do metanol e 2-propanol e da resolução, os valores 

obtidos estiveram entre o LD (0,015%) e o LQ (0,031%). O método pode ser aplicado para 

amostras de GB, apresentando bom potencial para a análise do concentrado, desde que o método 

seja adaptado e validado para essa matriz.  

 

 

Palavras-chave: Cromatografia gasosa. Glicerina bruta. Metanol. Ração. Ruminantes.  
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Abstract 

 

Researchers from animal science have performed the quantification of methanol in crude 

glycerin samples (CG) obtained in biodiesel production using the gas chromatography 

technique. However, this analysis is not always performed prior to use of the by-product in the 

animals’s diet. A practical option for analysis of the methanol in the animal’s feed is the 

determination right in the feed. This study aimed to apply the validated method at LANA-

CENA/USP in crude glycerin samples. In addition, the same methodology was tested to assess 

the possibility of applainf it to the concentrate of ration containing CG. Three CG samples were 

analyzed, two obtained in different industries, sample A and sample B, and other obtained from 

the biodiesel production in the laboratory at FATEC, sample C. For the analysis on the feed 

concentrate, three tests were made on the same sample, test varying amounts of concentrated 

used for extraction, 5 g of concentrated (CT1); 1g (CT2) and 1g diluted in 4g of glycerol (CT3). 

The samples obtained in the industry had smaller concentrations of methanol, 0.047% (sample 

A) and <LQ (sample B), while sample C showed 7.9% of methanol. On the other hand, using 

concentrates, despite of observe maintaining the retention time of methanol and 2-propanol and 

resolution, the values obtained were between LD (0.015%) and LQ (0.031%). The method can 

be applied to CG samples. It showed potential for analysis of the concentrate, provided that it 

is adapted and validated for this matrix. 

 

 

Keywords: Gas chromatography. Crude glycerin. Methanol. Feed. Ruminants. 
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4.1. Introdução  

 

A glicerina constitui o principal subproduto gerado durante a produção de biodiesel, em 

proporção aproximada de 10% da massa do óleo. Na alimentação animal, a glicerina bruta (GB) 

pode atuar como fonte de energia, mas é indispensável caracterizá-la antes do uso, uma vez que 

ela apresenta impurezas do processo de produção do biodiesel, como o metanol (THOMPSON; 

HE, 2006; DONKIN, 2008), que pode ser prejudicial para a saúde do animal (KERR, 2007).  

 Além da presença deste contaminante indesejado, é possível observar a existência de 

uma heterogeneidade em relação aos teores de metanol encontrados em amostras de glicerina 

bruta. Estudos relatam teores de 0,009 até 8,7% (PARSONS; SHELOR; DROUILLARD, 2009; 

GUNN et al., 2010; JUNK; BATAL, 2011; FRANÇOZO et al., 2013; LAGE et al., 2014; 

MENESES et al., 2014). Algumas vezes a quantificação do metanol nesta matriz não é realizada 

(KERR, 2007; GOTT, 2009; PELLEGRIN et al., 2013). 

 Tendo em vista a carência de uma padronização e verificação quanto aos teores de 

metanol nas amostras de glicerina bruta disponíveis no mercado, dependendo da concentração 

deste contaminante, a sua utilização para a alimentação pode causar riscos à saúde dos animais. 

De acordo com o United States Environmental Protection Agency (USEPA, 1994) entre os 

efeitos potenciais do metanol na saúde animal estão a acidose metabólica provocada pelo 

acúmulo de ácido fórmico (metabólito), depressão do sistema nervoso central, degeneração no 

cérebro e sistema visual.  

Da mesma forma, não existem relatos sobre a quantificação deste contaminante em 

rações formuladas com a glicerina bruta. Diante disso, objetivou-se com este estudo realizar a 

quantificação dos teores de metanol em amostras de glicerina bruta obtida por processamento 

industrial e laboratorial; testando a  metodologia de “headspace” com sonicação, desenvolvida 

no LANA-CENA/USP para a matriz ração contendo glicerina bruta em sua composição.  

 

 

4.2 Materiais e Métodos 

 

4.2.1. Obtenção das amostras de glicerina bruta e do concentrado presente na ração  

 

Foram analisadas três amostras de glicerina bruta obtidas na produção de biodiesel. 

Duas amostras foram obtidas por doação de indústrias produtoras de biodiesel (amostra A e 

amostra B). Uma amostra de glicerina bruta foi obtida pela produção laboratorial (amostra C) 

de biodiesel utilizando óleo de pinhão-manso (Jatropha curcas). Com a produção do biodiesel 
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em escala laboratorial objetivou a obtenção da glicerina bruta proveniente de uma fonte vegetal 

alternativa à soja, avaliando, assim, a aplicabilidade do método validado nestas amostras. 

O biodiesel foi produzido no Laboratório de Química da Faculdade de Tecnologia do 

Estado de São Paulo (FATEC, Piracicaba) de acordo com Melo et al. (2006), com adaptação na 

temperatura e tempo de incubação. A fração do concentrado foi preparado a partir da mistura 

dos ingredientes, no Laboratório de Nutrição Animal do Centro de Energia Nuclear na 

Agricultura (LANA-CENA/USP, Piracicaba, SP).  

A produção do biodiesel foi realizada a partir da reação de transesterificação pela rota 

metílica (metanol, 99%), sob catálise alcalina (hidróxido de sódio – NaOH). O óleo foi 

inicialmente centrifugado a 10.000 rpm durante 10 minutos para remoção das impurezas 

grosseiras. Em seguida, 448,4 mL de óleo foram aquecidos até 60 ºC em chapa aquecedora, e 

então, foi adicionado 1,5 g de NaOH diluído em 75 mL de  metanol e a mistura foi levada à 

incubadora com agitação de 200 rpm durante 90 minutos, a 55 ºC. Ao término da reação, a 

mistura foi transferida para funil de separação durante 48 horas, para a separação das fases de 

biodiesel e glicerina bruta. 

Para obtenção da matriz ração utilizada na alimentação de ruminantes, a parcela 

contendo glicerina bruta (concentrado), foi preparada procedendo a substituição do milho 

(ingrediente energético), o qual compunha 30% da formulação do concentrado. A fração de 

concentrado foi composta por 60g de glicerina bruta, 30,3g de farelo de soja e 6,7g de mistura 

mineral. Na alimentação de ruminantes a fração concentrado é balanceada com a fração 

volumoso, composta por ingredientes fibrosos, podendo ser utilizada em proporções como 

70:30 (SANTOS, 2013), 50:50 (RODRIGUES et al., 2001), entre outras. Considerando a 

modificação da matriz inicial (glicerina bruta), foram realizados testes na matriz ração em três 

condições para extração do metanol.  

 

 

4.2.2. Extração do metanol em glicerina bruta 

 

 Para a homogeneização e extração das amostras de glicerina bruta, cinco gramas de 

glicerina bruta foram pesados em vials de 20 mL e adicionados 5µL de 2-propanol como padrão 

interno. Em seguida, foi realizada a sonicação em banho de ultrassom com gelo durante três 

minutos, e então, a extração ocorreu com a técnica headspace em banho-maria durante 45 

minutos a 80 ºC. Utilizando uma seringa para gases (aquecida a 60 ºC em estufa), foram 

coletados 100 µL do conteúdo evaporado e injetados manualmente no cromatógrafo gasoso. 
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4.2.3. Extração do metanol em ração 

 

 Para os testes da análise do metanol no concentrado (ração) foram utilizadas diferentes 

massas de ração, considerando como referência a massa utilizada na análise desse contaminante 

na matriz glicerina.   

No primeiro teste (Teste 1), 5 g de ração foram pesados nos frascos e foram adicionados 

5 µL de 2-propanol (padrão interno). No segundo teste (Teste 2), 1g de ração foi utilizado e no 

terceiro (Teste 3), 1g de ração foi pesada juntamente com 4g de glicerol, sendo adicionados 5 

µL de 2-propanol. A diluição do concentrado em glicerol teve por finalidade alcançar uma 

maior proximidade da característica física da glicerina bruta, assim como obter um veículo para 

a condução do calor durante a extração, a fim de auxiliar na evaporação do metanol contido na 

ração em condições similares às encontradas na metodologia para a extração em glicerina bruta. 

A homogeneização e extração foram realizadas seguindo o mesmo procedimento descrito 

anteriormente (4.2.2.).  

 

 

4.2.4. Condições Cromatográficas 

 

A quantificação de metanol foi realizada utilizando um Cromatógrafo à Gás Shimatzu 

modelo “GC 2014”, acoplado à um detector de ionização de chamas (flame ionization detector 

– FID), e uma coluna capilar Stabilwax. Como gás de arraste foi utilizado o gás hélio em fluxo 

constante de 7,7 mL min-1. A programação nas temperaturas da coluna, iniciou a 40 °C durante 

1,20 minutos e subindo até 50 ºC a 20 ºC min-1, permanecendo por 2,30 minutos. As 

temperaturas do injetor e detector foram 100 e 250ºC, respectivamente (Capitulo 3) 
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4.3. Resultados e Discussão 

 

4.3.1. Análise das amostras de glicerina bruta  

 

 As amostras de glicerina bruta A, B e C apresentaram teores de metanol de 0,047, <LQ 

e 7,8% de metanol, respectivamente (Tabela 4.1.).  A amostra C foi inicialmente extraída com 

5g, entretanto, considerando a impossibilidade de quantificação pela curva analítica utilizada, 

devido à alta concentração de metanol na amostra, a amostra foi diluída em glicerol. Foram 

realizadas diluições de 61 e 41 vezes, a parir da pesagem da amostra no vial e adição de glicerol 

até completar os 5g utilizados para a extração. O procedimento de homogeneização e extração 

desta amostra foram realizadas de acordo com o item anterior (4.2.2.).  

 Assim, as amostras foram homogeneizadas, extraídas e injetadas em 3 repetições e o 

CV entre as injeções foi obtido. Os resultados são apresentados na Tabela 4.1.  

 

Tabela 4.1 - Valores de concentrações (%) de metanol em amostras de GB 

 

 

 

 

  

Observa-se que as amostras de glicerina bruta obtidas no processo de produção 

industrial apresentaram menor concentração de metanol, 0,047 e <LQ, comparadas à amostra 

obtida no processo de produção laboratorial, de 7,8%. Estas diferenças podem estar associadas 

às diferentes características entre os processos de produção. Já quanto ao maior CV observado 

na amostra C, a realização de diluição pode ter aumentado a incerteza analítica pela inclusão 

desta nova etapa. 

Segundo Dasari (2007), o metanol não reagido no processo de produção tende migrar 

para a glicerina devido ao seu caráter polar. De acordo com Haas et al. (2006) em algumas 

indústrias é realizada a purificação parcial da glicerina bruta para a recuperação dos reagentes 

utilizados. Considerando que a amostra obtida no laboratório não recebeu nenhum tratamento, 

é possível que ela apresente, portanto, grande parte do metanol não reagido, ao contrário das 

amostras de glicerina bruta industriais, que apresentaram valores mais baixos, sugerindo a 

possível ocorrência de um pré-tratamento realizado nestas indústrias.    

Amostra Concentração (%) CV 

A 

B 

C 

0,047 

<LQ 

7,8 

7,9 

- 

15,2 
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 Tendo em vista que a realização de um tratamento parcial poderia agregar valor a este 

subproduto, esse procedimento seria interessante, não só para a economia das indústrias do 

biodiesel, mas também para sua utilização na alimentação animal, devido à redução dos teores 

de metanol. Por este motivo, Oliveira et al. (2011) ressalta que a maior parte das indústrias 

produtoras de biodiesel tem realizado um pré-tratamento da glicerina bruta para recuperação 

dos reagentes utilizados no processo de produção do biodiesel. Os resultados das análises 

demonstram que o método utilizado para quantificar o metanol neste subproduto poderia 

auxiliar na decisão da melhor forma de sua utilização. 

 

 

4.3.2. Análise de metanol nas amostras de ração  

 

Apesar da análise de metanol em glicerina ser importante em termos qualitativos para 

certificar a inocuidade da alimentação fornecida ao animal, pode ocorrer perdas deste 

contaminante por evaporação durante o preparo da ração, que proporcionariam uma 

superestimativa da concentração teórica do metanol contido na ração. Desta forma, a 

quantificação do metanol contido na ração poderia permitir a obtenção do teor mais exato deste 

contaminante presente na alimentação animal.  

 Utilizando a mesma metodologia para análise de metanol em glicerina bruta para a 

análise das rações, nos cromatogramas foram obtidos dois picos, sendo um correspondente ao 

pico do padrão interno adicionado (2-propanol), para o qual não houve alteração no tempo de 

retenção (tR) de 2,65 minutos em relação ao mesmo padrão interno adicionado na análise de 

glicerina bruta. Houve também o registro de picos no tR do metanol (2,32) obtidos em de 2,34; 

2,33 e 2,33 minutos, para cada um dos testes realizados (Figura 4.1.). 

Observa-se que apesar dos cromatogramas obtidos terem apresentado algumas 

perturbações na linha de base para esta matriz, isso não interferiu na resolução dos picos do 

padrão interno nem do analíto de interesse (Rs média = 1,78 e faixa entre replicatas = 1,73 - 

1,84), demonstrando que a metodologia foi adequada para a detecção e quantificação de 

metanol nesta matriz.  
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Figura 4.1 - Cromatograma de amostra de 5g concentrado 

 

 

Todos os testes realizados para a análise de metanol nas amostras de ração 

proporcionaram resultados entre o limite de detecção (LD) e limite de quantificação do método 

(LQ), ou seja, apresentaram concentrações iguais ou maiores que 0,015, mas menores que 

0,03%.  

A fim de estimar a concentração de metanol que seria transferida para a ração após o 

preparo, foi realizado o cálculo da concentração teórica de metanol que estaria presente no 

concentrado, a partir da concentração conhecida na glicerina bruta utilizada. Considerando que 

a glicerina adicionada na amostra de ração totalizou 60% do concentrado e que a glicerina bruta 

utilizada para composição da ração apresentava 0,047% de metanol, a concentração teórica 

deste contaminante deveria ser de 0,028%, valor também abaixo do LQ da metodologia 

utilizada. 

Assim, a impossibilidade de quantificação do teor de metanol contido na ração pode ter 

ocorrido devido à baixa quantidade de glicerina e, consequentemente, de metanol contido na 

massa da amostra de concentrado utilizado nos testes.   

Da mesma forma, é possível a ocorrência de uma distribuição desuniforme da glicerina 

nas partículas da ração, o que poderia contribuir tanto para a redução do teor obtido na extração 

quanto para diferenças entre as extrações. A partir dos resultados obtidos, observa-se que a 

concentração mínima de metanol nas amostras seria de 0,015% (LD), considerando a presença 

de pico com área/concentração acima deste valor, e que a concentração teórica estaria ainda 

abaixo do valor quantificável, de 0,028 (LQ = 0,03%), é possível supor que a ocorrência de 

perdas ou variações entre as repetições seria de, no máximo, 0,014% de metanol, 
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correspondente a até 48% do valor de metanol esperado. Entretanto, observa-se a necessidade 

de um estudo mais aprofundado a fim de estimar a possibilidade real de perdas de metanol. 

Da mesma forma, considerando as limitações da análise da ração, como a concentração 

reduzida de metanol, as possíveis perdas desse composto e a homogeneidade da amostra, para 

a adequação na metodologia para análise de metanol na ração, são necessários testes com o 

aumento da massa de ração para a extração, bem como alternativas para homogeneização da 

amostra. 

Otimizações como estas na metodologia poderiam tornar apropriada para a 

quantificação nesta matriz, considerando a adequação observada quanto a resolução, tempo de 

retenção do analíto e ausência de interferentes próximos ao tR do metanol. Da mesma forma, é 

provável que se a ração fosse composta por uma glicerina com maior teor de metanol, a 

metodologia seria adequada tanto para a detecção, como foi observado, quanto para a 

quantificação.  

 

 

4.4. Conclusão 

 

O método otimizado e validado para extração de metanol em glicerina bruta demonstrou 

ser adequado para a análise de amostras obtidas industrialmente e laboratorialmente. Foi 

possível quantificar a amostra obtida laboratorialmente utilizando óleo de pinhão manso, 

mesmo em teor acima da faixa analítica utilizada, por meio da realização de diluição durante o 

preparo da amostra.   

Apesar da impossibilidade de quantificação em ração, que pode ter sido em decorrência 

da baixa massa de glicerina bruta nesta amostra, considerando os picos obtidos, com a 

manutenção dos tempos de retenção e da resolução e a ausência de interferentes, a utilização 

dessa metodologia para a quantificação de metanol em amostras de ração apresenta potencial, 

desde que sejam realizados alguns ajustes na massa inicial da amostra e a validação do método 

otimizado para certificar sua eficácia.  
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5  Avaliação in vitro de níveis de metanol sobre a fermentação ruminal e produção de 

gases 

 

Resumo 

 

A glicerina bruta (GB) tem sido utilizada na alimentação animal em substituição parcial do 

milho, possibilitando aos produtores redução dos custos com a alimentação, considerando o 

aumento no preço do milho. Além disso, o glicerol (substância presente na GB) quando 

utilizado na alimentação de ruminantes pode proporcionar a redução na produção de metano 

(CH4). No entanto, a presença de metanol (MeOH) na GB pode apresentar efeitos tóxicos para 

os animais, dependendo de sua concentração. Objetivou-se com este estudo avaliar o efeito de 

níveis de metanol via glicerina bruta contaminada em substituição ao milho em ensaio in vitro 

de produção de gases. Foram realizados cinco tratamentos, distribuídos em um delineamento 

experimental inteiramente casualizado. A GB contendo 0,047% de metanol foi utilizada em 

substituição ao milho, nas proporções de 0, 25, 50, 75 e 100%, representando a concentração 

teórica de MeOH em cada tratamento de 0; 0,018; 0,035; 0,053 e 0,071 mg/250 mg de 

concentrado. Como controle positivo foi utilizado um sexto tratamento com inclusão de 8,3 mg 

de MeOH puro na dieta controle, o qual foi utilizado apenas em comparação ao tratamento 0, 

sem adição de GB. Os parâmetros avaliados foram a produção de gases total (PGT), produção 

de metano (CH4 efic), degradabilidade da matéria orgânica (DMO) e o fator de partição (FP). 

Houve regressão positiva entre os níveis de GB sobre as variáveis DMO, PGT e produção de 

CH4. O aumento observado na DMO (de 520 a 553 g/KgMS) e PGT (de 153 a 200 mL/gMS) 

pode ter sido devido ao aumento de carboidrato mais prontamente disponível à degradação por 

ação dos microrganismos. Embora, fosse esperada uma redução na produção de CH4 em 

consequência ao aumento da GB, é possível que metanol presente na GB tenha influenciado as 

vias de fermentação, gerando aumento na produção de CH4 (de 5,61 a 8,89 mL/100mL PGT). 

De forma semelhante, a adição de MeOH na dieta controle, também proporcionou aumento 

significativo na produção de CH4 comparado controle sem GB, 4,59 e 5,42 mL/100 mL PGT, 

respectivamente, e redução no FP (1,46 – 1,03 mg DMO / mL PGT). A influência da GB 

contaminada com MeOH sobre a fermentação ruminal pode ter aumentado a produção de CH4 

e afetado o FP.  

 

 

Palavras-chave: Contaminação. Glicerina bruta. Eficiência de síntese microbiana. Produção 

de metano.  
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Abstract 

 

The crude glycerin (CG) has been used as feed in partial substitution of corn, enabling producers 

to reduce feed costs, considering the increase in the price of corn. Moreover, the glycerol 

(present in CG) when used in ruminant feeds can reduce the production of methane (CH4). 

However, the presence of methanol (MeOH) in the CG may have toxic effects to the animals, 

depending on its concentration. The objective of this study was to evaluate the effect of 

increasing levels of methanol via contaminated CG replacing corn, using the in vitro gas 

production technique. It were prepared five experimental treatments in a completely 

randomized design. CB containing 0.047% methanol was used in replacement of corn, in the 

proportions of 0, 25, 50, 75 and 100%, which provided a concentration of MeOH in each 

treatment of 0; 0.018; 0.035; 0.053 and 0.071 mg/250 mg of concentrated. As a positive control 

we used a sixth treatment in which there were added 8.3 mg of pure MeOH to the control diet, 

treatment with no addition of GB. We evaluated the total gas production (TGP), methane 

production (CH4 effic), organic matter degradability (OMD) and the partition factor (PF). There 

was a positive regression between GB levels and TGP, OMD and CH4 effic. The increase in 

OMD (520 to 553 g/KgDM) and TGP (153 to 200 mL/gDM) may have been due to the increases 

in carbohydrate readily available to degradation by the action of microorganisms. Although it 

was expected a reduction in the production of CH4 due to the increase in GB, it is possible that 

methanol present in CG influenced the fermentation pathways, increasing  the production of 

CH4 (5.61 to 8.89 mL/100 mLTGP). Similarly, the addition of MeOH to the control diet also 

provided a significant increase in CH4 production compared to control without GB, 4.59 and 

5.42, mL/100 mLTGP respectively, and reduction in PF (1.46 to 1.03 mgOMD/mLTGP). It is 

suggested that GB contaminated with MeOH on ruminal fermentation may have increased the 

production of CH4 and affected the PF. 

 

 

Keywords: Contamination. Crude glycerin. Methane production. Microbial efficiency. 
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5.1. Introdução 

 

Os biocombustíveis, como o biodiesel, produzidos a partir da biomassa vegetal vem 

ganhando espaço em um cenário onde se busca a redução das fontes fósseis de energia 

(TALEBI; TABATABAEI; CHISTI, 2014). Considerando o aumento na geração de seus 

subprodutos, em especial, a glicerina bruta, e, considerando oscilações no preço do milho, a 

inclusão da glicerina bruta na alimentação animal tem sido interessante sob a ótica dos 

produtores (YANG et al., 2012). 

O valor energético da glicerina bruta situa-se em aproximadamente 3,64 kcal kg-1 

considerando no mínimo 80% de glicerol em sua composição (LAMMERS et al., 2008). O 

glicerol pode ser utilizado para produzir energia, ou seja, como substrato gliconeogênico para 

os ruminantes (CHUNG, 2007). Além disso, quando puro, é possível adicioná-lo à dieta com 

objetivo de manipular a fermentação ruminal a fim de reduzir a produção de metano (MEALE 

et al., 2012). Assim, devido à presença de glicerol em sua composição, a glicerina bruta tem 

sido estudada na alimentação animal (LEONETI; ARAGÃO-LEONETI; BORGES de 

OLIVEIRA, 2012).  

Contudo, um dos principais problemas da glicerina bruta para essa aplicação é a 

presença do metanol residual do processo de produção do biodiesel (DONKIN, 2008). Em 

experimentos realizados utilizando a infusão em níveis crescentes de metanol, houve tendência 

ao aumento da produção de metano (POL; DEMEYER, 1987; CZERKAWSKI; 

BRECKENRISE, 1972). Segundo Styler (1976) dependendo da concentração, o metanol pode 

apresentar toxicidade. 

A concentração de metanol em nível superior a 0,015% pode ser insegura para a saúde 

animal (FDA, 2014). No entanto, no caso dos ruminantes, os limites seguros deste contaminante 

nos alimentos precisam ser confirmados (HAAG, 2007). Objetivou-se com o presente estudo, 

avaliar o efeito de níveis crescentes de inclusão de metanol via glicerina bruta contaminada na 

fermentação ruminal, por meio da técnica in vitro de produção de gases.   

 

 

5.2.Material e Métodos 

 

O presente trabalho foi realizado no Laboratório de Nutrição Animal, no Centro de 

Energia Nuclear na Agricultura - Universidade de São Paulo, em Piracicaba- São Paulo. O uso 

de animais foi aprovado pelo Comitê de Ética no uso de animais (CEUA) – ESALQ/ USP sob 

o Protocolo Nº 2013-22.  
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5.3. Delineamento Experimental e Tratamentos 

  

Foram preparados seis tratamentos distribuídos em delineamento experimental 

inteiramente casualizado, sendo cinco níveis de inclusão de metanol via glicerina com 

contaminação residual do processo de produção do biodiesel em substituição ao milho em grão 

moído nas proporções de 0, 25, 50, 75 e 100% (% Matéria Seca). As concentrações de metanol 

teóricas com estes níveis foram de 0; 0,018; 0,035; 0,053 e 0,071 mg/250 mg de concentrado, 

respectivamente. Como controle positivo, foi realizado um sexto tratamento com adição de 8,3 

mg de metanol puro, a fim de avaliar sua influência na fermentação de modo independente da 

glicerina bruta. Foram utilizados quatro inóculos, os quais foram considerados como repetição e 

duas réplicas para cada parâmetro avaliado. 

 

 

5.4. Dietas 

 

Foi utilizada uma dieta base composta por 50% feno de Tifton-85 (Cynodon dactylon 

sp.); 30% de milho em grão moído; 17% de farelo de soja e 3% de mistura mineral. Os substratos 

incubados (dietas experimentais) foram moídos em moinho tipo Willey (Marconi, Piracicaba, SP, 

Brasil) com malha de 1 mm. Os tratamentos consistiram na inclusão crescente de metanol via 

glicerina bruta (contendo 0,047% de metanol) em substituição ao milho.  

As dietas foram caracterizadas quanto sua composição química: matéria seca (MS), 

matéria mineral (MM), matéria orgânica (MO), proteína bruta (PB) e fibra em detergente ácido 

(FDA), extrato etéreo (EE) conforme a AOAC (2011); fibra em detergente neutro (FDN) 

(MERTENS, 2002) e lignina (Lig) (ROBERTSON; VAN SOEST, 1981). A composição 

bromatológica dos cinco tratamentos é apresentada na Tabela 5.1. 
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Tabela 5.1 - Composição bromatológica (%) dos tratamentos utilizados no ensaio de produção 

de gases in vitro 

Tratamento MS
2
 MO FDN FDA Lig PB EE MeOH 

0%
1 89,84 94,42 57,82 26,44 6,81 13,05 2,38 0,00 

25% 86,78 94,36 54,52 25,94 5,93 13,78 2,84 0,018 

50% 82,14 94,23 54,29 28,01 6,83 12,97 1,89 0,035 

75% 79,48 94,25 53,48 28,38 6,37 13,17 1,61 0,053 

100% 78,03 94,11 52,84 27,93 6,49 13,63 1,14 0,071 

10%: dieta com 0% de glicerina bruta; 25% de GB; 50% de GB; 75% de GB; 100% de GB.  

2MS: matéria seca; MO: matéria orgânica; FDN: fibra em detergente neutro; FDA: fibra em 

detergente ácido; Lig: lignina; PB: proteína bruta; EE: extrato etéreo.  

 

 

Foi realizado um sexto tratamento com a adição de metanol à dieta controle “0% + 8,3 

mg de metanol”. Os valores da análise bromatológica deste tratamento foram os mesmos do 

tratamento “0%”, uma vez que era a mesma dieta. Apesar deste tratamento conter metanol, isso 

não interferiria nos valores dos parâmetros bromatológicos, uma vez que seu ponto de 

volatilização (64,7 ºC) é mais baixo em relação às temperaturas utilizadas nos métodos para 

estas análises: entre 90 e 105 ºC (item 5.4).  

O extrato etéreo da amostra de glicerina bruta foi determinado por cromatografia gasosa 

em um laboratório terceirizado, o metanol foi quantificado pela metodologia desenvolvida no 

LANA-CENA/USP e o pH foi medido com um medidor de pH digital (GEHAKA – PG 2000), 

todos estes dados são apresentados na Tabela 5.2. 
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Tabela 5.2 - Composição de ácidos graxos em glicerina bruta (%) 

 Ácido Graxo Teor (%) 

Ácido mirístico (C14:0)  0,01 

Ácido esteárico (C18:0)  0,11 

Ácido oleico (C18:1)  0,48 

Ácido linoleico (C18:2)  0,75 

Ácido linolênico (C18:3)  0,07 

 Gorduras  

Insaturada  1,3 

Monoinsaturada  0,48 

Poli-insaturada  0,82 

Saturada  0,32 

Total  1,62 

 Metanol 0,047 

 pH 6,01 

   

 

5.5.Animais doadores de inóculo 

 

Foram utilizados animais doadores de inóculo, machos, castrados e fistulados da raça 

Santa Inês (60 ± 2,5 kg PV), os quais permaneceram durante o dia em pastagem de braquiária 

(Brachiaria decumbems). Ao entardecer, os animais foram recolhidos em baias coletivas 

cobertas e suplementados com concentrado a base de milho moído, farelo de soja, com acesso 

à água e mistura mineral ad libitum.  

 

 

5.6.Preparo do inóculo 

 

Foram utilizados quatro inóculos, sendo que cada um foi composto pelo conteúdo ruminal 

de dois animais. No dia da avaliação in vitro, a coleta dos inóculos foi realizada com os animais 

doadores em jejum, sendo coletados volumes similares (50:50, v/v) das frações sólida e líquida. O 

conteúdo ruminal coletado de cada animal foi armazenado individualmente em recipientes 

térmicos pré-aquecidos sob condições anaeróbicas, a fim de preservar a microbiota ruminal. 
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No laboratório, volumes semelhantes de ambas as frações foram homogeneizados por 10 

segundos e filtrados por duas camadas de tecido de algodão. A mistura foi mantida em banho-

maria a 39 ºC sob CO2 constante até o momento da inoculação.  

 

 

5.7.Ensaio de produção de gases in vitro 

 

 O ensaio de produção de gases in vitro foi realizado segundo Theodorou et al. (1994) 

adaptada ao sistema semiautomático do LANA-CENA para avaliação da produção de metano 

in vitro, segundo Bueno et al. (2005) e Longo et al. (2006). A incubação foi realizada em 

garrafas com capacidade para 160 mL. Em cada garrafa foi adicionado um saquinho (F57 

ANKOM) contendo 0,5 g das dietas experimentais (substrato), 50 mL de solução tamponante 

e 25 mL de inóculo. Para cada inóculo foi incluído um “branco” contendo apenas o saquinho 

sem substrato, para a posterior correção dos valores da produção de gases total (PGT) e 

degradabilidade da matéria orgânica (DMO). Além do branco, foi utilizado um “padrão interno” 

composto de Feno de Tifton-85 (Cynodom spp), a fim de verificar variações entre inóculos.   

A adição de metanol puro (grau HPLC) no tratamento “T0+metanol” foi realizada com 

o auxílio de um micropipetador, sendo adicionados 8,3 mg diretamente sobre 0,5 g de dieta no 

saquinho e selado imediatamente, momentos antes da incubação, a fim de reduzir sua 

volatilização. As garrafas foram fechadas com tampas de borracha e incubadas em estufa com 

ventilação de ar à temperatura de 39 ºC. A pressão dos gases produzidos nos intervalos de tempo 

de 4, 8, 12 e 24 h foi aferida com transducer (BUENO et al., 2005). O volume total dos gases 

produzidos (PGT) durante a fermentação foi estimado pela equação (V = 0,011 p2 + 7,365 p) 

de acordo com Soltan et al. (2012), onde V= volume de gases (mL) e p= pressão (psi).  

Após a leitura de pressão em cada tempo, foram coletados 2,5 mL de gases em tubos de 

ensaio (12 mL) vedados com tampas de borrachas para a quantificação de metano. Então, a 

pressão interna das garrafas era aliviada, homogeneizadas manualmente e recolocadas na 

estufa. Ao término do tempo de incubação de 24 h fez-se a última leitura e coleta de gases. 

As garrafas foram abertas e imersas em um recipiente com água e gelo a fim de 

interromper a fermentação (LONGO et al., 2006). Os saquinhos foram retirados e o pH do 

conteúdo fermentado foi medido com medidor de pH digital.  A degradabilidade da matéria 

orgânica (DMO) foi determinada submetendo os saquinhos em solução FDN a 90 ºC por 1 h e 

queima em forno mufla a 550 ºC.  

Os valores de DMO e PGT foram utilizados para calcular o índice de eficiência de 

síntese microbiana (FP). Este parâmetro indica a relação entre a matéria orgânica 
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verdadeiramente degradada e o volume total de gases produzidos durante a fermentação 

(equação 1), conhecido como Fator de Partição (BLUMMEL; STEINGAS; BECKER, 1994) 

 

FP = 
DMO (mg)

PGT (mL)
    Equação 1 

 

O CH4 produzido durante a fermentação foi analisado em cromatógrafo gasoso 

Shimadzu modelo 2010 acoplado ao detector de ionização de chamas (GC-FID) com uma 

coluna HPMolesieve 0,53 mm x 30 m x 15,0 µm. As condições de funcionamento foram de 

200 ºC para a temperatura do injetor e de 280 ºC para o detector e. A temperatura do forno da 

coluna foi de 50°C (isotérmico), o gás de arraste utilizado foi o N2, e o volume de injeção foi 

de 0,5 mL. O tempo total de corrida foi de quatro minutos. 

A quantificação de metano nas amostras foi realizada por meio de uma curva analítica 

construída com padrão de CH4 (0 a 12%), onde r2 = 0,99 e os resultados foram expressos em % 

de metano. Para determinação do volume total de metano (PCH4), foi considerado o volume 

total de gases produzidos em mL (PG), o volume do headspace das garrafas em (85 mL) e a 

concentração de metano em % [CH4], conforme LONGO et al. (2006): A eficiência na produção 

de metano foi calculada em relação à PGT.  

 

 

5.8. Análise estatística 

 

Os efeitos da adição de glicerina bruta sobre os parâmetros de fermentação estudados foram 

testados para regressão utilizando o procedimento REG (SAS®) e a adição de metanol (T0 + 8,3) 

foi comparado com o tratamento sem adição de glicerina bruta por análise de variânica. As médias 

foram obtidas pelo comando LSMEANS e as diferenças foram consideradas significativas para P 

< 0,05.  

 

 

5.9. Resultados e discussão  

 

As variáveis estudadas no ensaio de produção de gases in vitro apresentaram efeito 

significativo com a inclusão de glicerina bruta contaminada com metanol em substituição ao 

milho. A DMO, PGT e CH4 efic aumentaram com a inclusão de glicerina e o consequente 

aumento de metanol nas dietas (Tabela 5.3.). 
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Tabela 5.3 - Variáveis DMO, PGT, CH4 e FP em função dos níveis de glicerina bruta 

contaminada com metanol 

 
          Item                         Tratamento  CV           Equação R2 

 0% 25% 50% 75% 100%    

DMO (g Kg-1) 520 541 538 553 553 4,71 Y=462,58x+524,89* 0,173 

PGT, mL.gdms-1 152 170 181 176 199 12,63 Y=614,86x+154,08* 0,327 

CH4 efic(%)** 5,61 7,78 8,45 8,86 8,89 32,89 Y=45,56x+6,23* 0,164 

FP 1,46 1,31 1,16 1,18 1,03 11,78 Y= -5,92x+1,44* 0,516 

*Significativo a 5% de probabilidade 

** mL 100mL gás produzido-1 

  

Observa-se que nas dietas contendo menores proporções de milho em grão moído e 

maiores níveis de glicerina bruta, houve aumento nos parâmetros DMO, PGT e a eficiência na 

produção de metano (Figura 5.1.)  

 

 

Figura 5.1 – Degradabilidade da matéria orgânica (DMO) e eficiência na produção de metano 

(CH4) em função dos níveis de glicerina bruta 

 

De acordo Jenkins (1996) e Palmquist e Mattos (2011) dependendo da quantidade e 

tipos de ácidos graxos insaturados na dieta, estes podem dificultar a ação de alguns 

microrganismos ruminais, especialmente os fibrolíticos. Segundo dados da literatura, o teor de 

gordura presente no milho em grão situa-se entre 3,2 e 4,9% (PALMQUIST; MATTOS, 2011; 

y = 45,556x + 6,234
R² = 0,164, P<0,01
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SANTOS, 2013), sendo composto predominantemente pelos ácidos graxos poliinsaturados, 

linoleico (18:2) e linolênico (18:3) (PAES, 2006).  

A glicerina utilizada neste estudo apresentou 1,62% de extrato etéreo, sendo composta 

principalmente por ácido oleico (18:1) e ácido linoleico (18:2). Foram observados menores 

valores de extrato etéreo nas dietas conforme os níveis de glicerina foram aumentados, 

apresentando redução de 2,38 para 1,14 (Tabela 5.1.). Considerando que a glicerina utilizada 

possa ter ácidos graxos com menor grau de insaturações comparado ao milho, é possível que 

quanto maior a proporção de glicerina, menor a interferência dos ácidos insaturados sobre os 

microrganismos, podendo contribuir para maior degradabilidade da matéria orgânica e, por 

consequência, aumento na produção de gases total.  

Outro fator que pode ter contribuído para o aumento da DMO e PGT é a influência da 

forma física dos substratos. A moagem do grão de milho rompe da camada proteica que protege 

o carboidrato (FANCELLI; LIMA, 1981), facilitando sua degradação por ação dos 

microrganismos. Schröder e Südekum (1999) observaram que o glicerol no rúmen foi 

fermentado mais rapidamente comparado ao amido. Segundo Krehbiel (2008), a fermentação 

do glicerol contido na glicerina resulta em maior produção de propionato. Desta forma, ainda 

que o grão de milho tenha sido moído, é provável que o glicerol seja mais prontamente 

disponível à degradação pela microbiota ruminal, refletindo na tendência à maior 

degradabilidade nas dietas contendo maiores níveis de glicerina. 

Quanto à produção de metano (CH4), segundo Garcia-Lopez et al. (1996), a síntese de 

propionato pode promover consequente redução na sua produção. A formação do propionato 

requer a utilização do hidrogênio no rúmen, diminuindo sua disponibilidade para formação de 

CH4 (MOSS; JOUANY; NEWBOLD, 2000). Entretanto, a utilização da glicerina neste estudo, 

não reduziu a produção de CH4. 

Considerando que glicerina bruta utilizada no preparo das dietas continha metanol, é 

possível que o metanol tenha interferido na fermentação ruminal, direcionando à maior 

produção de metano observada. Para estudar essa hipótese, a dieta controle (sem a dição de 

glicerina) foi comparada com a dieta controle + adição de 8,3 mg de metanol puro.  

Observou-se que presença de metanol na dieta controle aumentou significativamente a 

produção de CH4. (4,59 x 5,42, dieta sem metanol e dieta com 8,3 mg de metanol, 

respectivamente) (Figura 5.2.). 
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Figura 5.2 – Efeito de 8,3 mg de metanol sobre a produção de metano (mL.g DMO-1) 

 

Genthner, Davis e Bryant (1981) relataram que o metanol pode ser metabolizado por 

ação da bactéria ruminal Eubacterium limosum, produzindo acetato e butirato. Winsko et al. 

(2011) estudaram os efeitos de níveis de metanol sobre a fermentação ruminal, e observaram 

que quanto maior a concentração de metanol, menor a produção de propionato e maior a 

produção de butirato. Outros autores avaliaram in vitro a influência do metanol em diferentes 

proporções de adição sobre a fermentação ruminal, sendo obtida relação linear entre os 

crescentes níveis de metanol e a produção de CH4 (CZERKAWSKI; BRECKENRISE, 1971; 

POL; DEMEYER, 1987). Segundo Moss; Jouany; Newbold (2000) tanto o acetato, como o 

butirato estão envolvidos na produção de hidrogênio e, portanto, consequente produção de 

metano. Diante do exposto, é possível que os níveis de metanol presentes nas dietas, 

independente da presença de glicerina bruta tenha contribuído para maior produção de metano.  

Conforme discutido anteriormente, houve aumento na PGT para os níveis de glicerina 

comparados ao controle, entretanto, o fator de partição apresentou efeito negativo (Figura 5.3.).  
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Figura 5.3 – Relação ente a Produção de gases total (PGT) e o Fator de partição (FP) em função 

dos níveis de glicerina contendo metanol (%MS) 

 

A variável “fator de partição”, entretanto, indica a eficiência da síntese proteica 

microbiana a partir da relação entre a DMO e PGT (MAKKAR, 2010).  

 A redução do FP pode ter estar relacionada com a associação crescente de glicerina e 

metanol, tendo em vista a redução no FP à medida que a glicerina bruta e o metanol foram 

aumentados, evidenciando menor eficiência na síntese de proteína microbiana. Altas 

concentrações de metanol podem apresentar toxicidade aos microrganismos (STYLER, 1976), 

entretanto, seus efeitos ainda não são bem conhecidos (WINSKO et al., 2011). É possível que 

a associação da glicerina bruta com o metanol possa interferir na síntese proteica de massa 

microbiana. Contudo, é necessária a avalição de outros parâmetros da fermentação ruminal 

como AGCC e PCR para confirmar a hipótese do efeito da glicerina bruta contaminada com 

metanol sobre a fermentação ruminal. 

 

 

5.10. Conclusão 

 

As dietas contento maiores níveis de glicerina bruta aumentaram a DMO e a PGT, 

possivelmente por apresentar menores teores de ácidos graxos insaturados, e portanto, menor 

toxicidade para os microrganismos.  
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O aumento na produção de CH4 pode estar associado aos maiores níveis de metanol 

presente nas dietas. Em relação à redução na síntese de proteína microbiana, o sinergismo entre 

a glicerina bruta e o metanol pode ter influenciado negativamente nesta produção. No entanto, 

mais estudos são necessários para investigar essa variável em função da glicerina bruta 

contaminada com metanol residual da produção do biodiesel.  
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A adaptação e otimização na etapa de homogeneização do metanol, e a validação do 

método proporcionaram boas condições para a análise de metanol em glicerina bruta obtida na 

produção do biodiesel, tanto industrialmente, como laboratorialmente. Para a análise na matriz 

ração utilizada na alimentação de ruminantes, são necessárias adequações na quantidade de 

amostra utilizada na etapa de extração, além da validação do método. O aumento na produção 

de metano observado no ensaio de produção de gases in vitro pode estar relacionado aos 

maiores níveis de metanol contidos na glicerina bruta. A associação de maiores níveis de 

metanol com maiores níveis de glicerina bruta podem ter influenciado negativamente a síntese 

de proteína microbiana, entretanto, são necessários mais estudos para confirmar essa hipótese.  

  

 


