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RESUMO

SOARES, S. Desenvolvimento de procedimentos analiticos rapidos para o
controle de qualidade de biodiesel. 2018. 86 p. Dissertacdo (Mestrado) - Centro
de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Séao Paulo, Piracicaba, 2018.

A presente dissertacdo apresenta os resultados referentes ao desenvolvimento de
procedimentos analiticos para a determinacéo de indice de iodo em biodiesel e 6leo
vegetal e do teor de éster em biodiesel e em misturas biodiesel:diesel. O primeiro
procedimento para a determinacdo de indice de iodo foi baseado na descoloracéo
de uma solucdo de I3 monitorada por espectrofotometria. Para amostras de
biodiesel e 6leo vegetal, foram obtidas respostas lineares nos intervalos de 10-106 g
1,/100 g e 20-144 g 1,/100 g, respectivamente. O coeficiente de variacdo (n = 10) e 0
limite de deteccao (99,7% nivel de confianca) foram estimados em 5,0% e 2,5 g
[,/100 g para amostras de biodiesel, enquanto para amostras de Oleos vegetais 0s
valores foram 3,0% e 7 g 1,/100 g, respectivamente. Foram consumidos ca. 1,2 mL
de amostra, 0,365 mg de I, e 40 mg de Kl, e gerado ca. 2,2 mL de residuo por
determinacao. Efeitos de matriz foram constatados e superados por calibragdo com
compatibilizacdo de matriz. Alternativamente, foi desenvolvimento um spot test
utilizando imagens digitais, também baseado no consumo de |, pelos compostos
insaturados presentes na amostra, porém envolvendo a deposi¢do de aliquotas de
reagente em papel de filtro e a medida do I, remanescente, na forma do complexo
com amido. As medidas foram realizadas com a camera de um celular e tratadas
como reflectancia. Resposta linear foi obtida entre 10-106 g 1,/100 g de biodiesel,
com coeficiente de variagdo (n = 10) e limite de deteccao (99,7% nivel de confianca)
estimados em 5,0% e 8 g I,/100 g, respectivamente. Foram consumidos 40 pL de
amostra e 50 ug de |, e gerado 65 pL de residuo por determinagao. A determinagao
do teor de éster baseou-se na formagdo do complexo violeta entre Fe(lll) e
hidroxamato, gerado pela reacdo entre os ésteres de alquila da amostra e
hidroxilamina. Foi utilizado um sistema de andlises de fluxo, explorando o processo
lab-in-syringe, com etanol como solvente mediador para gerar uma Unica fase entre
a amostra hidrofébica e os reagentes hidrofilicos. Respostas lineares foram obtidas
nos intervalos 4-99% (v/v) e 2-40% (v/v) para biodiesel e mistura biodiesel:.diesel,
respectivamente. Para as amostras de biodiesel, o coeficiente de variacdo, o limite
de deteccdo e a frequéncia de amostragem foram estimados em 0,80% (n = 10),
0,36% e 15 h™, respectivamente, enquanto para a mistura biodiesel:diesel foram
0,20%, 0,03% (v/v) e 12 h™, respectivamente. Foram consumidos 40 uL de amostra
de biodiesel e 100 pL da mistura biodiesel:diesel, 0,860 mg de hidroxilamina, 0,145
mg Fe e gerado ca. 3 mL de residuo. Os resultados obtidos em todos o0s
procedimentos foram concordantes com os obtidos em procedimentos de referéncia
com 95% de confianca. Os procedimentos desenvolvidos séo praticos e viaveis para
analises on-line e at-line, além de consumirem pequenas quantidades de solventes
organicos e reagentes e gerarem pequenos volumes de residuos.

Palavras-chave: Biodiesel. indice de iodo. Teor de éster. Quimica analitica limpa.
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ABSTRACT

SOARES, S. Fast analytical procedures for biodiesel quality control. 2018. 86 p.
Dissertacao (Mestrado) - Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de
Séo Paulo, Piracicaba, 2018.

The present dissertation is focused on the development of analytical procedures for
the determination of iodine value in biodiesel and vegetable oils as well as of ester
content in biodiesel and biodiesel:diesel blends. The procedure for the determination
of iodine value was based on discoloration of a triiodide solution measured by
spectrophotometry. For biodiesel and vegetable oil samples, linear responses were
obtained from 10-106 g 1,/100 g and 20-144 g 1,/100 g, respectively. The coefficient
of variation (n = 10) and limit of detection (99.7% confidence level) were 5.0% and
2.5 g 1,/100 g, whereas for vegetable oils, the values were 3.0% and 7 g 1,/100 g,
respectively. About 1.2 mL of sample, 0.365 mg of I, and 40 mg of KI were
consumed per determination, with generation of ca. 2.2 mL of waste. Matrix effects
were circumvented by matrix matching. Alternatively, a spot test using digital images
was developed, also based on consumption of iodine by unsaturated compounds in
the samples, but relying on deposition of reagent aliquots on a filter paper followed
by measurement of remaining iodine, through its complex formed with starch. The
measurements were performed with a cell phone camera and treated as reflectance.
A linear response was obtained within 10 and 106 g 1,/100 g of biodiesel. The
coefficient of variation (n = 10) and limit of detection were (99.7% confidence level)
estimated at 4.9% and 8 g [,/100 g, respectively. About 40 uL of sample and 50 ug of
I, were consumed per determination, with generation of ca. 65 yL of waste per
determination. Ester determination was based on reaction of alkyl esters from
biodiesel and hydroxylamine, yielding hydroxamate, which was measured by
spectrophotometry as an iron(lll) complex. The flow-based procedure exploited the
lab-in-syringe approach, by using ethanol as mediator solvent to generate a single
phase between the hydrophobic sample and the hydrophilic reagents. Linear
responses were obtained from 4 to 99% (v/v) and 2 to 40% (v/v) for biodiesel and
biodiesel.diesel blends, respectively. For biodiesel samples the coefficient of
variation (n = 10), detection limit (99.7% confidence level) and sampling rate were
estimated at 0.80%, 0.36%, and 15 h™', respectively, whereas for biodiesel:diesel
blends, the corresponding values were 0.20%, 0.03% (v/v), and 12 h™", respectively.
About 40 pL of biodiesel or 100 pL biodiesel:diesel blends, 0.860 mg of
hydroxylamine, and 0.145 mg Fe were consumed per determination, with generation
of ca. 3 mL of waste. The results obtained by all the proposed procedures agreed
with the reference ones at the 95% confidence level. The proposed procedures are
practical and feasible for on-line or at-line analysis, by consuming only low amounts
of organic solvents and reagents, and generating low waste volumes.

Keywords: Biodiesel. lodine value. Ester content. Green analytical chemistry.
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1. INTRODUCAO
1.1. Biodiesel

Devido a crescente demanda, vem se tornando necessaria a busca por
combustiveis alternativos e mais limpos do que os de origem fossil. Diante disso, o0
biodiesel, proveniente de fontes renovaveis, como Oleos vegetais e gorduras
animais, tem sido gradualmente introduzido na matriz energética brasileira. Além da
importancia estratégica e econémica, esse biocombustivel € ambientalmente mais
amigéavel, por reduzir significativamente a emissdo de gases poluentes, pelo
consumo de CO; devido a realizacdo da fotossintese pelas oleaginosas (matéria-
prima), um dos principais gases toxicos emitidos pelos combustiveis de origem nao
renovavel [1].

O uso de éleos vegetais como combustiveis foi proposto no Brasil em 1975,
quando foi instituido o programa Pré-6leo (Plano de producao de 6leos vegetais para
fins energéticos). Seu objetivo era desenvolver um biocombustivel proveniente de
Oleos vegetais capaz de competir com os custos de producdo dos combustiveis
derivados do petréleo. Porém, os resultados ndo foram positivos e a pesquisa foi
interrompida. Em 1983, o governo brasileiro, motivado pela alta nos precos do
petréleo, retornou a pesquisa para o desenvolvimento de combustiveis derivados de
6leos vegetais, lancando o Programa de Oleos Vegetais (OVEG), no qual foi
avaliada a utilizacdo de biodiesel como combustivel. Apesar de ter sido constatada a
viabilidade técnica da utilizacdo do biocombustivel, os elevados custos de producéo
em relagdo ao 6leo diesel, impediram seu uso em escala comercial [2].

Em 2003, retornaram se 0s estudos para otimizar a producado do biodiesel. Foi
entdo instituida a politica do biodiesel no Brasil e, em dezembro de 2004, o governo
federal lancou o Programa Nacional de Producéo e uso do Biodiesel (PNPB). O
objetivo, na etapa inicial, foi introduzir o biodiesel na matriz energética brasileira,
com enfoque na incluséo social, conservagdo do meio ambiente e desenvolvimento
regional. A mistura de biodiesel ao diesel féssil foi autorizada em dezembro de 2004.
Em janeiro de 2008, tornou-se obrigatéria a mistura de 2% (v/v) de biodiesel ao
diesel em todo o territorio nacional. Esse percentual tem sido ampliado pelo
Conselho Nacional de Politica Energética (CNPE), chegando a 5% (v/v) em janeiro
de 2010 e 8% (v/v) em 2017. Recentemente, foi autorizada a adicao de 10% (v/v)
em 2018 [3,4].
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O biodiesel € composto por ésteres alquilicos, usualmente produzidos pela
reacdo de transesterificacdo de triglicerideos (espécies caracteristicas dos O6leos
vegetais e gordura animal), com etanol ou metanol, na presenca de um catalisador
(uma base ou éacido), gerando como subproduto glicerol (Equacdo 1) [2]. Apls a
reacdo, o glicerol e uma parte do &lcool sdo removidos do biodiesel por lavagem
com agua. A separacao do glicerol é facilitada pela alta solubilidade em agua, sendo
conduzida em decantadores ou em centrifugas. O alcool residual € entdo removido
por evaporacdo. Logo apds, € necessario adicionar um &cido ou base para

neutralizar qualquer catalisador residual [5].

H,C—OCOR' ROCOR' H,C ——OH
* |
CH— OCOR! + 3 ROH RO?OR' + CH— OH
ROCOR' ‘
— OCOR'
HaC H,C— OH (1)

A producéo de biodiesel no Brasil alcancou aproximadamente 4 milhdes de
m* em 2016. A principal matéria-prima utilizada tem sido de 6leo de soja (ca. 70%),
seguida de gordura animal (ca. 16%) e de outros tipos de 6leos vegetais, como 0s
de algodéo, palma, dendé e de fritura (ca. 14%). A regido Norte € a que mais utiliza
Oleos de palma e dendé como matéria-prima para producédo de biodiesel. O uso de
O0leo de soja é caracteristico da regido Centro Oeste. Ja as regides Nordeste,
Sudeste e Sul usam uma variedade de matérias-primas, como 6leo de soja, algodao,
palma, dendé e de fritura, além de gordura bovina, de frango e de porco. Essa
variedade de matérias-primas aumenta a complexidade do biodiesel em relacédo a
diferentes tipos de éster presentes [6].

O biodiesel é vendido em leildes e, em 2017, o valor do m® chegou a
R$ 2,4 reais/L, ca. 15% inferior que no mesmo periodo de 2016 [7]. O Brasil € 0
segundo maior produtor e consumidor mundial de biodiesel, com volumes inferiores
somente aos dos Estados Unidos [8]. Esse destague deve-se ao pais ser um dos
maiores produtores mundiais de 6leo de soja, possuir regides com diferentes climas,
0 que favorece o plantio de diversas oleaginosas, bem como possuir uma area

significativa de terras férteis destinadas a agricultura [8,9].
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1.1.1. Controle de qualidade de biodiesel
As estruturas moleculares dos ésteres constituintes, a presenca de

contaminantes oriundos das matérias-primas, a transesterificacdo incompleta e a
estocagem inadequada afetam a qualidade do biodiesel. O controle de qualidade do
biodiesel tem por objetivo avaliar estes aspectos e também evitar fraudes, como a
adicao ilegal de solventes de baixo custo ao combustivel, assegurando os direitos
dos consumidores. Também visa evitar que, devido ao ndo atendimento as
especificacoes, o biodiesel danifique partes dos motores, por entupimento de bicos
injetores ou corrosdo, assim como a formacdo de substancias tdxicas durante a
combustdo, como a acroleina. Alguns dos principais parametros de qualidade de
biodiesel séo listados na Tabela 1 [5].

Os métodos analiticos para a avaliacdo da qualidade do biodiesel podem ser
divididos em quatro grupos: 1) avaliacdo de contaminantes provenientes da matéria-
prima, incluindo a determinacdo de fosforo e enxofre; 2) avaliacdo do processo
produtivo, que inclui a quantificacdo de sodio, potassio, cinzas sulfatadas e do teor
de éster; 3) avaliacdo das propriedades inerentes as estruturas moleculares, que
inclui a medida da viscosidade cinematica e do indice de iodo; 4) monitoramento do
biodiesel durante a estocagem, que engloba a determinacdo do indice de acidez e
estimativa da estabilidade oxidativa [5].

No Brasil, a Agéncia Nacional do Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis
(ANP) estabeleceu um padrdo de qualidade para o biodiesel que segue
especificacdes rigorosas e normas consideram as caracteristicas da matéria-prima,
o produto final e as condi¢cbes de transporte e estocagem. Os laboratorios para
andlise da qualidade do biodiesel sdo credenciados e inspecionados pela ANP, e
seguem métodos estabelecidos pelas normas da Associacdo Brasileira de Normas
Técnicas (ABNT), como também pelas normas internacionais da American Society
for Testing and Materials (ASTM), International Organization for Standardization
(ISO) e Comité Européen de Normalisation (CEN). Por exemplo, cromatografia
gasosa e liquida é recomendada para a determinacéo de glicerina livre, teor de éster

e metanol, e titulacdo volumétrica para determinacdo de indice de iodo e acidez [5].
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Alguns dos métodos oficiais utilizam equipamentos caros ou S0 MOrosos e
requerem 0 uso de solventes toxicos [5]. Diante disso, é necessario 0
desenvolvimento de procedimentos alternativos para o controle de qualidade do
biodiesel, que sejam mais rapidos e utilizem reagentes e solventes menos toxicos,

bem como consumam menores quantidades dos mesmos [10].



Tabela 1- Parametros de qualidade do biodiesel e efeitos de valores ndo conformes [5]
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Parametro

O gue expressa

Efeito de valores nao conformes

Limite-ANP

Viscosidade cinematica (40 °C)

Resisténcia ao fluxo sob gravidade

Funcionamento inadequado dos
sistemas de injecao

1,9 — 6,0 (mm?/s)

Agua e sedimentos

Excesso de agua no biocombustivel

Reacfes com ésteres, crescimento
microbiano e formacdo de sabdo

0,05% (V/v)

Teor de éster

Eficiéncia da reacéo de
transesterificacéo

Reducéo de eficiéncia energética do
biocombustivel

96,5% (m/m)

Residuo de carbono

Residuo apés combustao no motor

Entupimento dos injetores

0,05% (m/m)

Cinzas sulfatadas

Teor de residuos minerais

Danos ao motor (corroséo)

0,02% (m/m)

indice de iodo

Grau de insaturacao dos ésteres

Oxidacé&o do biodiesel

N&do estabelecido:
Anotar g 1,/100 g

Na, K, Ca e Mg Residuos de catalisador e metais de 6leos | Danos ao motor e entupimento dos 10 (mg/kg)
usados bicos injetores
indice de acidez Presenca de acidos graxos livres e agua Corroséo do motor e tanques de 0,5 g KOH/g

armazenamento

Glicerina livre

Separacédo incompleta da glicerina ap6s
transesterificagéo

Depésitos de carbono no motor e
geracdo de substancias toxicas

0,02% (m/m)

Glicerina total

Soma da glicerina livre e da glicerina
combinada, resultado da transesterificacdo
incompleta

Depésitos de carbono no motor

0,25% (m/m)

Mono, di e triacilgliceridios

Transesterificacdo incompleta

Depésitos de carbono no motor e
formacdo de sabao

Anotar: % (m/m)

Estabilidade oxidativa (110 °C)

Degradacédo ao longo do tempo

Aumento de acidez, corrosao e
formacao de residuos

6h
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1.2. Anélises in situ

As andlises in situ (i.e. no proprio local em que ha a demanda analitica)
sdo atrativas devido a possibilidade de tomadas de decisbes rapidas, mediante
respostas analiticas quase que imediatas, quando comparadas com algumas
analises realizadas em laboratério. Essas andlises séo classificadas em relacdo ao
tipo de amostragem e posicdo do equipamento: 1) in-line, quando o sistema de
deteccdo é inserido na linha de processo; 2) on-line, quando a amostragem &
automatizada e incorporada a producdo, e a analise é realizada externamente a
linha de processo; 3) at-line, que envolve a amostragem manual e andlise com
equipamento portatil [11,12]. Varios equipamentos analiticos atendem aos requisitos
para analises in situ, incluindo portabilidade e baixo consumo de energia e de
suprimentos, como reagentes e solventes [13-15]. Em relagdo ao monitoramento do
processo de producao de biodiesel, espectrofotbmetros UV-Vis [16], cromatdgrafos a
gas [17-19] e a liquido [20] e espectroscopia no infravermelho proximo (NIR, do
inglés Near Infrared spectroscopy) [21] j& foram utilizados para analises in situ.

Andlises in situ requerem procedimentos mais simples e rapidos, envolvendo
menor numero de etapas e de reagentes e 0 uso de equipamentos e aceessorios de
facil acesso e portateis. Nesse sentido, procedimentos em frasco Unico sdo bastante
atraentes para o0 monitoramento (on-line ou at-line) dos parametros de qualidade de
biodiesel, tal como demonstrado na determinacdo de glicerol [22]. A utilizacdo de
frasco Unico permite que todas as etapas de preparo de amostra, tais como
pesagem, diluicdo e derivacdo quimica sejam feitas no mesmo frasco em que é
realizada a determinacdo do analito, proporcionando vantagens em relacdo ao
tempo de analise, a menor manipulacdo da amostra e aos menores riscos de
contaminacao [23-25].

Também sdo adequados para as analises in situ 0s sistemas de analises em
fluxo, nos quais as varias etapas envolvidas nas analises quimicas, como a tomada
de aliquotas de amostras e reagentes, diluicbes, reacdes e separagbes Ssao
conduzidas de forma altamente reprodutivel em termos de condicfes de mistura,
reacionais e de temporizacdo [26]. Diante dessas caracteristicas, as analises em
fluxo sdo adequadas para a rapida determinacdo de parametros de qualidade.

Particularmente, em analises envolvendo sistemas bifasicos (e.g. biodiesel e
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reagentes aquosos), diversas alternativas sao disponiveis, permitindo a exploracao
analitica mesmo de extracdes e de reac¢des incompletas [27].

A analise por injecdo sequencial (SIA, do inglés Sequential Injection Analysis)
foi desenvolvida para aumentar a robustez e versatilidade de sistemas de analises
em fluxo e facilitar o monitoramento on-line em processos industriais [28].
Um sistema SIA é composto por uma bomba tipo seringa (ou, alternativamente, por
uma bomba peristéltica) bidirecional, de uma valvula seletora, com seis a dez vias
para entrada ou saida de fluidos, de tubulacdes utilizadas para reacdes e extracoes,
de linhas de transmissao e do sistema de deteccéo [29]. A bomba propulsora e a
valvula seletora sdo controladas por um microcomputador, de forma que as
aliguotas dos diferentes fluidos (e.g. amostra, reagentes e solventes)
sdo amostradas por tempo, de forma bastante reprodutivel e com vazdes que
podem ser programadas dependendo da necessidade [30]. Essas aliquotas séo
geralmente armazenadas em uma bobina coletora e, posteriormente, encaminhadas
para um reator, revertendo-se o sentido do fluxo. Por se tratar de um sistema em
linha Unica, a mistura ocorre exclusivamente por dispersdo nas interfaces [31], 0 que
consiste em uma limitacdo desse processo [32].

O sistema lab-in-syringe deriva-se do SIA, baseado em principios analogos
aos do sistema em frasco Unico, onde todas as etapas de processamento da
amostra sado realizadas dentro de uma seringa, que também atua como propulsor de
fluidos [33,34]. Trata-se, portanto, de uma variante de sistema fluxo-batelada [34].
Para implementar o processo lab-in-syringe, a seringa é acoplada diretamente a
valvula seletora, permitindo a amostragem sequencial dos diferentes fluidos. A
estratégia tem sido utilizada com sucesso em diversas aplicacdes analiticas, com
destaque para extracdes liquido-liqguido em fluxo, especialmente por promover maior
interacdo entre amostra e extrator. Aplicacdes recentes incluem microextracao
liquido-liquido dispersiva [33] e em ponto nuvem [34]. Esse processo tem grande
potencial para analises in situ (on-line), incluindo a determinacéo de parametros de
gualidade de biodiesel.

Spot tests sdo procedimentos analiticos que consomem pequenas
guantidades de reagentes e solventes e também possibilitam andlises in situ, por
serem executados em poucas etapas [35]. Como consequéncia, tem-se baixa
geracdo de residuos e a rapida obtencdo de resultados visando, por exemplo, a

rapida tomada de decisdes e/ou medidas corretivas. [36]. Spot tests tém sido
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bastante utilizados para andlises qualitativas e quantitativas de compostos
inorganicos [36] e organicos [37], para andlise de farmacos [38], de peixes [39], de
bebidas [40], de aguas [41]. Essa estratégia também tem sido utilizada na area da
saude [42,43] e para controle de atividade enzimatica [44]. Spot tests geralmente
exploram reagfes colorimétricas e, para fins quantitativos, as medidas tém sido
usualmente realizadas por reflectancia [38]. Mais recentemente, tém sido propostos
procedimentos utilizando imagens digitais obtidas por meio de scanners [45-47] ou
cameras de telefone celulares [48-50]. No caso do uso de imagens digitais, tém sido
utilizados aplicativos que fazem a conversdo dessas imagens em dados numéricos,
usualmente em valores de RGB (do inglés red-green-blue) [51].

O uso de telefones celulares para realizagcdo das andlises in situ vem
ganhando interesse na industria e no meio cientifico, especialmente porque os
celulares sdo amplamente disponiveis e o0 desempenho em muitos casos é
comparavel ao obtido com espectrofotdmetros. Inicialmente, esse processo era
dividido em registro da imagem (foto) tirada por uma camera e a digitalizacdo da
mesma em um scanner para a interpretacdo dos dados, utilizando softwares
especificos. Atualmente, predomina o uso de cameras de telefone celular para
captura das imagens referentes as cores geradas nas reacdes colorimétricas e
aplicativos para transformar essas imagens em valores de RGB. Os valores de RGB
sdo combinacdes das cores vermelho, verde e azul, de modo a reproduzir o
espectro de cores na regido visivel [51]. Procedimentos spot test utilizando medidas
com a camera de telefones celulares séo disponiveis em algumas areas, como para
a determinacéo de furfural, um subproduto do processo de fermentacéo na producao
de bebidas [40], mas ndo foi encontrado nenhum spot test para controle de

gualidade de biodiesel, apesar do grande potencial essa aplicacéo.



29

2. OBJETIVOS

Visando simplificar e tornar mais ambientalmente amigavel a determinacéo de
alguns dos parametros de qualidade de biodiesel, o objetivo geral desta dissertacéo
foi o desenvolvimento de procedimentos analiticos que consumam pequenas
quantidades de reagentes e que permitam a rpida obtencdo de resultados.
Os objetivos especificos foram: (i) o desenvolvimento de procedimentos em frasco
Unico e spot test para a determinacdo de indice de iodo em biodiesel e Oleos
vegetais e (i) o desenvolvimento de um procedimento em fluxo, explorando a
estratégia lab-in-syringe, para quantificar o teor de éster em biodiesel e a

porcentagem de biodiesel na mistura com diesel.
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3. Determinacéo de indice de iodo em biodiesel e 6leo vegetal',?

Resumo

O indice de iodo € um importante parametro de qualidade de biodiesel e de 6leos
vegetais, pois esta diretamente relacionado ao grau de insaturacéo dos triglicerideos
e ésteres de alquila e, portanto, a estabilidade oxidativa dos produtos. Valores ndo
conformes em biodiesel podem resultar na corrosdo e entupimento de partes dos
motores. Em 0Oleos, o monitoramento é importante para avaliar a degradacdo do
produto, assegurando o odor e sabor caracteristicos do 6leo. Neste contexto, essa
etapa da dissertacdo objetivou o desenvolvimento de procedimentos baseado em
frasco Unico para a determinacéo de indice de iodo em biodiesel e 6leo vegetal e de
um spot test para a determinacdo de indice de iodo em biodiesel. Ambos os
procedimentos foram baseados na dissolucdo de I, nas amostras (a partir de uma
solucdo aquosa de I3 ou de uma solucdo etandlica de I,) e medida indireta do
consumo do reagente devido a halogenacdo dos compostos insaturados. O
procedimento em frasco Unico foi baseado na descoloracdo de uma solucdo aquosa
de I3, sendo a fracdo remanescente, quantificada por espectrofotometria (450 nm)
na fase aquosa. No spot test, o I, remanescente foi determinado apés a formacéo do
complexo com o amido na superficie de um papel evitando, assim, a interferéncia da
coloracdo das amostras de biodiesel. As imagens foram capturadas usando a
camera de um telefone celular e convertidas para os valores RGB por um aplicativo
de uso gratuito. Os valores do canal R foram inversamente proporcionais a
intensidade da cor. Utilizando a estratégia de frasco Unico, para amostras de
biodiesel, as respostas foram lineares de 10 a 106 g 1,/100 g, com coeficiente de
variacdo e limite de deteccdo estimados em 5,0% (n = 8) e 2,5 g 1,/100 g,
respectivamente. Os valores correspondentes para 6leos vegetais foram de 20 a 144
g 1,/100 g, 3,0% (n = 10) e 7 g 1,/100 g, respectivamente. No spot test, resposta
linear foi observada de 10 a 106 g 1,/100 g de biodiesel, com coeficiente de variacao
e limite de deteccdo estimados em 5,0% (n = 10) e 8 g 1,/100 g, respectivamente. O
procedimento baseado em frasco Unico consumiu apenas 1,2 mL de amostra, 365
Mg de I, e 40 mg de Kl com ca. 2,4 mL de residuos gerados por determinacdo. O
consumo de reagentes foi ainda menor no spot test, que consumiu apenas 50 ug de
I, e gerou 65 pL de efluente por determinagédo. Os resultados para amostras de
biodiesel e 6leos vegetais foram concordantes com os obtidos pelos procedimentos
de referéncia em nivel de confianca de 95%.

Palavras-chave: Insaturacéo. Estabilidade oxidativa. Biocombustivel. Quimica analitica
verde.

! SOARES, S.; LIMA, M. J. A.; ROCHA, F. R. P. A spot test for iodine value determination in biodiesel based on
digital images exploiting a smartphone. Microchemical Journal, Amsterdam, v. 133, p. 195-199, 2017.

2 SOARES, S.; ROCHA, F. R. P. Fast spectrophotometric determination of iodine value in biodiesel and vegetable
oils. Journal of the Brazilian Chemical Society, v 0, p. 1-6, 2018.
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Abstract

lodine value is an important parameter to evaluate the quality of biodiesel and
vegetable oils, because it is related to the degree of unsaturation of triglycerides and
alkyl esters, and thus the oxidative stability of the products. Non-compliant values for
biodiesel can result in corrosion and clogging of parts of the engines. Monitoring in
vegetable oils is important to evaluate the product degradation, thus assuring its
characteristic odor and taste. In this context, two alternative procedures were
developed for iodine value determination. The first one was based on the single vial
principle and it was applied to biodiesel and vegetable oils; the second one was a
guantitative spot test applied to biodiesel samples. Both procedures were based on
dissolution of I, (from an aqueous triiodide or an ethanolic iodine solution) and
halogenation of unsaturated compounds in the samples. The single vial procedure
was based on the discoloration of the I3 solution; the remaining fraction of I3,
guantified by spectrophotometry in the aqueous phase (450). In the spot test, the
remaining |, was determined after complex formation with starch on a paper surface,
thus avoiding the effect of background absorption by the biodiesel samples. The
images were captured using cell phone camera and converted to the RGB values by
a free application software. The values of the R channel were inversely proportional
to the iodine value in the samples. Using the single vial strategy, responses were
linear from 10 to 106 g 1,/100 g biodiesel, with coefficient of variation and limit of
detection estimated at 5.0% (n = 8) and 2.5 g [,/100 g, respectively. The
corresponding values for vegetable oils were 20 to 144 g 1,/100 g, 3.0% (n = 10), and
7 g 1,/100 g, respectively. A linear response was observed from 10 to 106 g 1,/100 g
of biodiesel in the spot test, with coefficient of variation and detection limit estimated
at 4.9% (n = 10) and 8 g I, / 100 g, respectively. The procedure consumed only
1.2 mL of sample, 365 ug of I, and 40 mg of Kl with 2.4 mL of waste generated per
determination. The spot test consumed only 50 pg of I, and generated 65 pL of
effluent per determination. The results for biodiesel and vegetable oil samples agreed
with those obtained by the official methods at the 95% confidence level.

Keywords: Unsaturation. Oxidative stability. Biofuel. Green analytical chemistry.
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3.1. Introducéo
O indice de iodo € um importante parametro no controle de qualidade de

biodiesel e de 0leos vegetais, pois € um indicador da estabilidade oxidativa [5].
Esses produtos passam por varias etapas de producdo, transporte e
armazenamento, que podem demandar longos periodos de tempo [52]. A extracdo
do 6leo vegetal pode ser realizada com o uso de forca mecéanica (prensagem) e/ou
solventes organicos. Esses fatores podem causar a degradacdo e alterar a
qualidade dos produtos [53].

Essencialmente, gordura animal difere dos O6leos vegetais quanto a
predominancia de acidos graxos insaturados (6leos vegetais) ou saturados (gordura
animal). Os Oleos vegetais sdo constituidos por triglicerideos e contém outras
espécies em menores propor¢cdes, como os mono e diglicerideos, acidos graxos
livres, tocoferadis, proteinas, esterdis e vitaminas. Os triglicerideos vegetais possuem
um maior niumero de insaturacbes em relacdo as gorduras animais e, por isso, se
encontram no estado liquido a temperatura ambiente [53,54]. Alguns 6leos, como
agueles extraidos de girassol, canola e soja, depois de refinados, sdo destinados
para o preparo de alimentos. Os 0Oleos produzidos em grande escala, como o 6leo
de soja ou aqueles que ndo podem ser consumidos, como o 6leo de algodéo, sédo
destinados a producéo de biodiesel [55,56].

O indice de iodo esta diretamente relacionado ao grau de insaturacdo dos
ésteres de alquila e triglicerideos [57,58]. Esse parametro parte do principio de que
cada dupla ligacdo presente nos compostos insaturados reage com dois atomos de
halogénios como, por exemplo, o l,. O nimero de gramas de I, consumido por
100 gramas de biodiesel é chamado de numero, indice ou valor de iodo [59,60].
A Resolucdo 42 da ANP nao determina um limite para o indice de iodo no biodiesel,
devendo apenas ser registrado seu valor. A norma europeia EN14214 estipula um
valor maximo de 120 g 1,/100 g para o biodiesel. Ambas as especificacdes adotam o
método titulométrico de Wijis, descrito na norma EN 14111, para a determinagéo do
indice de iodo, que requer reagente e solvente téxico (cloreto de iodo e tetracloreto
de carbono), além de ser moroso e gerar elevado volume de residuos toxicos [61].
Outros procedimentos alternativos ao método oficial para a determinagéo de indice
de iodo em biodiesel utilizam volumetria com deteccdo visual, [62] ou

potenciométrica [63], NIR [64] e ressonancia magnética nuclear (H NMR, do inglés
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Nuclear Magnetic Resonance) [65]. Entretanto, apesar de serem alternativas
eficientes ao método oficial, também envolvem procedimentos laboriosos [62,63] e
equipamentos de alto custo [64,65]. Diante disso, e com 0 crescimento na producéo
de Oleos para fins alimenticios e de biodiesel, tem se buscado desenvolver rotas
tecnoldgicas e procedimentos analiticos mais praticos e rapidos. As analises em
frasco Unico e spot test sdo alternativas atraentes, pois 0 uso de pequenas
guantidades de reagentes e solventes, bem como o preparo da amostra e reagao
em um unico frasco torna os procedimentos muito mais simples. Nesse contexto,
essa parte da dissertacdo teve como proposta o desenvolvimento de procedimento
utilizando as estratégias de frasco Unico e spot test para a determinacédo de indice
de iodo em Oleos vegetais refinados e degomados, e biodiesel. O 6leo degomado é
o 6leo bruto que passa por uma etapa de remocdo da lecitina (mistura de
glicolipidos, triglicéridos e fosfolipidos). Esse 6leo é destinado a exportacdo, a
producéo de biodiesel e para as empresas de refino [66].

3.2. Parte experimental
3.2.1. Procedimento em frasco unico

3.2.1.1. Equipamentos e acessorios

O procedimento foi realizado em tubos de polipropileno tipo Falcon de 15 mL.
Foi utilizado um agitador vortex da Nova Instruments com capacidade de agitacéo
de 1800 rpm e uma centrifuga Quimis, modelo 6222T108. Uma seringa de plastico
(5 mL) foi adaptada a um tubo de Tygon® (2,8 mm d.i.) para retirada da fase aquosa
para as medidas espectrofotométricas. Essas foram realizadas com um
espectrofotometro UV-visivel da marca Femto, modelo 700 Plus, em uma cubeta de

guartzo (1,00 cm de caminho 6ptico e 1 mL de volume).

3.2.1.2. Reagentes e solugdes

As solugbes foram preparadas com reagentes de grau analitico (Merck) e
agua ultrapura (resistividade > 18,2 MQ cm).
Amostras de biodiesel e de 6leo de soja degomado foram obtidas diretamente

de usinas produtoras de biodiesel e os Oleos refinados foram comprados em
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supermercado. As amostras de biodiesel foram acompanhadas por certificados de
andlise e estavam dentro dos padrdes de qualidade estabelecidos pela ANP.
Amostras de biodiesel e de 6leo vegetal de referéncia (i.e. com indice de iodo
previamente determinado pelo procedimento de referéncia para biodiesel [62] e 6leo
vegetal [67]) foram utilizadas para a otimizacdo dos procedimentos e para 0 preparo
das solucdes de calibragdo, com diluicdes de 0 a 100% (v/v) em hexano. Para a
avaliacdo de exatidado, foram utilizadas amostras de biodiesel produzido a partir de
Oleo de soja puro e em misturas com 6leo de algoddo ou com gordura animal, além
de amostras de 6leos refinado de canola, soja e girassol e 6leo de soja degomado.
Para o preparo da solucdo 1,20 mmol L™ I3"em 0,210 mol L™ KI, 30,0 mg de I,
foi dissolvido em 15,0 mL de etanol e a solucdo foi transferida para um balédo
volumétrico de 100 mL, ao qual foi adicionado 3,5 g de Kl dissolvido em &gua,
sendo o volume final ajustado com 4gua. Essa solu¢éo foi preparada semanalmente.
Hexano foi utilizado para a medida dos sinais de referéncia, para preparar uma
solucdo estoque de 6leo vegetal 1:1 (v/v), para diluir as amostras de biodiesel
1:1 (v/v) e Oleo vegetal 1:2 (v/v), bem como para a construcdo da curva analitica por

diluicdo do biodiesel ou 6leo vegetal de referéncia em frag6es de 0-100% (v/v).

3.2.1.3. Procedimento

O procedimento analitico foi realizado, conforme ilustrado na Figura 1.
Primeiramente, foram adicionados 1,0 mL de biodiesel ou 1,2 mL de Oleo vegetal,
diluidos 1:1 (v/v) ou 1:2 (v/v) em hexano, respectivamente, e 1,2 mL de solucdo de
I3”. Os tubos foram agitados em vortex por 5 min para a extracdo do |, para a fase
organica e reagcdo com os compostos insaturados. Posteriormente, essa mistura foi
centrifugada para separacdo das fases e a fase aquosa que continha o I3
remanescente foi retirada com uma seringa para a medida espectrofotométrica em

450 nm. Todas as medidas foram realizadas em triplicata
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Figura 1- Representacdo esquemdtica do procedimento em frasco Unico para a
determinacédo de indice de iodo em biodiesel e dleos vegetais
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3.2.2. Spot test

3.2.2.1. Equipamentos e acessorios

Foi utilizado tubos Eppendorf® de 1,5 mL, um telefone celular Motorola,
modelo Moto X, com sistema operacional Android 6.0 e camera de 13 megapixels. A
area de captura da imagem foi de 32x32 pixels. O ambiente de trabalho teve
iluminacao controlada emitida por uma lampada tubular fluorescente (Philips, 32 W).
Utilizando um suporte adaptado no proprio laboratério o celular foi posicionado a 5,0
cm da amostra. As solucdes foram depositadas em um papel de filtro quantitativo
hidrofilico (Nalgon®) com uma forma circular de 6 mm de diametro, tendo um papel
hidrofébico de 5 cm como suporte. Os valores de RGB foram obtidos utilizando o
aplicativo PhotoMetrix® 1.1.1. [51]. As respostas do canal R (sistema RGB) foram

transportadas para o Microsoft Excel® 2013 e tratadas como medidas de reflectancia.

3.2.2.2. Reagentes e solugdes
Para o preparo das solugdes 8,0 mmol L I, e 1,0% (m/v) amido foram

dissolvidos 20,0 mg de I, em 10,0 mL de etanol e 1,00 g de amido em 100 mL de
agua quente. A solucéo de I, foi preparada semanalmente e a de amido diariamente

e mantida ao abrigo da luz.
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3.2.2.3. Procedimento

O procedimento foi realizado em tubos Eppendorf® de 1,5 mL, nos quais
foram misturados manualmente 40 pyL da amostra e 25 uL da solugao alcodlica de I,.
Apds 5 min de reacdo, 5 pL dessa mistura foi transferida para o papel de filtro.
Posteriormente, foi adicionado 5 pL da solugédo de amido para formar o complexo
com o |, remanescente. As medidas de reflectancia foram realizadas com a camera
do celular (Figura 2), sendo que a reflexdo total (superficie branca) e absorcao total
(papel azul intenso) correspondem a valores de R de 255 e 0O, respectivamente. A
diferenca entre as respostas obtidas com amostra e substituindo a amostra por
hexano foi tomada como o sinal analitico. Todas as amostras foram diluidas 1:1 (v/v)

em hexano e as medidas foram realizadas em triplicata.

Figura 2- Diagrama esquematico do spot test para a determinagdo do indice de iodo em
biodiesel. (a) Reacao de biodiesel com |,; (b) Mistura e tempo de reagédo; (c) transferéncia
de 5 pL da mistura para o papel; (d) adicdo de 5 yL de amido 1% (m/v) e (e) aquisicdo do
valor RGB empregando o software PhotoMetrix®1.1.1
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3.3. Resultados e Discussao
3.3.1. Procedimento em frasco Unico

3.3.1.1. Aspectos gerais
A determinagdo de indice de iodo foi baseada na descoloragdo de uma

~

solucdo aquosa de I3 adicionada as amostras, devido a halogenacdo dos

compostos insaturados (equagbes 2 e 3). A hipotese é que a fracdo de I35

remanescente, quantificada na fase aguosa em 450 nm (Figura 3), é inversamente
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proporcional a quantidade de compostos insaturados nas amostras de biodiesel e
Oleo vegetal. O procedimento proposto envolve trés etapas: (i) extracao do I, para a
fase organica, (ii) reacao de halogenacéao e (iii) extracdo do |, remanescente da fase

organica para a fase aquosa na forma de I3

—_— —_—

15 I, + | — |
3(aq) (aq) 2 (aq) (org) )
R’l RZ R4 Rl
H + I, + H,O == Ry /L\- I + HI
R3 R4 HO R4 (3)

Figura 3- Espectro de absor¢éo de uma solucdo de 86 mmol L™ I3
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Tanto o biodiesel (fase organica), quanto a solucdo de I3 (fase aquosa)
possuem coloracdo amarela, mas devido a imiscibilidade do biodiesel na fase
aguosa a coloracao do biodiesel néo interferiu nas medidas analiticas.

A reacdo de halogenacéo foi favorecida porque o I, € mais solivel no meio
organico, portanto a utilizacdo de Kl € essencial para a extracdo do I, remanescente
na forma de I3 para a fase aquosa. Visando garantir a solubilidade do I,
remanescente na fase aquosa, a concentracao do Kl foi inicialmente 80 vezes maior
do que a de I5.

Além do consumo de |, na halogenacdo dos compostos insaturados, a
descoloracao da solucéo de I3” pode ser causada pela solubilizacéo do I, na amostra.
Para que a calibracdo possa ser realizada com solucdes de referéncia (biodiesel ou
Oleo vegetal) com diferentes diluicbes em um solvente organico, a solubilidade do I,
nao deve ser significativamente alterada com a adicdo do solvente. Assim, foi
avaliada a solubilidade do |, em diferentes solventes, como hexano,
1-hexanol, 1-octanol, xileno, alcool amilico e n-decano, utilizando 1,6 mL de uma
solugédo 86 mmol L™ I5”e monitorando visualmente a quantidade de |, extraida para a
1 mL de fase orgéanica. O n-hexano e o n-decano foram os solventes em que o I,
teve a menor solubilidade. Diante disso, optou-se por utilizar o n-hexano, por ser
mais barato que o n-decano e por ser usualmente empregado para a diluicdo das
amostras em procedimentos para a determinacdo de parametros de qualidade de
biodiesel [68].

3.3.1.2. Otimizagéo (determinacéo de indice de iodo em biodiesel)
O procedimento foi otimizado pelo método univariado. Foi avaliada a

concentracdo de l,, mantendo constantes a concentracdo de 86 mmol L™ Kl e os
volumes do reagente e de biodiesel em 1,2 e 1,0 mL, respectivamente. Os intervalos
de tempo para a reacdo do I, com os compostos insaturados e para a separagao das
fases foram mantidos em 5 e 2 min, respectivamente. Os sinais analiticos e de
referéncia aumentaram linearmente com a concentracdo de até 1,5 mmol L™ I,
(Figura 4). Esse aumento linear indica que ndo houve saturacdo da fase organica
com I, e a maior quantidade de I, dissolvido no biodiesel favorece a reagédo de
halogenac&o, resultando em aumento de sinal analitico. Embora com 0,3 mmol L™ I,

ja havia excesso de reagente, escolheu-se para estudos posteriores a concentracao
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de 1,2 mmol L™ I,, devido ao ganho de sensibilidade (Figura 4). N&o foram avaliadas
concentragfes mais elevadas, pois a sensibilidade ja era adequada para a aplicacédo
proposta e maiores concentracdes implicariam em valores de absorbancia maiores

gue 1,0 e, portanto, aumento da incerteza na medida espectrofotomeétrica.

Figura 4- Efeito da concentracdo de |, sobre os sinais de referéncia (a) e analitico (b).
Biodiesel obtido a partir de 90% de Oleo de soja e 10% de gordura animal. Condicbes
experimentais: 86 mmol L™ Kl, 1,0 mL de biodiesel, 1,2 mL de reagente e 5 min de reacéo.
As barras de erro referem-se as estimativas de desvios-padréo (n = 3)
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O iodeto € essencial para a extracao do I, remanescente de volta para a fase
aquosa. Com relacéo ao efeito desse parametro, houve variacdo pouco significativa
no sinal analitico (inferior a 2%) até a concentracdo de 160 mmol L™ (Figura 5).
Porém, quando uma solu¢cdo com essa concentracdo foi utilizada para construir a
curva de calibragdo, ndo foi obtida boa linearidade (r = 0,961). Esse problema foi
resolvido utilizando uma concentracdo de 210 mmol L™ Kl (r = 0,998), que facilitou a
extracdo do |, remanescente para a fase aquosa. Para concentragdes maiores de
210 mmol L™ iodeto, o sinal analitico aumentou porque a particéo de I, para a fase

organica foi dificultada.
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Figura 5- Efeito da concentracdo de Kl sobre os sinais de referéncia (a) e analitico (b).
Condicdes experimentais definidas na legenda da Figura 4, com 1,2 mmol L™ I,. As barras
de erro referem-se as estimativas de desvios-padrao (n = 3)
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O tempo para a reacdo de halogenacdo é um fator importante, pois na
auséncia de temporizacdo reprodutivel, as medidas precisam ser realizadas em
condicdes de equilibrio. Os resultados obtidos (Figura 6) indicam que a condicdo de
equilibrio é alcancada a partir de 2 min de reacdo. No entanto, para garantir a
obtencdo do estado estacionario, mesmo com temperaturas ambientes mais baixas
(experimento realizado a 30 °C), foi selecionado um tempo de reagdo de 5 min. Na
Figura 6, observa-se que 0 mesmo comportamento é observado quando a amostra

de biodiesel foi diluida em hexano.
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Figura 6- Efeito do tempo de reacdo dos compostos insaturados com o I, sobre o sinal de
referéncia (a) e analitico (b) e (c), referente a analise do biodiesel diluido 1:1 (v/v) em
hexano e sem dilui¢cdo, respectivamente. Biodiesel obtido a partir de 90% de 6leo de soja e
10% de gordura animal. Condi¢des experimentais: 1,2 mmol L™ I,, 210 mmol L™ KI, 1,0 mL
de biodiesel, 1,2 mL de reagente. As barras de erro referem-se as estimativas de desvios-
padrdo (n = 3)
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3.3.1.3. Otimizacéao (determinacédo de indice de iodo em 6leos vegetais)
Devido as quantidades significativas de acidos graxos livres presentes nos

Oleos vegetais, foram formadas emulsdes quando as amostras foram processadas
nas condi¢des otimizadas para a andlise de insaturados em biodiesel, como relatado
na literatura [69]. Esse inconveniente foi evitado pela diluicdo da amostra em hexano
e usando uma agitacdo mais branda. Foi avaliado experimentalmente que as
melhores condi¢des para evitar formagédo de emulséo foram atingidas quando o 6leo
vegetal foi diluido 1:2 (v/v) em hexano e agitagdo por 5 min. O procedimento foi
realizado utilizando 1,2 mL de amostra, ao invés de 1,0 mL como no procedimento
para a determinacdo de indice de iodo em biodiesel, para compensar parcialmente a

diminuicdo da quantidade de compostos insaturados devido a diluicdo da amostra.
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Foi avaliado o efeito do tempo de reacdo entre o |, e 0S compostos
insaturados presentes nos 6leos vegetais. O melhor tempo de reacdo foi de 5 min,
diferente de quando a amostra foi o biodiesel, em que foram necesséarios somente
2 min de reacdo. Isso foi devido a agitacdo mais branda utilizada, que deve ter
afetado a eficiéncia de extracao do I, para a fase organica. Diante dessas condigdes,
o tempo de 5 min foi escolhido como a condigéo 6tima (Figura 7).

Figura 7- Efeito do tempo de reacado dos compostos insaturados em 6leo vegetal com o |,
sobre o sinal de referéncia (a) e analitico (b). A otimizacao foi realizada com 6leo de soja
refinado diluido 1:2 (v/v) em hexano. Condi¢bes experimentais: 1,2 mmol L™ I, 210 mmol L™
Kl, 1,2 mL de 6leo vegetal, 1,2 mL de reagente. As barras de erro referem-se as estimativas
de desvios-padrdo (n = 3)
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As concentracdes de 210 mmol L™ Kl e 1,2 mmol L™ I, otimizadas para a
determinacdo de indice de iodo em biodiesel foram mantidas para determinacgéo de

indice de iodo em 0leos vegetais.
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3.3.1.4 Caracteristicas analiticas

Utilizando as condi¢bes otimizadas, respostas lineares para amostras de
biodiesel e 6leo vegetal foram obtidas de 10 a 106 e 20 a 144 g 1,/100 g, descritas
pelas equacbes A = 0,0317 + 0,0051C (r = 0,998) e A = 0,0650 + 0,0024C
(r = 0,999), respectivamente. Para amostras de biodiesel obtido a partir de 90% de
Oleo de soja e 10% de gordura animal, o coeficiente de variacdo e o limite de
deteccdo foram estimados em 5,0% (n = 8) e 2,5 g 1,/100 g, respectivamente;
enquanto que os valores correspondentes para amostras de Oleos vegetais foram de
3,0% (n = 10) e 7 g 1,/100 g. Foram consumidos apenas 1,2 mL de amostra,
365 ug de I, e 42 mg de Kl e gerados ca. 2,4 mL de residuo por determinacéo.

Foram comparados os sinais obtidos a partir da andlise de diferentes
amostras de biodiesel e dleo vegetal (com o mesmo indice de iodo) para avaliar a
possibilidade de utilizar apenas uma curva de calibracdo para analisar biodiesel
produzido de diferentes matérias-primas, bem como utilizar uma curva de calibracao
construida com 6leo refinado para analisar tanto 6leos refinados como degomados.
O sinal obtido analisando-se biodiesel produzido de Oleo de soja e sebo
(0,467 + 0,007) foi 15% inferior aos sinais obtidos com biodiesel produzido de 6leos
de soja e algodao (0,540 + 0,009) e somente 6leo de soja (0,540 + 0,01). Diferencas
mais significativas (ca. 70%) foram observadas comparando os sinais analiticos
obtidos para amostras de 6leos de milho refinado e degomado. Essas diferencas
indicaram a ocorréncia de efeitos de matriz, devido a diferenca de solubilidade
do I, em diferentes tipos de biodiesel e 6leo vegetal, e que curvas de calibracédo
obtidas com biodiesel proveniente exclusivamente de 6leos vegetais ndo poderiam
ser utilizadas para a quantificacdo de indice de iodo em amostras provenientes de
gordura animal, bem como curvas de calibracdo obtidas utilizando 6leos refinados
(soja, milho ou canola) ndo poderiam ser utilizadas para quantificar indice de iodo
em Oleo de soja degomado. Efeitos similares foram observados em um
procedimento em batelada para a determinacédo de glicerol em biodiesel [22]. Para
tentar corrigir os efeitos de matriz, utilizou-se a calibragdo pelo método das adi¢des
de analito, adicionando-se biodiesel de soja (referéncia), com indice de iodo
previamente determinado pelo procedimento de referéncia. Porém, a correcdo nao

foi eficiente e os resultados também foram discrepantes. Isso provavelmente deve-
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se a inadequabilidade da adicdo de um biodiesel obtido a partir de uma matéria-
prima para corrigir efeitos de matriz em amostras provenientes de outras fontes.
Uma alternativa para a quantificacdo de indice de iodo pelo procedimento
proposto é a compatibilizacdo de matriz. Apesar de mais trabalhosa, essa alternativa
€ viavel, pois segundo o artigo n° 5 da resolucdo da ANP N° 45 de 25/08/2014 [70],
€ obrigatorio que os produtores fornecam aos laboratérios credenciados pela ANP
informacBes sobre o material graxo e proporcdes utilizadas na producdo do
biodiesel. Para avaliar a exatiddo, algumas amostras de biodiesel, 6leo vegetal
refinado e Oleo vegetal degomado foram analisadas pelo procedimento proposto e
pelos procedimentos volumétricos de referéncia [62,67] (Tabelas 2 e 3). Para avaliar
a exatidao, os valores médios foram comparados pelo teste t pareado e os valores
obtidos para t cacuado (1,29 para biodiesel e 0,51 para Oleo) foram abaixo
do t ¢riico (2,57), indicando que os resultados sdo concordantes a nivel de 95% de

confianga.

Tabela 2- Indices de iodo das amostras de biodiesel analisadas pelos
procedimentos proposto e de referéncia

Biodiesel indice de lodo (g 1,/100 g de
(matéria-prima) amostra)*
Proposto Referéncia [62] **E alculado
100% soja 109+1 106 + 2 4,0
90% soja/ 10% gordura animal 1031 106 + 1 1.0
90% soja/ 10% algodo 124+1 104+ 1 1.0
90% soja/ 10% gordura animal 106 + 2 106 + 2 1.0
90% soja/ 10% gordura animal 108 +2 98 + 6 9.0
100% soja 108+ 1 103+1 1.0

*Média + desvio padréo (n = 3); *Feritico = 19 (95% de confianca)
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Tabela 3- indices de iodo das amostras de 6leo vegetal refinado e degomado
determinados pelos procedimentos proposto e de referéncia

Amostra indice de iodo (g 1,/100 g de amostra)*
Proposto Referéncia [67] **Falculado
Soja refinado 1331 143+ 1 1.0
Milho refinado 1243 116 + 4 1.8
Canola refinado 118+6 112+2 9.0
Canola refinado 106 + 4 110+ 2 4.0
Soja degomado 133%5 130+ 2 6.2
Soja degomado 123+6 123 +3 4,0

*Média + desvio padréo (n = 3); *Feritico = 19 (95% de confianga)

O procedimento proposto consumiu apenas 365 ug de I, e 40 mg de Kl, além
de ser rapido, préatico e gerar resultados confidveis em curto periodo de tempo e
necessitar apenas de equipamentos e materiais simples, como agitador vortex,
centrifuga, espectrofotdmetro, tubos tipo falcon e uma cubeta para realizar a analise.
Para preparo da amostra € necessario apenas a diluicdo do biodiesel e dos 6leo
vegetais em hexano. Além disso, o preparo da amostra e a reagdo ocorrem no
mesmo tubo, o que evita contaminacdes e perdas do analito. Essas caracteristicas
tornam o procedimento bastante atraente para analises de rotina, sendo uma

alternativa ao método oficial EN 14111.

3.3.2. Spot test para a determinacao de indice de iodo
3.3.2.1. Aspectos gerais

Durante o desenvolvimento do procedimento para a determinacdo de indice
de iodo, descrito no item 3.3.1, vislumbrou-se a possibilidade de se desenvolver um
procedimento ainda mais simples, que ndo fosse susceptivel a efeitos de matriz e
pudesse ser implementado em usinas de producao de biodiesel. Este consistiu em
um spot test, também baseado no consumo de I, devido a halogenacdo dos

compostos insaturados constituintes do biodiesel. Entretanto, propds-se uma
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dréstica reducéo dos volumes de amostra e reagentes utilizados, e a medida, apds a
a deposicao de aliquotas de reagente em papel de filtro, explorando imagens digitais
obtidas com a camera de um telefone celular. Devido a similaridade da cor do
biodiesel com a do I, o amido foi adicionado para formar um complexo azul com o I,
remanescente e evitar o efeito da coloracdo das amostras, como mostra a Figura 8.
Inicialmente, o biodiesel e a solucéo de I, preparada em etanol foram depositados
em papel de filtro, mas a reacdo de halogenacdo prosseguiu muito lentamente,
principalmente apos a evaporacao do solvente. Assim, a amostra e o reagente foram
misturados em tubos de Eppendorf®, devido a alta miscibilidade entre biodiesel e
etanol, a reacdo foi conduzida em um sistema monofasico. Logo apos a reagdo, um
pequeno volume da mistura foi transferido para o papel de filtro visando as medidas
analiticas. Isso foi necessario porque as medidas sendo realizadas na superficie do
papel facilita a interacdo do amido com o I, remanescente. As medidas da
intensidade de cor utilizando a camera de um telefone celular foram tratadas como
reflectancia. Foi observada melhor correlacdo entre o sinal analitico e o indice de
iodo das amostras utilizando apenas o valor R, por corresponder a cor
complementar do complexo iodo-amido. Reflexdo total (superficie branca) e
absorcao total (papel intenso azul) correspondem a valores de R de 255 e 0,

respectivamente.
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Figura 8- Espectros de absor¢cdo de uma mistura de biodiesel-hexano 1:1 (v/v) com (a) e
sem (b) 8 mmol L™ I,; (c) mistura de biodiesel-hexano 1:1 (v/v) + 8 mmol L™ I, + amido
(medida na fase aquosa). As linhas tracejadas correspondem a regiao espectral referente ao
valor de R
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3.3.2.2. Otimizacgéao
O procedimento foi otimizado pelo método univariado, visando maior resposta

analitica, menor consumo de reagente e de solvente, assim como uma maior
precisao dos resultados.

A concentracdo de I, € um parametro importante, pois € necessario garantir
excesso de reagente para reagir com 0s compostos insaturados, bem como que
haja uma fracdo remanescente para as medidas analiticas. Por outro lado é
necessario evitar largo excesso de I, remanescente, pois iSSO causaria a saturacéo
do canal R, ou seja, absorcdo de toda a radiacdo incidente, inviabilizando as
medidas analiticas. Conforme resultados apresentados na Figura 9, a condicdo
6tima foi alcancada com 8 mmol L™ I,, concentracdo selecionada para estudos
posteriores. A saturacdo do sinal ocorreu a partir de 20 mmol L™ I, visto que, com

concentracdes superiores, ndo houve diferencas significativas nos sinais analiticos.
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Figura 9- Efeito da concentracdo de |, sobre os sinais analitico (a) e de referéncia (b).
Biodiesel obtido de 90% de 6leo de soja e 10% de gordura animal (v/v). Condicdes
experimentais: 100 pL de biodiesel, 60 uL de 8 mmol L™ I,, 5 pL de amido e 1 min de reacéo
de halogenacéo. As barras de erro referem-se as estimativas de desvios-padrao (n = 3)
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Mantendo-se 60 pL da solugdo 8 mmol L™ I,, variou-se o volume de biodiesel,
com a finalidade de estabelecer o volume de amostra mais adequado para reagir
com o |,. As respostas analiticas foram minimizadas quando utilizou-se 10 ou 300 pL
de biodiesel (Figura 10). Com 10 uL de biodiesel, o consumo de I, foi baixo, devido a
baixa quantidade de compostos insaturados disponiveis, resultando em excesso de
I, remanescente e diferencas pouco significativas em relagdo ao sinal de referéncia.
Por outro lado, quando utilizou-se 300 pL de biodiesel, toda a radiacéo incidente foi
refletida, indicando excesso de amostra, consumindo completamente o I, na reacao
com os compostos insaturados. Neste caso, o alto sinal analitico (i.e. baixa absorc¢éo
de radiagdo) obtido quando a amostra foi substituida por hexano, deve-se a diluicdo
da solucéo de I,. O volume de amostra selecionado foi de 100 pL, que gerou a maior

diferenca entre os sinais obtidos com o biodiesel e hexano.
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Figura 10- Efeito do volume de biodiesel sobre os sinais analitico (a) e de referéncia (b).
Condicdes experimentais definidas na legenda da Figura 9 com 60 pL de 8 mmol L™ I,. As
barras de erro referem-se as estimativas de desvios-padrao (n = 3)
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Foi avaliado o efeito do tempo de reacéo dos compostos insaturados com o I,
com a finalidade de garantir que as medidas fossem realizadas em estado de
equilibrio e no menor tempo possivel. Essa condicao foi alcancada com 5 min de
reacao.

A reacéo entre os compostos insaturados e o |, foi realizada em tubos do tipo
Eppendorf® e, neste estagio, o procedimento proposto consumia 60 pL de I, e
100 pL de biodiesel ou solucdes de referéncia diluidas em hexano. Entretanto,
somente 5 pL dessa mistura era transferida para o papel de filtro, para posterior
adicdo da solugdo de amido. Com a intencdo de minimizar esse desperdicio,
diminuiu-se de 2,5 a 20 vezes o volume da mistura I, e amostra, mantendo-se a
mesma proporcdo volumétrica amostra:reagente. Nas medidas com biodiesel,
mesmo com 0S menores volumes avaliados, os resultados foram compativeis com
0os obtidos anteriormente. Entretanto, quando se utilizou o hexano como diluente

para construir a curva de calibracdo, a linearidade néo foi adequada (r = 0,931),
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devido as perdas de hexano por evaporacdo (temperatura de ebulicdo: 68 °C).
Verificou-se que esse problema ndo era critico para volume total de 65 pL, desde
gque as medidas fossem feitas imediatamente apds a reacdo dos compostos
insaturados com o I,. Sendo assim, o procedimento foi realizado com 25 pL de I, e
40 pL de biodiesel. Isso corresponde a uma reducao de 2,5 vezes em relagdo aos

volumes utilizados inicialmente.

3.3.2.3. Avaliacdo de robustez

Para avaliar a robustez do procedimento, foi aplicado um planejamento
fatorial 2° com ponto central [72]. Os resultados otimizados foram fixados no ponto
central e utilizou-se uma variacdo de 10% em relacdo aos resultados otimizados
para o nivel menor (-) e maior (+) do planejamento (Tabela 4).

Utilizando a andlise de variancia (ANOVA), verificou-se que os resultados
obtidos com as variacbes de 10% e as interacbes entre 0s parametros
(concentracdo de I, volume de biodiesel e tempo de reacdo) ndo demonstraram
diferencas significativas com 95% de confianca, indicando que o procedimento é
robusto a variagcbes nas condi¢cdes experimentais neste intervalo. O grafico de
pareto (Figura 11) ilustra esse comportamento. Essa é uma condi¢cdo importante
para um procedimento voltado a analises in situ, em que o controle das condicdes

experimentais pode ndo ser tao rigoroso quanto no laboratorio.
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Tabela 4- Planejamento fatorial 2° para a avaliacdo de robustez do procedimento

Experimento  Concentragéo de Volume de Tempo de Sinal
l, (mmol L) biodiesel (uL) reagao (min)
1 -1 (8) -1 (18) -1 (4) 217 +3
2 +1 (10) -1 (18) -1 (4) 216+ 5
3 -1 (8) +1 (22) -1 (4) 217+8
4 +1 (10) +1 (22) -1 (4) 221+ 6
5 -1 (8) -1 (18) +1 (6) 210 + 10
6 +1 (10) -1 (18) +1 (6) 214 +5
7 -1 (8) +1 (22) +1 (6) 228 +3
8 +1 (10) +1 (22) +1 (6) 214 +3
9 0 (9) 0 (20) 0 (5) 213+ 6
10 0 (9) 0 (20) 0 (5) 209 + 8

Figura 11- Gréafico de pareto com os efeitos das principais variaveis e suas interacdes
estimadas para a avaliacao de robustez
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3.3.2.4. Caracteristicas analiticas

Nas condi¢des otimizadas, resposta linear foi obtida de 10 a 106 g 1,/100 g de
biodiesel, descrita pela equag¢édo S = 0,107 + 0,006 C (g 12/100 g), r = 0,991, na qual
S e C se referem ao sinal analitico e ao indice de iodo, respectivamente. O
coeficiente de variagao foi estimado em 5,0% (n = 10). Para a estimativa do limite de
deteccdo (8 g 1,/100 g), uma amostra de biodiesel produzido de 6leo de soja foi
sucessivamente diluida em hexano e foi avaliada a menor fracdo da mistura que
gerou um sinal analitico significativamente diferente do sinal obtido substituindo o
biodiesel por hexano. Foram consumidos apenas 40 yL de amostra e 50 ug de I, e
gerados ca. 65 pL de residuo por determinagédo. O procedimento proposto consome
cerca de 2000 vezes menos |, que o procedimento de referéncia [62].

A possivel ocorréncia de efeitos de matriz foi avaliada comparando-se os
coeficientes angulares das curvas de calibracdo construidas com biodiesel
produzido a partir de 6leo de soja / gordura (90/10% (v/v)), 6leo de soja / 6leo de
algodao (90/10% (v/v)) e o6leo de soja (100% (v/v)). Estas curvas apresentaram
coeficientes angulares de 0,00630 + 0,00200; 0,00722 = 0,00189 e 0,00684 *
0,00168, respectivamente. Como as inclinacbes nao s&o significativamente
diferentes em nivel de 95% de confianca, considerando as incertezas associadas, €
possivel a utilizacdo de calibracdo externa para a determinacao de indice de iodo
em biodiesel proveniente de diferentes matérias-primas. Essa é uma vantagem
significativa em relacdo ao procedimento desenvolvido anteriormente. O
comportamento distinto observado nos procedimentos baseados no mesmo principio
de medida foi atribuido a ndo necessidade de extracdo do |, da fase aquosa para a
fase organica. Essa conclusédo é baseada na hipétese de que o I, deva apresentar
diferentes solubilidades em biodiesel proveniente de diferentes 6leos vegetais e
gorduras, que resultardo em diferentes ésteres alquilicos.

Para a avaliacdo de exatiddo, foram analisadas diferentes amostras de
biodiesel pelo procedimento proposto e os resultados obtidos foram comparados

com aqueles obtidos pelo procedimento de referéncia [62] (Tabela 5).
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Os valores de indice de iodo estdo de acordo com a norma européia EN14214, que
determina um limite de 100 g 1,/100 g de biodiesel. Para avaliar a exatiddo, os
valores médios foram comparados pelo test t pareado e o calculado (0,36) € inferior
ao valor critico (2,57), indicando que os resultados sao concordantes em nivel de

95% de confiancga.

Tabela 5- indices de iodo das amostras de biodiesel determinados pelos
procedimentos proposto e de referéncia

Biodiesel indice de iodo (g 1,/100 g de
(matéria-prima) biodiesel)*
Proposto Referéncia

[62]
Oleo de soja (100% (V/V)) 110+ 7 106 + 2
Oleo de soja / gordura animal (90/10% (v/v)) 113+5 98 +6
Oleo de soja / gordura animal (90/10% (V/v)) 103+3 106 + 2
Oleo de soja / gordura animal (90/10% (V/v)) 116 +6 106 + 1
Oleo de algod&o /gordura animal (90/10% (v/v)) 95+5 104 + 1
Oleo de soja / gordura animal (70/30% (V/V)) 99+5 101 +2

*Média + desvio padréo (n = 3)

O procedimento proposto € rapido, pratico, consumiu apenas 50 pg de I, e
gerou 65 pL de residuo por determinacdo e nao foi influenciado pela matriz das
amostras avaliadas. Além disso, utiliza apenas uma camera de um telefone celular e
um aplicativo para realizacdo das medidas analiticas, o que torna o procedimento
bastante atrativo para analises in situ, diretamente nas usinas de producdo de

biodiesel, e para ser implementado nos laboratérios de rotina.
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3.3.2.5. Comparacéo de procedimentos para determinacdo de indice de iodo em
biodiesel e 6leo vegetal

Os procedimentos propostos baseados na estratégia de frasco Unico e spot
test para a determinacdo de indice de iodo em Oleo vegetal e biodiesel
apresentaram vantagens em comparacdo com o método oficial e procedimentos

alternativos descritos (Tabela 6).

O procedimento que utiliza H-NMR néo requer solvente organico, mas utiliza
um equipamento caro, hecessita de um ambiente adequado para sua
implementacgé&o e requer um profissional especializado para realizar as analises [65].
A desvantagem dos procedimentos baseados em volumetria sdo que eles séo
bastante tediosos e demorados [62,63,67,71]. A volumetria baseada em deteccdo
visual do ponto final € dificultada pela cor da amostra ser semelhante a reagentes
halogenados, ocasionando em um erro analitico maior [62,67,71]. O método
volumétrico oficial EN 14111 é moroso, utiliza reagente e solvente téxico
(tetracloreto de carbono e o cloreto de iodo) [71]. O procedimento baseado em
frasco Unico permite analises tanto de biodiesel quanto de Oleos vegetais; embora
tenham sido constatados efeitos de matriz, esses podem ser corrigidos por
compatibilizacdo de matriz. E um procedimento simples, que pode ser realizado por
um analista que tenha apenas conhecimento basico, de como operar um
espectrofotdometro. O spot test consome ca. 7 vezes menos |, e gera ca. 34 vezes
menos residuo que o procedimento baseado em frasco Unico. Além, de ser um
procedimento robusto, ndo foram constados efeitos de matriz, possibilita obter
resultados bastante precisos, mesmo com instrumentacdo de baixo custo (requer
apenas de um celular com camera e de um ambiente com iluminacdo controlada

para realizar as analises), sendo adequado para analises in situ.



Tabela 6- Principais caracteristicas analiticas dos procedimentos para a determinacéo de indice de iodo em biodiesel e
Oleo vegetal

Procedimento Faixa linear* Consumo de I,(mg) Volume de residuo (mL) Referéncia
Biodiesel —

EN 14111 (Wijs) 2000 > 160 71
Volumétrico com deteccéo visual — 508 > 200 62
Volumétrico com deteccdo potenciométrica — 508 > 200 63
H-NMR 5— 140 - — 65
Procedimento desenvolvido (frasco Unico) 10 - 106 0,365 2,2 —
Procedimento desenvolvido (spot test) 10 - 106 0,049 0,065 -
Oleo vegetal

Volumétrico com deteccéo visual — 5000 > 240 67
EN 14111 (Wijs) — 2000 > 160 71
Procedimento proposto 10 - 106 0,365 2,2 —

a. mg 1,/100 g biodiesel ou 6leo vegetal
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3.4. Conclusdes

Os procedimentos propostos sdo inovadores com relagdo a utilizacdo a
estratégia de frasco Unico e de spot test utilizando imagem digital para o controle de
qualidade de biodiesel e de Oleos vegetais, mais especificamente para a
determinacao de indice de iodo. Ambos sado alternativas ao método titulométrico de
Wijis (EN 14111) por requererem menores quantidades de solventes e reagentes e,
consequentemente, gerarem menores volumes de residuos, além de requererem
equipamentos de facil acesso, como o celular, espectrofotdbmetro, vortex e
centrifuga, e ndo utilizar reagente e solvente toxico, como o cloreto de iodo e
tetracloreto de carbono necessarios no método oficial. Nao foram observados efeitos
de matriz no procedimento spot test, e esses foram superados no procedimento que
utilizou o sistema de frasco Unico utilizando a calibracdo por compatibilizacdo de
matriz. O procedimento spot test € atraente pela possibilidade do monitoramento in
situ, i.e. diretamente na usina de biodiesel, por possuir caracteristicas favoraveis
para realizar esse tipo de analises, como a robustez e necessitar de apenas
micropipetas, tubos de ensaio e de um telefone celular. Além disso, os dois
procedimentos trabalham em uma faixa linear adequada para o valor encontrado em
diferentes tipos de biodiesel e 6leos vegetais. Os resultados obtidos foram
concordantes com os valores de indice de iodo determinados pelos procedimentos
de referéncia [62,67] e estdo dentro do limite estabelecido pela norma européia
EN14214 [5].
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4. Determinacdo do teor de éster em biodiesel e em mistura biodiesel:diesel®

Resumo

Com o aumento significativo da producédo de biodiesel e pela diversificacdo das
matérias primas utilizadas no processo produtivo, é extremamente importante
desenvolver procedimentos mais praticos e rapidos e com menores custos
operacionais para o controle de qualidade. Além de garantir o desempenho, o
controle de qualidade do biocombustivel visa evitar danos aos motores e ao meio
ambiente. Nesse sentido, a quantificacdo do teor de ésteres no biodiesel permite
avaliar o desenvolvimento da reacao de transesterificacdo e a determinacao do teor
de biodiesel em misturas com diesel possibilita avaliar o atendimento a legislacao
vigente. Neste contexto foi desenvolvido um procedimento em fluxo, utilizando o
processo lab-in-syringe, para a determinacdo de ésteres metilicos em diferentes
tipos de biodiesel e de biodiesel em mistura com diesel. O procedimento foi baseado
na reacao dos ésteres com hidroxilamina em meio basico, para formar hidroxamato
gue em meio acido, reage com Fe(lll), formando um complexo com absorcdo
maxima em 500 nm. Etanol foi utilizado como solvente mediador entre a amostra
hidrofébica e os reagentes hidrofilicos, propiciando a formacédo de uma fase Unica no
interior da seringa. Respostas lineares para amostras de biodiesel e misturas
diesel/biodiesel foram obtidas entre 4,0 e 99% (v/iv) e 2,0 e 40% (v/v),
respectivamente, descritas pelas equacoes: A = 0,342 + 0,00305C (r = 0,997) e A =
0,154 + 0,00503C (r = 0,999). Calibracao pode ser realizada por diluicdo em linha de
uma solucdo estoque de linoleato de metila. Para as amostras de biodiesel, o
coeficiente de variacdo (n = 10), o limite de deteccdo (99,7% de confianca) e a
frequéncia de amostragem foram estimados em 0,8%, 0,36% (v/v) e 15 h™,
respectivamente; os valores correspondentes para a mistura biodiesel:diesel foram
0,20%, 0,03% (v/v) e 12 h™. O procedimento consome apenas 0,860 mg de
hidroxilamina, 0,145 mg de ferro e 2,0 mL de etanol e gera ca. 3,0 mL de residuo por
determinacdo. Os resultados para amostras de biodiesel e das misturas
biodiesel:diesel concordaram com os obtidos pelos métodos oficiais EN14103 e
EN14078, com nivel de confianca de 95%.

Palavras-chave: Teor de éster. Analise em fluxo. Metil linoleato.

* SOARES, S.; MELCHERT, W. R.; ROCHA, F. R. P. A flow-based procedure exploiting the lab-in syringe approach
for the determination of ester content in biodiesel and diesel/biodiesel blends. Talanta, Amsterdam, v. 174,
p. 556-561. 2017.
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Abstract

With the increase in biodiesel production and diversification of feedstocks, it is
important to develop practical, fast, and less expensive analytical procedures applied
to biodiesel from different raw materials. The quality control of biodiesel aims at to
ensure the performance of the biofuel and also to avoid damages to the engines and
environmental impact. This includes the quantification of the ester amount to
evaluate the yield of the transesterification reaction. On the other hand, quantification
of the biodiesel amount in biodiesel:diesel blends, is needed to evaluate the yeld of
transesterification reaction. In this context, it was developed a flow-based procedure
exploiting the lab-in-syringe approach for the determination of methyl esters in
different kinds of biodiesel and biodiesel:diesel blends. It was based on the reaction
of the esters with hydroxylamine, in alkaline medium to form hydroxamate, which
reacted in acidic medium with Fe(lll), forming a complex with maximum absorption at
500 nm. A single phase was formed inside the syringe by using ethanol as mediator
solvent between the hydrophobic sample and the hydrophilic reagents. Linear
responses for biodiesel samples and diesel/biodiesel blends were obtained from 4.0-
99% (v/v) and 2.0-40% (v/v) methyl esters, described by the equations: A = 0.342 +
0.00305C (r = 0.997) and A = 0.174 + 0.00503C (r = 0.999), respectively. Calibration
can be performed by in-line dilution of a methyl linoleate stock solution. For biodiesel
samples, the coefficient of variation (n = 10), limit of detection (99.7% confidence
level), and sampling rate were estimated at 0.8%, 0.36% (v/v), and 15 h™,
respectively, whereas the corresponding values for the blend samples were 0.20%,
0.03% (v/v), and 12 h™. The procedure consumed only 0.860 mg of hydroxylamine,
0.145 mg of iron and 2.0 mL ethanol and generated ca. 3.0 mL of waste per
determination. The results for biodiesel and biodiesel:diesel blends agreed with those
obtained by official methods EN14103/2011 e EN14078 at the 95% confidence level.

Keywords: Ester content. Flow analysis. Methyl linoleate.
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4.1. Introducao

Um dos principais parametros de qualidade a ser monitorado no biodiesel é o
teor de ésteres metilicos de acidos graxos (FAME, do inglés Fatty Acid Methyl
Esters) [5]. Segundo as normas europeia [5] e brasileira [5], o teor de éster no
biodiesel deve ser no minimo 96,5% (v/v). A norma americana [5] ndo estabelece o
limite, mas indica que este parametro deve ser medido e registrado. Por outro lado,
deve-se monitorar o ponto final da producdo do biodiesel, assim que atingir 96,5%
(v/v) de éster, evitando tempo adicional e gastos desnecessarios [5]. No Brasil, a Lei
n°® 13.623/2016 estabeleceu que em 2018 a porcentagem de biodiesel adicionado ao
diesel deve ser no minimo 8% (v/v) [3].

O método oficial EN 14078 para quantificar biodiesel na mistura com o diesel
€ baseado em espectroscopia na regido do infravermelho [73]. J& o0 método oficial
EN14103 para determinacdo do teor de éster em biodiesel € baseado em
cromatografia gasosa com detector de ionizacdo em chama (GC-FID, do inglés Gas
Chromatography with Flame lonization Detector) [74]. Esse método é limitado para
analise de biodiesel produzido a partir de sebo bovino, porque o padrdo interno
usual (heptadecanoato de metila) € uma substancia encontrada em alta quantidade
em biodiesel produzido a partir dessa matéria-prima [75]. Assim, para essas
amostras e as provenientes de 6leo de mamona, o nonadecanoato de metila é
usado no lugar de heptadecanoato de metila [75]. Cromatografia liquida de alto
desempenho com deteccao espectrofotométrica no ultravioleta (HPLC-UV, do inglés
High Performance Liquid Chromatography-Ultraviolet Detection) foi proposta para a
determinacado simultdnea de quantidades totais de glicerideos e FAME em biodiesel
produzido de 6leo de soja, explorando a injecdo de amostras dissolvidas em
acetonitrila, sem qualquer pré-tratamento [75]. Porém, ha algumas desvantagens,
como o tempo de andlise (ca. 35 min por determinacdo) e a baixa precisdo
(coeficientes de variacdo de até 10%). Procedimentos alternativos ao método oficial
para quantificar biodiesel na mistura biodiesel.diesel sdo citados na literatura, como
0S que utilizam a mesma reacao do procedimento proposto nessa reacao [76,77],
porém esses procedimentos s80 morosos, necessitam de varias etapas de agitacéo
e adicdo de reagentes, aléem de utilizarem solventes toxicos, como 10 mL [76] e
9,3 mL de heptano [77] por determinacdo. Embora, existam outros procedimentos

alternativos aos métodos oficiais, eles sdo morosos, consomem quantidades
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significativas de solventes e geram volumes significativos de residuos [76,77]. Diante
disso, esta etapa da dissertacdo teve como objetivo o desenvolvimento de um
procedimento versatil, rapido, robusto e ambientalmente amigavel para a
determinacao do teor de éster em biodiesel e de biodiesel em mistura com o diesel.
Para isso, foi utilizado um sistema de andlises em fluxo baseado no processo

lab-in-syringe [33, 35].

4.2. Parte experimental
4.2.1. Equipamentos e acessorios

Foi utilizado um sistema de andlises por injecdo sequencial (SIA) comercial
(FIAlab® 3500, FIAlab® Instruments), composto por uma bomba de seringa (2,5 mL)
e uma valvula seletora com 8 portas. A deteccdo foi feita utilizando um
espectrofotdmetro CCD (USB4000, Ocean Optics®), com uma fonte de radiacéo
(lampada de tungsténio-halogénio, LS-1, Ocean Optics®), fibras 6ticas para
transporte da radiacdo e uma cela de fluxo (Hellma) com 1,0 cm de caminho 6ptico e
40 pL de volume. A cela foi acoplada a um suporte (CUV-UV, Ocean Optics)
posicionado perpendicularmente ao feixe de radiacdo O controle do sistema e a
aquisicdo dos dados foram efetuados pelo software FIAlab® 5.9. Linhas de

transmissao foram feitas de tubos de Teflon® com 0,75 mm i.d.

4.2.2. Reagentes e solucdes

As solucbes foram preparadas utilizando reagentes de grau analitico (Merck,
exceto quando informado) e agua ultrapura (resistividade > 18,2 MQ cm). Para o
preparo da solucdo 0,60 mol L™ hidroxilamina, 2,0 g do reagente soélido foi
previamente dissolvido em 5 mL de agua e o baldo volumétrico foi avolumado com
etanol para 50 mL. Para o preparo de uma solucdo de 10,0 mmol L™ de ferro, foi
preparada uma solucéo de 5,0 mmol L™ Fe,(SO4)s H-0, dissolvendo 100 mg do sal
em 0,6 mol L™ HNO3s. Foi preparada diariamente uma solucdo de 0,30 mol L™ NaOH,
dissolvendo 600 mg do hidroxido em 5 mL de agua e avolumando o balédo

volumétrico com etanol para 50 mL.
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Amostra de biodiesel produzido de 6leo de soja (i.e. com teor de éster
previamente determinado pelo método de referéncia [74]) foi diluida 1:10 (v/v) em
etanol para a otimizacdo do procedimento. Solucdo estoque de linoleato de metila
(éster formado predominantemente na reacdo de transesterificacdo de Oleo de soja)
foi preparada pela diluicdo do éster (99% (m/m), Sigma) em etanol 1:10 (v/v). Essa
solucéao foi utilizada para a preparacao das solucdes de referéncia em fragbes de 0 a
99% (v/v) em etanol, para a construcdo da curva analitica. A solucdo estoque de
linoleato de metila também foi diluida em linha para a calibracdo do procedimento.
Para a quantificacdo de biodiesel na mistura biodiesel:diesel, solu¢des de referéncia
de 2 a 40% (v/v) foram preparadas por diluicdo de linoleato de metila a 99% (v/v) em
etanol 1:15 (v/v). Para avaliacdo de exatiddo, amostras de biodiesel (produzidas a
partir de 6leo de soja, 6leo de semente de algoddo ou gorduras animais) e biodiesel
misturado a diesel S10 (coloragdo amarela) e S500 (coloracdo vermelho) foram

diluidas ca. 1:20 e 1:15 (v/v) em etanol, respectivamente.

4.2.3. Procedimento
Para a determinacdo do teor de ésteres em biodiesel e na mistura

biodiesel:diesel foi empregado o processo lab-in-syringe (Figura 12) [66-68].
O sistema foi operado conforme descrito nas Tabelas 7 (amostras de biodiesel)
e 8 (amostras de misturas biodiesel:diesel). Foram aspirados para a seringa 40 pL
de biodiesel diluido (etapa 1), 20 uL de hidroxilamina (etapa 2) e 300 pL de NaOH
(etapa 3), seguido de intervalo de 75 s (etapa 4) para a formacédo do hidroxamato.
Posteriormente, foram aspirados 175 pL de Fe(lll) em meio &cido (etapa 5) e
1000 pL de ar (etapa 6), para favorecer a mistura e a reacédo do Fe(lll) com o acido
hidroxdmico. Ap6s a reacdo, 200 pL de etanol anidro foram inseridos para
transportar o ar para o interior da seringa (etapa 7), evitando-se, dessa forma, que
bolhas de ar seguissem para a cela de medida. Na etapa seguinte, 735 uL da
mistura do interior da seringa foram direcionados para a cela de fluxo para a medida
espectrofotométrica em 500 nm (etapa 8). O restante da solucdo contida na seringa
era direcionado para descarte (etapa 9). Para a limpeza da seringa e do tubo que
direciona a fase de medida para a cela de deteccéo, utilizou-se 1200 pL de etanol
(etapas 10 e 11). Todos os passos foram realizados com a valvula solenoide de trés

vias na posicdo OUT, exceto para o passo 10, em que a valvula foi movida para a
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posicao IN. O sinal analitico correspondia ao sinal maximo registrado quando a zona
de amostra passava pela cela de fluxo. Todas as medidas foram realizadas em
triplicata. Para a calibragcdo envolvendo diluicdes em linha, o volume da solucéo
estoque de linoleato de metila foi variado de 0 a 40 pL e aliquotas de etanol foram
adicionadas para manter o volume total de 40 uL. As outras etapas anteriormente
descritas foram mantidas.

Para a determinacéo do teor de éster em misturas biodiesel:diesel (Tabela 8),
as modificacdes necessarias foram: (i) o aumento do volume da amostra de 40 pL
para 100 uL (etapa 1); (ii) o aumento do periodo de parada de fluxo para a formagéao
do hidroxamato, de 75 para 120 s (etapa 4); (iii), utilizacdo de aliquota adicional de
500 uL etanol (etapa 6) e (iv) redugdo do volume da aliquota de ar para 500 pL
(etapa 7).

A exatidéo foi avaliada comparando-se os resultados obtidos para biodiesel
de diferentes fontes com os obtidos por cromatografia gasosa, de acordo com o
meétodo oficial EN 14103 [74], e aqueles obtidos para as amostras de misturas

biodiesel:diesel com os resultados obtidos por NIR, de acordo com EN14078 [73].

Figura 12- Diagrama de fluxo do sistema lab-in-syringe para a determinacdo do teor de
éster em biodiesel e na mistura com o diesel. A: amostra; R;: hidroxilamina; R,: NaOH; Rs:
Fe(lll); E: etanol; W: descarte de residuo; SP: bomba de seringa; MV: valvula de
multiposicdo; V: valvula solenoide de trés vias; D: espectrofotbmetro multicanal. O
comprimento dos tubos de transmissao entre as valvulas MV e V (porta 1) ou a cela de fluxo
foram as menores possiveis (ca. 20 cm)




Tabela 7- Rotina analitica do sistema SIA para a quantificacdo do teor éster em
biodiesel

Etapa Acgéao MV Volume Vazéo

porta (uL) (uL s™)
1 Aspiracao de biodiesel diluido 3 40 40
2 Aspiracdo de hidroxilamina (R,) 4 20 150
3 Aspiracao de NaOH (Ry) 5 300 200
4 Tempo de reacao (75 s) — — —
5 Aspiracao de Fe(lll) (Rs) 6 175 200
6 Aspiracao de ar 7 1000 200
7 Aspiracao de etanol (E) 8 200 100
8 Transporte para medida 1 735 20
9 Descarte 2 1000 150
10 Lavagem do sistema?® 2 2000 150
11 Descarte 1 2000 150

a.Valvula solenoide V na posicao “IN”; Etapas 10 e 11 repetidas duas vezes.

Tabela 8- Rotina analitica do sistema SIA para a quantificacdo de biodiesel na
mistura biodiesel:diesel

Etapa Acéo MV  Volume Vazédo

porta  (uL)  (uLs™)
1 Aspiracao da mistura biodiesel:diesel diluida 3 100 40
2 Aspiragao de hidroxilamina (R,) 4 20 150
3 Aspiracao de NaOH (Ry) 5 300 200
4 Tempo de reacao (120 s) — — —
5 Aspiracao do Fe(lll) (R3) 6 175 200
6 Aspiracao de etanol (E) 8 500 100
7 Aspiragéo de ar 7 500 200
8 Aspiracéo de etanol (E) 8 200 100
9 Medida 1 1295 20
10 Descarte 2 500 150
11  Limpeza do sistema® 2 2000 150
12 Descarte 1 2000 150

a. Valvula solenoide V na posicao “IN”; Etapas 11 e 12 repetidas duas vezes.
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4.3. Resultados e Discussao
4.3.1. Aspectos gerais

O procedimento foi baseado na reacdo dos ésteres de alquila com
hidroxilamina, em meio alcalino, com formacédo de hidroxamato (equacao 4). Esta
espécie reage com o Fe(lll) em meio acido (necessario para evitar a hidrolise do ion
metélico), formando um complexo violeta (equacao 5) [78] com mé&ximo de absor¢éo
em 500 nm (Figura 13). O procedimento em fluxo foi baseado no processo
lab-in-syringe [33,34], visando desenvolver um procedimento rapido, robusto e
versatil com o minimo consumo de reagente e geracdo de residuos, entre outras
caracteristicas positivas que s6 sdo alcancadas em sistemas de analise em fluxo. A
modalidade explora o processamento da amostra dentro do émbolo da bomba tipo
seringa, combinando assim as caracteristicas de fluxo (alta amostragem taxa e
tempo reprodutivel) com as caracteristicas da estratégia (melhora a mistura e maior

tempo de residéncia)

Visando gerar uma uUnica fase entre reagentes (hidrofilicos) e amostra
(hidrofébica), o etanol foi utilizado como solvente mediador. Tanto a amostra, quanto
os reagentes foram preparados em etanol para evitar a separagdo de fases no
interior da seringa. O ar (Tabelas 7 e 8 - etapas 6 e 7) e as altas vazbes de
aspiracdo (150 e 200 pL s™) dos reagentes (Tabelas 7 e 8 - etapas 2,3,5) foram
estratégias para favorecer a mistura. O etanol (etapa 7) foi aspirado a uma vazao
mais baixa (100 pL s™) para evitar a formacdo de bolhas no caminho analitico, uma
vez que o etanol foi utilizado para eliminar todo ar que havia no percurso analitico.
Apos a formacédo do complexo (Tabela 7, 8 - etapas 8 e 9) 735 e 1295 pL da fase de
medida foi direcionada para a cela de fluxo a uma vazéo baixa (40 pL s™), de modo
a evitar a formacao de bolhas. Posteriormente, 1000 e 500 pL (Tabelas 7, 8 - etapas
9 e 10) referente ao ar aspirado foram dispensados para o descarte em uma vazao
de 150 uL s para remover residuos do percurso analitico e otimizar a frequéncia de
amostragem. A vazdo de aspiracdo (150 pL s™) da lavagem do sistema (Tabelas 7,
8 - etapas 10 e 11) n&o foi relativamente alta (150 uL s™) para evitar que ficasse ar
no percurso analitico. Os tempos de reacdo (Tabelas 7 e 8 — etapas 4) foram

explorados para favorecer a formacao do hidroxamato que é relativamente lenta.
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Figura 13- Espectro de absor¢do do complexo formado entre Fe(lll)/hidroxamato. Espectro
obtido com 20 pL de biodiesel (diluicdo 1:20 (v/v) em etanol), 200 pL de 10 mmol L™ Fe(lll)
preparado em 0,65 mol L™ HNO3, 400 pL de 0,30 mol L™ NaOH, 200 pL de etanol e 60 s de

reacao
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4.3.2. Otimizacéo (procedimento para a determinacdo de éster em biodiesel)

Foram avaliados os efeitos dos volumes dos reagentes e de amostra e do
tempo de reacdo, visando maximizar a resposta analitica. Com relacdo a
hidroxilamina, obteve-se a méaxima resposta analitica com 20 puL de solucdo de
0,62 mol L™ (Figura 14). Volumes maiores favoreceram a reducao do Fe(lll) a Fe(ll),
assim desfavorecendo a formacdo do complexo e causando a diminui¢do do sinal
analitico. Por outro lado, a resposta analitica diminuiu com volumes menores devido
a falta de reagente. O volume selecionado (20 pL) fornece aproximadamente a
guantidade estequiométrica de hidroxilamina para reagir com a maior quantidade de

éster contida nas amostras.

Figura 14- Efeito do volume de solugdo de 0,60 mol L? hidroxilamina sobre os sinais
analitico (a) e do branco (b). Condi¢des experimentais: 20 pL de biodiesel (diluicdo 1:20 (v/v)
em etanol), 200 pL de 10 mmol L™ Fe(lll) preparada em 0,65 mol L™* HNOs, 400 pL de 0,30
mol L™ NaOH, 200 pL de etanol e 60 s de reacdo. As barras de erro referem-se as
estimativas de desvios-padrao (n = 3)
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O procedimento proposto envolve reacbes sequenciais em meio alcalino
(formacao do hidroxamato) e acido (formacdo do complexo com Fe(lll)). Assim, foi
importante avaliar tanto o volume de NaOH quanto de ferro(lll) preparado em HNO3
contido na solucéo de Fe(lll) para que as reacdes fossem conduzidas em condicdes
adequadas de acidez. A solucao de hidroxido de sédio favorece tanto a formacao de
ions hidroxamato, quanto a formacao de Fe(OH)s. Assim, observou-se um aumento
concomitante dos sinais analitco e do branco no intervalo entre 300
e 500 pL de 0,3 mol L™* NaOH, devido ao espalhamento de radiacdo causado pela
formacdo de Fe(OH); (Figura 15). Esse efeito tornou-se mais severo a partir
de 500 pL de NaOH, prejudicando a formacédo do hidroxamato. Com volumes de
NaOH inferiores a 300 uL, ocorreu turvacao devido a imiscibilidade do biodiesel com
baixas concentracdes de etanol (solvente utilizado na preparacdo da solucéo
alcalina), impossibilitando a medida analitica. Apesar da resposta analitica ser mais
pronunciada quando foi utilizado um volume de 400 pL de NaOH, o volume de
300 pL foi escolhido para experimentos posteriores por apresentar o menor sinal do

branco.
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Figura 15- Efeito do volume de solucéo de 0,30 mol L™ NaOH sobre o sinais analitico (a) e
do branco (b). Condi¢cBes experimentais: 20 pL de biodiesel (diluicdo 1:20 (v/v) em etanol),
20 pL de 0,62 mol L™ NH,OH, 200 pL de 10 mmol L™ Fe(lll) preparado em 0,66 mol L*
HNOs, 200 yL de etanol e 60 s de reacéo para formacao do hidroxamato. As barras de erro
referem-se as estimativas de desvios-padréo (n = 3)
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Foi avaliado o efeito do volume da solucéo de 10 mmol L™ Fe(lll) preparada
em 0,65 mol L™ HNO3 com a finalidade de otimizar conjuntamente a quantidade de
Fe(lll) e a acidez necesséria para evitar a precipitacdo de Fe(OH)3 e para favorecer a
formacgéo do complexo. O efeito predominante foi a diminuicdo dos sinais analitico e
do branco devido a menor formacdo do Fe(OH); e, consequentemente, menor
espalhamento de radiacdo (Figura 16). Isso ocorreu porque, apesar do aumento da
concentragdo de Fe(lll) no meio, aumentou concomitantemente a concentragdo de
acido. Assim, o volume de 175 pL foi selecionado por ja fornecer as quantidades

adequadas de Fe(lll) e a acidez necessaria.
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Figura 16- Efeito do volume de solucdo de 10 mmol L™ Fe(lll) preparada em
0,65 mol L™ HNO; sobre os sinais analitico (a) e do branco (b). Condicbes experimentais:
20 pL de biodiesel (diluigdo 1:20 (v/v) em etanol), 20 pL de 0,60 mol L™ NH,OH, 400 pL de
0,30 mol L™ NaOH, 200 pL de etanol e 60 s de reacdo. As barras de erro referem-se as
estimativas de desvios-padrao (n = 3)
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O efeito do volume de biodiesel, diluido 1:10 (v/v) em etanol, foi avaliado com
a finalidade de alcancar a sensibilidade adequada para as medidas analiticas
(Figura 17). O sinal analitico aumentou gradativamente com o volume de amostra,
indicando que havia um excesso de hidroxilamina e Fe(lll). Volumes maiores que
40 pL nao foram avaliados para evitar riscos de separacdo de fases e também
porque a sensibilidade necessaria para as medidas ja tinha sido alcancada. Assim,
escolheu-se trabalhar com 40 pL de biodiesel, que gerou a maior resposta analitica

dentro do intervalo avaliado.
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Figura 17- Efeito do volume de biodiesel sobre os sinais analitico (a) e do branco (b).
Condicées experimentais: 20 pL de 0,60 mol L™ hidroxilamina, 175 puL de 10 mmol L™ Fe(lll)
preparado em 0,65 mol L™ HNO3, 300 pL de 0,30 mol L™ NaOH, 200 pL de etanol e 60 s de
reacdo. As barras de erro referem-se as estimativas de desvios-padrao (n = 3)
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Foi avaliado o efeito do tempo de residéncia (parada de fluxo) sob a reacao
entre os ésteres alquilicos e hidroxilamina, com a finalidade de trabalhar com o
menor tempo de reacdo. Como mostra a Figura 18 houve um aumento gradativo no
sinal analitico em funcédo do tempo de reacdo. Devido a temporizacdo reprodutivel
inerente aos procedimentos analiticos em fluxo, ndo foi necessario alcancar a
condicdo de estado estacionario. Escolheu-se, dessa forma, trabalhar com 75 s de
parada fluxo, como um compromisso entre resposta analitica e frequéncia de

amostragem.
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Figura 18- Efeito do tempo de residéncia para a reacao entre os ésteres metilicos e a
hidroxilamina sobre os sinais analitico (a) e do branco (b). CondicBes experimentais: 40 L
de biodiesel, 20 pL de 0,60 mol L™ hidroxilamina, 175 pL de 10 mmol L™ Fe(lll) preparado
em 0,65 mol L'* HNO;, 300 pL de 0,30 mol L* NaOH, 200 pL de etanol. As barras de erro
referem-se as estimativas de desvios-padrdo (n = 3)
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4.3.3. Otimizagao (procedimento para a determinagéo de biodiesel na mistura
biodiesel:diesel)

A quantidade de biodiesel na mistura biodiesel:diesel pode ser determinada
medindo o teor de ésteres, que sao espécies caracteristicas do biodiesel [78].
Devido a menor miscibilidade do diesel no meio, observou-se turvacdo quando uma
amostra da mistura foi processada sob as condicdes anteriores otimizadas para
determinar o teor de éster em biodiesel. Essa desvantagem foi contornada pela
adicdo de mais etanol ao meio (Tabela 8, etapa 5) e aumentando a diluicdo da
amostra em etanol. Foi observado experimentalmente que pelo menos 500 uL de
etanol adicional e uma diluicdo de ca. 15 vezes da amostra foram necessérios para
evitar a turbidez. Essa minina diluicdo foi fixada para minimizar o impacto sobre a
sensibilidade das medidas. Algumas estratégias foram adotadas para compensar a
diminuicdo da sensibilidade: aumento do volume da amostra e do tempo de reacao
para 100 pL e 120 s, respectivamente. Com tempos de reacdo maiores que 120 s,
houve um aumento pouco significativo da sensibilidade (e.g. apenas 5% para 300 s

de reacdo). Resultados semelhantes foram obtidos para diferentes misturas de
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biodiesel:diesel (por exemplo, S10 de cor amarela e S500 vermelha). Devido as
diluicbes da amostra de ca. 15 vezes, foi possivel analisar as amostras S500, sem

interferéncia da sua cor.

4.3.4. Caracteristicas analiticas
ApoOs a otimizacgao, respostas lineares foram obtidas nos intervalos 4,0-99 e

2,0-40% (v/v) de linoleato de metila para quantificar o teor de éster em biodiesel e
na mistura biodiesel:diesel, respectivamente. As curvas de calibragdo sdo descritas
pelas equacdes A = 0,342 + 0,00305C (r = 0,997) e A = 0,144 + 0,00503 C
(r = 0,999), respectivamente. A sensibilidade foi 65% superior para a mistura
biodiesel:diesel devido ao maior volume de amostra e tempo de reacdo utilizados,
confirmando a eficacia das estratégias adotadas. O coeficiente de variacdo, o limite
de deteccédo e a frequéncia de amostragem foram estimados em 0,80% (n =10),
0,36% (v/v) e 15 h™* para biodiesel, enquanto os valores correspondentes para a
mistura biodiesel:diesel foram 0,2% (n = 10), 0,03% (v/v) e 12 h™, respectivamente.
Foram consumidos apenas 40 pL de biodiesel e 100 pL da mistura biodiesel:diesel,
diluidos 1:20 e 1.:15 (v/v) em etanol, 0,860 mg de hidroxilamina,
0,175 mg de ferro e gerados ca. 3 mL de residuo por determinacéo. Esses valores
correspondem a menos de 1% do consumo de amostra e metade da quantidade de
residuo gerado pelo método oficial (EN 14103) para a determinacdo de ésteres em
biodiesel [74].

Para avaliar se o linoleato de metila (éster formado predominantemente na
reacao de transesterificacdo de Oleo de soja) poderia ser usado como uma espécie
modelo para a estimativa do teor de éster em amostras de biodiesel provenientes de
diferentes fontes, foram analisadas amostras diluidas 1:20 (v/v) em etanol,
produzidas a partir de 6leo de soja, 6leo de algodéo e gordura animal, com teores de
éster 99% (v/v), determinado pelo método oficial. Os sinais foram comparados com
0s obtidos com o padrdo de linoleato de metila (99% (v/v)) e apresentaram uma
diferenca de somente 3,0%, que foi considerada néo significativa, indicando que o
linoleato de metila pode ser o éster modelo e que a determinacéo de éster pode ser
feita por calibracdo externa. Além disso, este fato indica que nem a reatividade do

analito presente em diferentes matrizes com a hidroxilamina, e nem a absortividade
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7

molar do complexo monitorado é significativamente afetada pelo substituinte do
éster (grupo R na equacéo 4).

Com a finalidade de tornar o procedimento mais pratico e rapido, foi avaliada
a possibilidade de construir uma curva de calibracdo com diluicdes em linha
(0-100%), de uma solucdo estoque de linoleato de metila (99% (v/v) em etanol).
O coeficiente angular (305 + 7) mg L™ foi concordante com a inclinacdo da curva de
calibracéo construida com padrées de ésteres (338 + 9) mg L™, tornando possivel a
construcdo da curva de calibracdo com diluicdes em linha de uma solucdo estoque
de linoleato de metila. Isso € interessante para analises in situ e em outras situacdes
em que a recalibracao periddica é necessaria.

Para avaliar a exatidao, foram analisadas algumas amostras de biodiesel
produzidas a partir de diferentes matérias-primas e da mistura biodiesel:diesel pelos
procedimentos proposto e oficiais. Esses sdo baseados em cromatografia gasosa
para determinar o teor de éster em biodiesel (EN14103) [74] e espectroscopia NIR
para quantificar biodiesel em diesel (EN14078) [73]. Os resultados sédo apresentados
nas Tabelas 9 e 10, respectivamente. Para avaliar a exatiddo, os valores médios
foram comparados pelo test t pareado e os valores obtidos (0,26 para biodiesel e
0,32 para mistura biodiesel:diesel) foram abaixo do valor critico (2,57 e 2,44),
indicando que os resultados séo concordantes a nivel de 95% de confianca.

Os resultados para as misturas também foram coerentes com o limite
estabelecido pela legislacdo brasileira, 7% (v/v) de biodiesel misturado ao diesel,
porcentagem relativa ao periodo em que as amostras foram coletadas (marco de
2017) [3,4].
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Tabela 9- Teores de éster das amostras de biodiesel analisadas pelos
procedimentos proposto e de referéncia

Biodiesel Teor de éster % (v/v)*

(matéria-prima)

Proposto Referéncia [74] **Falculad
o

100% soja 96 + 3 97 +3 1,0
90% soja / 10% algodao 96 + 3 97+3 1.0
90% soja / 10% sebo 98 + 3 97 +3 1,0
70% soja / 30% sebo 96 +1 99 +3 9,0
100% soja 96+ 1 98+3 9,0
93% soja / 5% algodéao / 2% sebc 97+3 97 +3 1.0

*Média + desvio padréo (n = 3); *Fcritico = 19 (95% de confianca)

Tabela 10- Teores de biodiesel na mistura biodiesel.diesel determinados pelos
procedimentos proposto e de referéncia

Biodiesel % (v/v)*

Amostra
Proposto Referéncia [73] **F calculado
1 6,6+0,1 6,9+ 0,3 20
> 6,1+0,1 6,7+ 0,3 9.0
3 6,6 +0,1 6,8+ 0,3 20
4 7,6+0,2 7,7£ 0,3 22
5 6,9+0,2 6,6+ 0,2 L0
6 6,0+0,1 6,9+ 0,3 20
7 6,3+0,1 6,6+ 0,2 4.0

*Média * desvio padrédo (n = 3); *Feritico = 19 (95% de confianca)
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Algumas caracteristicas analiticas de procedimentos utilizados para a
determinacdo do teor de ésteres em biodiesel e na mistura biodiesel:diesel sédo
apresentadas na Tabela 11. O coeficiente de variacdo do procedimento proposto
para determinar biodiesel na mistura biodiesel:diesel significativamente melhor que
0s obtidos nos procedimentos que utilizam HPLC [75] e espectrofotometria em
batelada, com detecgcdo UV-vis [76,77]. O coeficiente de variacdo do procedimento
proposto para determinar o teor de ésteres em biodiesel foi ca. 10 e 4 vezes menor
gue o método que utiliza cromatografia gasosa - espectrometria de massas (GC-MS,
do inglés Gas Chromatography- Mass Spectrometry) [79] e HPLC-UV [75]. Essas
caracteristicas demonstram que o procedimento proposto € bastante preciso. O
procedimento proposto utiliza etanol, um solvente menos téxico quando comparado
aos procedimentos alternativos que utilizam hexano [75,80], heptano [76]
e 2-propanol [77]. O consumo de solvente no procedimento proposto para a
determinacao do teor de éster em biodiesel € similar ao procedimento HPLC-UV [75]
e ca. 4 vezes menor quando comparado ao que utiliza GC-MS [79]. O consumo de
solvente organico no procedimento proposto para quantificar biodiesel na mistura
biodiesel:diesel é ca. 5 que no procedimento que utiliza HPLC [80] e ca. 12300
vezes menor quando comparado ao procedimento com detecgdo UV-vis [77]. Assim,
destaca-se que o procedimento proposto atende aos requisitos da quimica verde,
por consumir solvente menos toxico e pequenas quantidades de reagente e solvente
[10].



Tabela 11- Caracteristicas analiticas dos procedimentos para a determinacao do teor de éster em biodiesel puro e na
mistura com o diesel

Procedimento Geragéo de residuo Consumo de solvente organico CV (%) Referéncia
(mL)*
(mL)*

Teor de éster em biodiesel

HPLC-UV >2 2,0 (2-propanol + hexano) 3,0 75

GC-MS 10 9,25 (hexano) 8,0 79

FIA-SP 3 2,2 (etanol) 0,80 Este
trabalho

Biodiesel na mistura biodiesel:diesel

HPLC 12 12,0 (hexano) 8,0 80

UV-vis 17 10,0 (heptano) 4,0 76

(batelada)

UV-vis 10 9,3 (heptano) 3,7 77

(batelada)

FIA-SP 3 2,2 (etanol) 0,20 Este
trabalho

FIA-SP: Analise em fluxo com deteccdo espectrofotométrica; GC-MS: cromatografia a gas com deteccdo por espectrometria de massas; HPLC:
Cromatografia liquida de alta eficiéncia; UV-Vis: Espectrofotometria ultravioleta-visivel; * por determinacao
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4.4. Conclusdes

O procedimento desenvolvido para a determinacdo do teor de ésteres em
biodiesel e na mistura biodiesel:diesel, utilizando sistema de analise em fluxo
baseado no processo lab-in-syringe, utilizou apenas o etanol como solvente e
permitiu a redugdo das quantidades consumidas de reagentes e amostra
qgquando comparado com o0s procedimento alternativos. O procedimento, quando
comparado ao método oficial, possui um atrativo que é a possibilidade de analises in
situ, i.e. diretamente nas usinas produtoras de biodiesel, tanto para a determinacéo
do teor de éster, como para monitorar o processo de producdo do biodiesel. O
linoleato de metila, disponivel comercialmente como reagente analitico, pode ser
usado como éster modelo para a calibracdo, visando a determinacédo do analito em
amostras de biodiesel oriundas de diferentes matérias-primas (6leo de soja e
algodao e gordura animal), além de ser possivel a calibragdo por diluicdo em linha
da solucéo estoque de linoleato. Foi possivel analisar tanto amostras do diesel S10
e S500 de coloracdo avermelhada. Os resultados obtidos foram concordantes com
os teores de ésteres determinados pelos métodos oficiais EN14103 e EN14078.
Dessa forma, o procedimento proposto € uma alternativa aos métodos oficiais para a
determinacao do teor de éster em biodiesel e de biodiesel em mistura com diesel.
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