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RESUMO

A transesterificagdo do dleo vegetal com alcoois de cadeia curta resulta na producao do biodiesel
e do glicerol como co-produto. Apds purificagdo, o teor méximo de glicerol livre no biodiesel nao
deve exceder 0,02 % (m/m), uma vez que sua presenca pode entupir o bico de injecdo, liberar
vapores toxicos durante a combustdo e causar danos ao motor. O teor de glicerol ¢ um parametro
importante de qualidade do biocombustivel. Os métodos oficiais para determinar o teor de glicerol
livre no biodiesel empregam a cromatografia gasosa com detec¢ao por ionizagdo em chama,
requerendo o uso de derivatizante, padrdes internos e condigdes instrumentais proximas ao limite
dos equipamentos. Nesta proposta buscou-se desenvolver um método alternativo para
determinagdo de glicerol livre em biodiesel mais simples, sustentdvel, economico e acessivel aos
laboratorios de analise. O método foi baseado na extragdo do glicerol do biodiesel, empregando a
extragdo sortiva em barra de agitacdo (SBSE), preparada em laboratorio, € a cromatografia liquida
de alta eficiéncia com detecc¢do por indice de refracdo como técnica de andlise. A barra de agitacao
foi preparada pelo revestimento de imas de neodimio com celulose monolitica sintetizada pelo
método de separacdo de fases induzida por um nao-solvente. Os monolitos foram produzidos a
partir do acetato de celulose comercial que foi posteriormente convertido em celulose por hidrdlise
alcalina. A confirma¢do da obtencdo do monolito de celulose ocorreu pelo desaparecimento de
sinais caracteristicos dos grupos acetato por espectroscopia no infravermelho, e pela mudanca de
propriedades térmicas do material por calorimetria exploratoria diferencial. Os monolitos
apresentaram estrutura hierarquicamente porosa como observado por microscopia eletronica de
varredura. As barras de agitacdo de celulose monolitica foram empregadas na otimizagdao da
extracdo de glicerol do oleato de metila fortificado, obtendo tempo de adsor¢do de 60 min e de
dessor¢do de 15 min, temperatura de 70 °C, 4gua como solvente de dessor¢dao e comprimento da
barra de agitacdo de 10x5 mm, resultando em uma taxa de recuperacao de 93,6 + 2,1 % (m/m) de
glicerol. A metodologia proposta foi validada, resultando em limites de detec¢do de 6,6 x 107 %
(m/m) e de quantificacdo de 2,9 x 10 % (m/m), boa linearidade e alta sensibilidade de resposta
analitica. Os resultados de determinagdo de glicerol livre no biodiesel foram comparaveis ao
método AOCS ca. 14-56 com a vantagem de requerer poucas etapas, baixa manipulacdo do
analista, baixo custo e ndo usar qualquer reagente quimico prejudicial ao ambiente, sendo

totalmente compativel com os principios de sustentabilidade.

Palavras-Chaves: cromatografia liquida, indice de refracdo, barra de agitag¢do sortiva, acetato de

celulose, monolito.



ABSTRACT

The transesterification of vegetable oil with short-chain alcohols results in biodiesel and glycerol
as a co-product. After purification, the maximum content of free glycerol in biodiesel must not
exceed 0.02 % (m/m) since its presence can clog the injection nozzle, release toxic vapors during
combustion and cause damage to the engine. The glycerol content is an essential biofuel quality
parameter. The official methods to determine the free glycerol content in biodiesel employ gas
chromatography with flame ionization detection, requiring derivatizing reagents, internal
standards, and limited instrumental conditions. In this proposal, we developed an alternative
method for determining free glycerol in biodiesel that is simpler, sustainable, economical, and
accessible to analysis laboratories. The methodology was based on glycerol extraction from
biodiesel using a lab-made stir bar sorptive extraction (SBSE) and high-performance liquid
chromatography with refractive index detection as an analytical technique. The sorptive stir-bar
was prepared by coating neodymium magnets with monolithic cellulose, synthesized by the non-
solvent-induced phase separation method. We produced monoliths using commercial cellulose
acetate, which was converted into cellulose by alkaline hydrolysis. The cellulose monolith was
confirmed by the disappearance of acetate group signs in infrared spectroscopy and by the thermal
properties of the monoliths by differential scanning calorimetry. The monoliths showed a
hierarchically porous structure by scanning electron microscopy. Glycerol extraction from the
fortified methyl oleate was optimized using the monolithic cellulose stir bars, obtaining an
adsorption time of 60 min and a desorption time of 15 min, a temperature of 70 °C, water as a
desorption solvent and bar length of stirring of 10 X 5 mm, resulting in a recovery rate of 93.6 +
2.1 % (m/m) of glycerol. The proposed methodology was validated, resulting in limit of detection
of 6.6 x 107 % (m/m) and limit of quantification of 2.9 x 10 % (m/m), good linearity, and high
response sensitivity analytics. The results for determining free glycerol in biodiesel were
comparable to the AOCS ca. 14-56 with the advantage of requiring few steps, low manipulation
by the analyst, low cost, and not using any chemical reagent harmful to the environment, being

fully compatible with the principles of sustainability.

Keywords: liquid chromatography, refractive index, sorptive stir bar, cellulose acetate, monolith.
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Neste trabalho, foi proposta um novo método de determinacdo de glicerol livre em biodiesel
baseada na extrag@o sortiva em barra de agitagdo seguida da analise por cromatografia liquida de
alta eficiéncia com detecg¢do por indice de refracdo, sem o uso de qualquer reagente quimico,
solvente organico ou aparato/dispositivo sofisticado e de alto custo. Foram preparados monolitos
de celulose como barras de agitacdo adsorventes, a qual resultou em um método com poucas etapas
e baixa manipulagdo do analista e totalmente compativel com os Principios da Quimica Verde,

uma vez que a agua foi o unico solvente quimico empregado no processo.
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1 INTRODUCAO

A demanda energética vem aumentando gradativamente nas ultimas décadas em diversos
setores e, atender esse consumo, vem se tornando um grande desafio para toda a sociedade. Como
consequéncia do uso desenfreado dos combustiveis de origem fossil, ocorre um aumento nos
indices de emissdo de gases do efeito estufa, extremamente prejudiciais ao meio ambiente,
necessitando de combustiveis alternativos, renovaveis e processos de descarbonizacao no setor de
transporte (PETRACIC; SANDER; MAGIC, 2017).

O biodiesel ¢ um combustivel com potencial para ser utilizado como alternativa ao diesel
de petroleo por aliar vantagens relacionadas a biodegradabilidade e a menor toxicidade, além de
baixa emissao de CO» e hidrocarbonetos e auséncia de enxofre. A sua produgao se baseia na reagao
de transesterificacdo dos triglicerideos de 6leos vegetais e/ou gorduras animais com um alcool de
cadeia curta, tendo como subprodutos uma mistura de ésteres de acidos graxos e o glicerol, em
duas fases imisciveis entre si (BARROS; WUST; MEIER, 2008). Em relagao a sua utilizagdo, se
destacam os paises da Unido Europeia, Brasil, Estados Unidos e Argentina, tendo a
comercializacdo centrada nas misturas compulsérias de porcentagens ao diesel de petroleo,
atendendo as legislagdes locais vigentes (MAZIVILA et al., 2015). Na Franga por exemplo, foi
adotada a mistura de 30 % de biodiesel no diesel (B30); ja nos Estados Unidos utiliza-se o diesel
B20 (com adi¢do de 20 % de biodiesel); e no Brasil, a partir de 1° de abril de 2023, a mistura de
biodiesel no diesel foi ampliada de 10 % para 12 % (B12). Em 2024, o percentual subira para 13
% e, em 2026, chegara aos 15 % (B15) (SIQUEIRA et al., 2019; CNPE, 2023).

Atualmente, existe um conjunto de variaveis que impactam diretamente as caracteristicas
do biodiesel, como algumas impurezas que influenciam no desempenho do motor de modo geral,
além de sua vida util. Como uma garantia da qualidade e cumprimento das legislagcdes vigentes,
se torna necessaria uma adequagdo de teores maximos de contaminantes existentes nesse
biocombustivel, como por exemplo os niveis de glicerol disperso na mistura de ésteres de acidos
graxos. O glicerol acarreta uma série de problemas que vao desde o entupimento do sistema de
injecdo até a emissao de acroleina, substancia toxica e extremamente prejudicial ao meio ambiente.
Além disso, a presenca do glicerol ocasiona o deslocamento do equilibrio da reagdo de
transesterificacdo de biodiesel no sentido inverso, tendo como resultado a obtengdo de
triglicerideos e alcool, reduzindo drasticamente o rendimento do biodiesel (HO et al., 2015).

A Agéncia Nacional do Petrdleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP) determina uma
quantidade maxima de glicerol livre presente no biodiesel de cerca de 0,020 % em massa e de

glicerol total em 0,25 % em massa, requerendo processos eficazes de remocao deste contaminante,
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bem como metodologias para monitorar o teor de glicerol no biodiesel (ANP, 2023). A remoc¢ao
do glicerol do biodiesel normalmente ¢ realizada por lavagens com agua, removendo-o por
particdo devido a sua polaridade (PITT; DOMINGOS; BARROS, 2019). Para determinacao do
teor de glicerol no biodiesel, apos a etapa de remogao, o método recomendado € baseado na anélise
de uma porg¢do do biodiesel por cromatografia gasosa com detec¢do por ionizacdo em chama -
métodos EN14105 ou ASTM D6585 (CEN, 2003; ASTM, 2003). Porém, estes métodos requerem
a derivatizagao do glicerol com N-metil-N-trimetilsililtrifluoroacetamida (MSTFA, N-methyl-N-
trimethylsilyltrifluoroacetamide), o uso de um padrao interno o 1,2,4-butanotriol, um sistema de
injecdo com vaporizagdo em temperatura programavel (PTV, programmable temperature
vaporization) e temperatura final do forno da coluna de 370/380 °C e do detector de 380 °C. Essas
condi¢cdes tornam a determinacao do teor de glicerol limitada, principalmente devido as condi¢des
instrumentais associada a cromatografia gasosa, j4 que a temperatura limite nos equipamentos
convencionais ¢ de 350 °C.

Assim, o desenvolvimento de novos métodos para a determinagdo de glicerol em biodiesel
de forma eficiente e, principalmente, mais acessivel aos laboratorios de analise tem sido
impulsionado nos ultimos anos. Dentro deste contexto, este trabalho visou desenvolver um método
para determinagao de glicerol livre em biodiesel empregando a cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detec¢do por indice de refracdio (HPLC-RID, high-performance liquid
chromatography with refractive index detector). Nesta proposta, o glicerol na amostra de biodiesel
foi submetido a extracdo sortiva em barra de agitacao (SBSE, stir bar sorptive extraction). ASBSE
se baseia na particdo de analitos para a camada sorvente, que reveste um ima magnético, durante
a agitacdo da amostra com a barra de agitacao. A seletividade da barra de agitagdo pelo glicerol foi
obtida a partir do revestimento com celulose monolitica. A SBSE vem sendo explorada nas
extragdes de fadrmacos, agrotdxicos, contaminantes emergentes, hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos etc. em diferentes amostras (CHAVES; QUEIROZ, 2008; DAVID; OCHIAI

SANDRA, 2019), apresentando-se com bastante potencial para a extragdo do glicerol.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Esta proposta teve como objetivo principal desenvolver um método para a determinacao
de glicerol livre em biodiesel a partir da extragdo sortiva em barra de agitacdo revestida com
celulose monolitica e posterior quantificagdo dos extratos por cromatografia liquida de alta

eficiéncia acoplada com detector de indice de refragao.

2.2 Objetivos especificos

Para alcangar o objetivo geral, foram necessarias alcancar algumas etapas/objetivos
especificos, tais como:
» Preparar os monolitos de celulose e produzir as barras sortivas de agitacao;
» Caracterizar fisico-quimica e morfologicamente os monolitos de celulose produzidos;
» Otimizar e validar as condi¢des experimentais para a extragdo do glicerol de biodiesel,

empregando o método SBSE com barra magnética revestida com a celulose monolitica.
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3 JUSTIFICATIVA

O desenvolvimento de novas metodologias analiticas para determinagdo de glicerol no
biodiesel, € uma alternativa aos métodos padrao que empregam (i) técnicas volumétricas com uso
de varios reagentes quimicos e alguns extremamente toxicos (AOCS, 2017), ou; (ii) a técnica de
cromatografia gasosa (GC, gas chromatography), que embora seja muito utilizada para quantificar
o glicerol livre em biodiesel, apresenta alguns inconvenientes, como a necessidade da acetilagao
das hidroxilas livres ou derivatizagao do glicerol e acilglicerdis, visando torna-los mais volateis e
viabilizando suas andlises por GC (COZENDEY et al., 2021). Além disso, na determinagdo de
glicerol em biodiesel por GC sdo registrados picos para a mistura de ésteres, que sdo os
componentes majoritarios do biodiesel (> 96 %), bem como picos para os residuos da reacdo de
transesterificagdo e da reacdo de derivatizagdo, tornando o cromatograma mais ‘poluido’ e
podendo, inclusive, comprometer a quantificagdo do glicerol. Assim, a extragdo eficiente e seletiva
do glicerol das amostras de biodiesel, com posterior analise por um método cromatografico, pode
resultar em uma quantificagdo mais exata e precisa do contaminante, assegurando a qualidade do
biodiesel produzido. No entanto, a etapa de extracao do glicerol deve ser simples, rapida e de baixo
custo para que o método de determinagdo do glicerol seja, de fato, uma solucdo atraente em
contraposi¢do a metodologia recomendada. A extracdo sortiva em barra de agitagdo (SBSE) se
apresenta como um potencial método de preparacdo da amostra de biodiesel na determinacdo do
glicerol livre. A SBSE baseia-se na extragdo dos compostos de interesse durante uma etapa de
agitacdo da amostra com uma barra magnética revestida com um material adsorvente seletivo a
esses compostos, seguida de uma etapa de dessor¢do, sob agitagdo da barra magnética, em um
solvente puro e de alta solubilidade para os compostos (NOGUEIRA, 2012). A celulose tem se
mostrado eficiente para a adsorc¢do de glicerol (REIS ef al., 2020) podendo ser utilizada, portanto,
como revestimento da barra de agitagdo no método SBSE. A andlise do extrato por cromatografia
liquida de alta eficiéncia também se apresenta como uma alternativa mais viavel para a
quantificagdo do glicerol uma vez que as condicdes operacionais da andlise por GC requerem
temperaturas de forno de coluna e de detector acima da temperatura limite dos equipamentos

convencionais, > 350 °C.
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4 REFERENCIAL TEORICO

4.1 Biodiesel: historia, conceito e caracteristica

O biodiesel ¢ um combustivel renovavel obtido pela reagdo de transesterificagdo entre os
triglicerideos presentes no 6leo vegetal e na gordura animal com um dalcool de cadeia curta,
metanol ou etanol, tendo como subprodutos os ésteres de acidos graxos e o glicerol. Essa fracao
do éster € o biodiesel, que podera ser destinado a comercializagao desde que tenha garantida sua
qualidade. Para isso, se torna necessario um conjunto de etapas de purificagdo que visam o
atendimento as especifica¢des definidas pela Associagdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT)
e as normas internacionais como a American Society for Testing and Materials (ASTM),
International Organization for Standardization (1SO) e Comité Européen de Normalisation (CEN)
(ANP, 2023).

A utilizacdo de 6leos e gorduras como combustivel foi pensada e testada pelo engenheiro
alemdo Rudolf Christian Karl Diesel, o inventor do motor que leva o seu nome. Diesel apresentou
em uma feira internacional de Paris em 1900, um pequeno motor que tinha o seu funcionamento
baseado no emprego do 6leo de amendoim, abrindo um leque de possibilidades para a utilizagao
de 6leos e gorduras de diversas fontes como combustivel, figurando-se como uma alternativa ao
uso dos combustiveis derivados do petroleo (KNOTHE et al., 2006).

Depois disso, a discussdo sobre uso de 6leos e gorduras s6 voltou a ter destaque com o
aumento do preco dos combustiveis derivados de petroleo entre 1973 e 1979. A partir de 1990, a
preocupacdo com as questdes ambientais associadas ao uso de combustiveis fosseis ganha
evidéncia, refor¢cando a necessidade de combustiveis alternativos que supririam a matriz energética
mundial baseada somente em combustiveis fosseis. Com esse cenario, alguns paises como Estados
Unidos, Austria, Alemanha e Franga intensificaram estudos para o desenvolvimento da utilizago
de dleos e gorduras como combustiveis liquidos, resultando na introdugdo de pequenas fragdes do
biodiesel no diesel. Ja no Brasil, como mostra a Tabela 1, houve uma evolu¢ao histérica com o
decorrer dos tempos, o primeiro passo foi a criagdo do Programa Nacional do Alcool (Prodlcool),
que estimulou a substituicdo da gasolina por etanol em motores do ciclo Otto. Em seguida, foi
proposta a modifica¢do de oOleos vegetais in natura para ésteres metilicos, o biodiesel, com a
medida provisoria lancada pela Presidéncia da Republica em 2004, definindo o Programa Nacional
de Produgdo e uso de Biodiesel (PNPB), que marcou a introdugdo comercial desse biocombustivel

na matriz energética nacional (PINHO; SUAREZ, 2017).
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Tabela 1. Marco historico do biodiesel no Brasil.

Periodo Marco historico

1920  Experiéncias iniciais e pioneiras através do Instituto Nacional de Tecnologia;
1930  Implantagdo de politicas com foco em biocombustiveis;
1948  Criacao de incentivos a producao de alcool;

1970  Pesquisas sobre geracao de combustiveis a partir de 6leos vegetais;
Produgdo de alcool hidratado em substitui¢do a gasolina e de veiculos movidos
1979 . . )
exclusivamente a alcool (etanol hidratado);
1983  Programa de Oleos Vegetais;
Lancamentos de veiculos com motores flexfuel e aumento da producao e consumo
2003 .
do etanol hidratado;
2004  Criacdo do Programa Nacional de Produgdo e Uso de Biodiesel (PNPB);
2008  Inicio da obrigatoriedade do uso do B2;
2010  Inicio da obrigatoriedade do uso do B5;
2014  Inicio da obrigatoriedade do uso do B6 e B7;
2019  Inicio da obrigatoriedade do uso do B10;
2020  Inicio da obrigatoriedade do uso do B12;

2021  Inicio da obrigatoriedade do uso do B13;
2022 Reducdo da mistura minima para 10% para redu¢do do custo do diesel —
obrigatoriedade do uso do B10.
Ampliagdo da mistura de biodiesel no diesel: B12 (2023), B13 (2024), B14 (2025)
e B15 (2026)

Fonte: Adaptado de (PINHO; SUAREZ, 2017).

2023

O biodiesel tem em sua constituigdo uma mistura de ésteres monoalquilicos de acidos
graxos de cadeia longa, que ganhou notoriedade por desempenhar um papel de substituinte ao
diesel do petroleo, sendo capaz de reduzir a emissdo de varios gases poluentes, como o enxofre e
o monodxido de carbono e, assim, colaborar para a reducdo da emissdo de gases do efeito estufa.
Quando se trata do desempenho, o biodiesel fornece nivel comparéavel aos apresentados pelo diesel
de origem fossil, porém com vantagens como a alta biodegradabilidade sob condi¢des aerobicas e
anaerobicas, resultando em uma mineraliza¢ao de cerca de 90-98 % de sua massa, entre 21 e 28
dias (MAHLIA et al., 2020).

O biodiesel ndo ajuda apenas a reduzir a emissao de certos gases toxicos no meio ambiente,
mas também para melhorar a lubrificagcdo e poténcia dos motores por ter em sua composicao altos
indices de cetano, além de um alto ponto de fulgor, favorecendo todo um manuseio e apresentando
uma armazenagem mais segura. Em relacdo a sua caracteristica fluidodindmica, hd uma grande
semelhanca entre o diesel mineral, desempenhando um papel determinante no seu emprego por
nao haver a necessidade de uma adaptacdo ou regulagem no sistema de inje¢ao do motor. Ja o teor

de enxofre presente em sua composi¢do ¢ considerado nulo, diminuindo os riscos ao meio
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ambiente por emissdo de vapores que favoregam a chuva 4cida, o que ndo ocorre com 0s compostos

nitrogenados que possuem uma presenca marcante na composicao do biodiesel (DIB, 2010).

4.2 Formas de obtencao do biodiesel

Existem pelo menos 3 tipos de processos distintos para a producao de biodiesel:

o Craqueamento: consiste na quebra de moléculas de triglicerideos e/ou acidos graxos,
resultando na formacado de hidrocarbonetos bastante similares aos encontrados no o6leo
diesel. O processo envolve altas temperaturas (acima de 350 °C) e auséncia de alcool, fator
altamente positivo, porém apresenta altos custos no processo de pirdlise (PINHO;
SUAREZ, 2017);

o Esterificacio: rea¢do quimica direta entre os acidos graxos e alcoois de cadeia curta para
se obter monoésteres (KNOTHE et al., 2006);

o Transesterificacdo: reagdo quimica entre um éster ¢ um alcool, sendo a rota mais
comumente utilizada para se obter o biodiesel. Baseia-se, portanto, na reagdao entre um
triglicerideo e alcoois de cadeia curta na presenca de um catalisador. O catalisador alcalino
¢ o mais empregado, sendo hidréxido de potdssio e hidroxido de sédio os mais
economicamente vidveis. J4 o alcool mais utilizado € o metanol, por envolver maiores
rendimentos, maior reatividade e custo mais baixo comparado ao etanol, apesar deste
ultimo apresentar toxicidade menor e ter uma producdo acentuada no pais. O etanol, no
entanto, possui uma maior solubilidade para o glicerol, o que dificultaria a sua separagao,
acarretando diversos transtornos no motor dos veiculos (ATADASHI et al., 2015).

Como mencionada, a reagdo de transesterificagdo (Figura 1) € a rota mais utilizada para a
producdo de biodiesel e se trata de uma reacdo reversivel, sendo afetada por fatores como:
temperatura, agitacdo, alcool, razdo molar 6leo:alcool, que podem resultar em mudanga no sentido
da reagdo, favorecendo ou ndo a producao do biodiesel (ésteres de acidos graxos) e glicerol. Toda
areacao de transesterificacao ocorre em baixas temperaturas, entre 25-85 °C, tendo uma separagao
de fases no seu fim devido a diferenca de polaridade dos produtos, havendo a possibilidade de

retirada das duas fases por simples decantacao (GAIO, 2014).
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Figura 1. Reagdo de Transesterificagdo.

RCOO———CH, CHLOH
2
RCOO—— CH + 3RrROH Catalisador sRCOOR - CHOH
Alcool Biodiesel
RCOO——CH, CH,OH
Triglicerideo Glicerol

Fonte: Proprio autor.

4.3 Contaminantes do biodiesel

Segundo a Resolugdo da ANP n° 45, de 25 de agosto de 2014, alterada pela Resolucao da
ANP n° 920, de 04 de abril de 2023, o biodiesel necessita de algumas especificagcdes e obrigacdes
quanto ao controle de qualidade, a serem atendidas pelos diversos agentes que comercializam o
produto no Brasil (ANP, 2023). A Tabela 2 mostra as possiveis impurezas contidas no biodiesel

comercial e suas consequéncias aos motores.

Tabela 2. Contaminantes no Biodiesel e suas implica¢oes aos motores a combustdo.

CONTAMINANTES CONSEQUENCIAS
Metanol Corrosao e alteragdao no ponto de fulgor;
Catalisador (Na", K") Producdo de particulas solidas;

Formagao de acidos graxos, crescimento de bactérias, corrosao
e aumento da condutividade térmica;

Corrosao de metais ndo ferrosos, entupimento de filtros e
coqueificagdo nos injetores;

Geragdo de calor excessivo e falhas nas bombas de

Agua
Glicerol

Acidos graxos livres

combustivel;
Agentes solidos Problemas de lubricidade;
Acidos corrosivos Corrosao de partes metalicas;

Produtos de polimerizagdo Formagao de depositos, ocasionando entupimento dos filtros.
Fonte: Adaptado de (LOBO; FERREIRA; CRUZ, 2009).

O biodiesel bruto passara por uma etapa de separagdo do glicerol, por decantagdo simples,
que teoricamente arrastard consigo sabdao, metanol e o catalisador utilizado. Normalmente, o
biodiesel ¢ purificado com sucessivas lavagens com agua, removendo vestigios de contaminantes

e subprodutos indesejados (HAY YAN et al., 2010). Apds a separacao da fase, uma pequena fragao
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do glicerol livre permanece no biodiesel. A legislacdo permite até 0,25 % (m/m) de glicerol total e
0,02 % (m/m) de glicerol livre, que embora seja pouco solivel, pode ser encontrado disperso no
biodiesel, levando a sérios problemas na estocagem do biocombustivel, ao entupimento do bico
injetor e, até mesmo, promover a emissao de substancias toxicas em sua combustdo, como a
acroleina. A presenc¢a de sabdes residuais ¢ um outro fator que interfere na presenca de glicerol no
biodiesel, aumentando a concentragdo de glicerol devido a formagdo de emulsdes. Assim, os
processos desenvolvidos para a purificagao do biodiesel tém um papel importante na garantia de
qualidade do combustivel, tendo em vista todos os problemas causados por contaminantes
(ATADASHI, 2015). A determinacdo de glicerol livre, monoglicerideos, diglicerideos e
triglicerideos, além de apontar a qualidade do biodiesel, pode trazer uma visdo da eficacia do
processo de produgao, servindo como um parametro de avaliagdo da qualidade do biocombustivel

(SHARMA; SINGH; UPADHYAY, 2008).

4.4 Métodos de referéncia para quantificacdo de glicerol no biodiesel

As especificagdes brasileiras estabelecidas pela ANP foram constituidas pelo padrao de
qualidade americano, elaborado pela ASTM, através da normativa ASTM D6751 e pela
Comunidade Europeia, por meio da normativa EN14214 do Comité Europeu de Normatizagao
(ASTM, 2020; CEN, 2012). Essas normativas ajudam a estabelecer limites para alguns pardmetros
de qualidade do biodiesel (Tabela 3), com o objetivo de garantir a pureza, a qualidade e,
consequentemente, apontar a classe de compostos presentes no biodiesel (LOBO; FERREIRA;

CRUZ, 2009).
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Tabela 3. Especifica¢oes para qualidade do biodiesel e os métodos de referéncia.

ANP n° 920/2023 ASTM D6751 EN 14214
Propriedade
Limites Métodos Métodos
Teor de Ester, min 96,5 % (m/m) - EN 14103
MAG 0,50 % (m/m) D6584 EN 14105
DAG 0,20 % (m/m) D6584 EN 14105
TAG 0,20 % (m/m) D6584 EN 14105
Glicerina livre 0,02 % (m/m) D6584 EN 14105
Glicerina total 0,25 % (m/m) D6584 EN 14105
Teor de agua 200 mg kg! D6304 EN ISO 12937
Teor de’ metanol ou 0.20 % (m/m) i EN 14110
etanol, max.
]ffgalfgﬁ?ia oxidagao a 13h ; EN 14112
Massa especifica a 20 °C 850-900 kg m™ - EN ISO 3675
Xoisfgsmade cinemdticaa 5 5 2 o D 445 EN ISO 3104
Ponto de fulgor, min. 100 °C D 93 EN ISO 3679
Enxofre total, max. 10,0 mg kg'! D 5453 EN ISO 20864

MAG: monoacilglicerol; DAG: diacilglicerol; TAG: triacilglicerol.
Fonte: Adaptado de (ABNT, 2023).

O controle de qualidade do biodiesel vem motivando pesquisadores ao redor do mundo em
buscar métodos analiticos que sejam mais simples, rapidos, eficazes e de custo mais baixo aos ja
existentes. O controle de qualidade do biodiesel se d4 pela quantificacdao, de maneira confidvel, da
mistura de ésteres de acidos graxos e dos potenciais contaminantes para que haja um
monitoramento das suas caracteristicas fisico-quimicas, assegurando o cumprimento das
normativas anteriormente citadas (ZHANG, 2012).

A técnica analitica mais utilizada na determinacdo de glicerol no biodiesel ¢ a
cromatografia gasosa, que demanda dois requisitos basicos para a andlise de uma substancia: ser
volatil e termicamente estavel. O glicerol se trata de um composto com elevada polaridade devido
apresenca de trés grupos hidroxilas em sua molécula. Estes grupos formam liga¢des de hidrogénio,
dificultando a sua volatilidade e, por apresentar fortes interagdes com a fase estacionaria, apresenta
alta retencao e baixa detectabilidade. Assim, a derivatizacao do glicerol se faz necessaria para sua
analise por GC. A sililagdo do glicerol ¢ a metodologia mais costumeiramente utilizada para a

analise por GC. As normas ASTM D6584 e EN14105 descrevem o método para quantificar o teor
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de glicerol livre, baseando-se na analise por cromatografia gasosa a partir da sililacdo do glicerol
e dos acilglicerois (MARQUES et al., 2011).

A derivatizacdo ¢ uma reacao quimica que tem como objetivo a modificagdo de compostos
para obtencdo de uma molécula volatil e termicamente estavel. No caso do glicerol, a derivatizagao
visa a substituicdo das hidroxilas pelos grupos alquilsilila por ataque nucleofilico (Figura 2). O
reagente utilizado por esse método ¢ a N-metil-N-trimetilsililtrifluoroacetamida (MSTFA). Além
disso, a GC requer também o uso de padrdes internos para a determinagdo do glicerol, para
eliminar a variacao das respostas durante a etapa de inje¢do. Os padrdes internos indicados pelas
normativas sio o 1,2,4-butanotriol para o glicerol e 1,2,3-tridecanolilglicerol para os acilglicerois

(PAULS, 2011).

Figura 2. Representagdo da reagdo de derivatizacdo do glicerol com MSTFA.

‘CHZOH %\(j 1CHZOSi(CH3)3

CHOH + X—Si(CH,), CHOSi(CH,), T HX

CH,0H CH,0Si(CH,),

Fonte: Proprio autor.

Apesar da metodologia de GC estar consolidada pela sua precisdo e exatiddo em quantificar
o glicerol, algumas condigdes dificultam sua aplicagdo nesta determinagdo para a maioria dos
laboratorios de andlise, como o uso de temperaturas de seus componentes acima do limite dos
equipamentos de GC convencionais (normalmente até 350 °C) (MONTEIRO et al., 2008). Os
métodos de referéncia para determinagao do glicerol em biodiesel por GC requerem temperatura
final do forno de coluna de 370 °C e temperatura do detector de ionizagdo em chama (FID, flame

ionization detector) de 380 °C (ASTM, 2003; CEN, 2003).

4.4.1 Métodos alternativos para determinacgdo de glicerol em biodiesel

Vérios métodos de determinagdo de glicerol em biodiesel vém sendo estudados e testados
com fim de minimizar alguns dos problemas decorrentes das metodologias de referéncia ASTM
D6584 ¢ EN14105. SHISHOV et al. (2019), trataram de uma técnica que utiliza a microextracao
liquido-liquido dispersiva (DLLME, dispersive liquid-liquid microextraction) utilizando como

detector um dispositivo analitico colorimétrico feito de papel para determinacdo de glicerol
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presente no biodiesel. Os autores obtiveram um limite de detec¢do (LOD, /imit of detection) de 3,0
x 10 % m/m e taxas de recuperacio de 90 % em média para as amostras de biodiesel. Como
principal desvantagem, se tem a geragao de residuos organicos durante a etapa de extragao.
MOREIRA et al. (2020), propuseram uma nova metodologia baseada na extragao em fase
solida (SPE, solid phase extraction) com a molécula do glicerol impressa molecularmente em um
sorvente polimérico (MIP, molecularly imprinted polymer) e subsequente determinagao do extrato
por ensaio enzimatico espectrofotométrico. O método enzimatico-espectrofotométrico apresentou
bom desempenho analitico com LOD de 7,70 x 10 % m/m e taxas de recuperacio do glicerol em
biodiesel na faixa de 99,4 % a 112,0 %. AHMED et al. (2015), desenvolveram um método de
determinagdo de glicerol livre por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, high-
performance liquid chromatography) com detec¢do por arranjo de diodos (DAD, diode array
detector) apos a derivatizagdo do glicerol. Os autores fizeram uma série de reacdes de
derivatizacdo para o glicerol para possibilitar a sua quantificagao por um detector de absorbancia.
Os autores obtiveram LOD de 2,3 x 10 % m/m, com taxas de recuperacdo de 96,0 a 114,0 % pelo
método HPLC-DAD desenvolvido. Como os autores ndo empregaram nenhuma etapa de extracao
do glicerol, as amostras de biodiesel apresentaram cromatogramas com diversos picos de saturacao
dos compostos, provavelmente associados aos ésteres de acidos graxos e residuos das reagdes de
derivatizacdo. Esta condi¢dao indica que o HPLC pode ser uma técnica alternativa ao GC para
andlise de glicerol, porém a preparacdo da amostra se torna necessaria para que a vida util da

coluna e do sistema cromatografico seja prolongada.

4.5 Cromatografia liquida aplicada a analise de biodiesel

Segundo NAKALI et al. (2022), a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) vem
ganhando espaco na determinacdo de diversos compostos que sdo gerados durante o processo
produtivo do biodiesel. Comparada a GC, a HPLC oferece como principal vantagem a analise
direta de alguns desses compostos sem a necessidade de derivatizagdo quimica, economizando
reagentes de alto custo e de acesso mais restrito, bem como ndo requer condi¢des instrumentais
que inviabilizem o uso de instrumentacdo mais basica. A Unica necessidade da HPLC ¢ que o
detector seja capaz de detectar a substancia a ser analisada. Assim, detectores como o de indice de
refracdo (RID, reffractive index detector), o de dispersao de luz por evaporagao (ELSD,
evaporative light scattering detector) ou o de espectrometria de massas (MS, mass spectrometry)
podem ser usados para determinagdo do glicerol sem a necessidade de etapa de derivatizagao

quimica. Outro detector utilizado ¢ o de absor¢cdo na regido do ultravioleta visivel (UV-VIS,
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ultraviolet-visible), porém por requerer a derivatizacao do glicerol para a detecgdo sua utilizagdo
se torna limitada. De forma geral, para analises de mais baixo custo, os detectores RID e ELSD
sao os mais recomendados.

O preparo de amostra também possui um grande impacto na determinagao de glicerol em
biodiesel, utilizando o HPLC como técnica analitica. A prepara¢dao da amostra tem por finalidade
a compatibiliza¢do da amostra com a técnica analitica, de forma a isolar os compostos de interesse,
eliminar potenciais substancias interferentes e substituir a matriz da amostra por um solvente
compativel com a técnica empregada. Adicionalmente, a preparagdo da amostra pode aumentar a
concentragdo dos compostos de interesse no extrato quando comparado com sua concentragao
original na amostra, aumentando o poder de deteccdo da técnica analitica (WOIJNOWSKI et al.,

2022).

4.5.1 Métodos de preparagdo de amostras empregados na extragdo de glicerol no biodiesel

Segundo KRUG; ROCHA (2019) e COZENDEY et al. (2021), diversos métodos de
preparagao de amostra estao disponiveis atualmente para os mais diferentes tipos de compostos e
de matrizes. Dentre os mais relevantes ¢ que podem ser empregados na extragdo de glicerol em
biodiesel se destacam: a extragdo liquido-liquido (LLE, liquid-liquid extraction), extracao em fase
solida (SPE), microextragio liquido-liquido dispersiva (DLLME), (HAJEK; SKOPAL;
MACHEK, 2006; MERCER; HALAWEISH, 2011; PETRACIC; SANDER; MAGIC, 2017;
HONORIO et al., 2019; COZENDEY et al., 2021; SHAHBAZ et al., 2011; JESUS et al., 2019;
MOREIRA et al., 2020; SHISHOV et al., 2019).

A Tabela 4 resume os estudos recentes sobre a utilizagdo dos mais variados tipos de
extracdo de glicerol que foram empregados no preparo de amostras de biodiesel para uma anélise
posterior por técnicas cromatograficas. A Tabela 4 apresenta também as principais vantagens e
desvantagens dos métodos de extragdo empregados, bem como os limites de deteccao obtidos para

o glicerol.
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Tabela 4. Métodos de extragdo empregados na extragdo de glicerol de biodiesel.

Métodos

Material

Vantagens e
desvantagens

Limite de
deteccao

REF

SPE - CV

SPE — HPLC-
RID

SPE — UV - vis

MIP-SPE —
UV —vis -
enzimatico

LLE — HPLC -
RID

RP - AA -
DLLME -
PAD

Silica

Cartucho de
aminopropilsi
lano

Silica

poli(acido
metacrilico)
impresso
molecularmen
te com
glicerol

agua

Sol. periodato
de sodio

Recuperacao do glicerol:
93 a 105 %.
Desvantagens: uso de
cartuchos SPE comerciais
de custo elevado, uso de
solventes como n-hexano,
éter de petrdleo, éter
etilico etc.

Recuperacao do glicerol:
99 a 107 %.
Desvantagens: uso de
diversos eluentes;
cartuchos comerciais de
alto custo.

Recuperacao do glicerol:
85 %. Desvantagens: uso
de derivatizante para
detecgdo de glicerol e de
cartuchos comerciais SPE
Recuperacao do glicerol:
99 a 112 %.
Desvantagens: uso de
diversos reagentes na
preparagao do adsorvente,
uso de kit enzimatico para
deteccao do glicerol.
Recuperagao do glicerol:
~100 %. Desvantagens:
uso de um aparato
especifico para extracao.
Recuperacao do glicerol:
95 a 105 %.
Desvantagens: uso de
reagentes de
derivatizagdo, baixa
detectabilidade do
método.

1,00 x 10 %
(m/m)

2,90 x 10 %
(m/m)

4,00 x 107 %
(m/m)

7,70 x 10 %
(m/m)

1,00 x 10 %
(m/m)

3,00 x 102 %
(m/m)

HONORIO et
al. (2019)

COZENDEY
etal (2021)

MERCER;
HALAWEISH
(2011)

MOREIRA et
al., 2019

HAJEK;
SKOPAL;
MACHEK
(2006)

SHISHOV et
al. (2019)

A extragdo sortiva em barra de agitacao (SBSE, stir bar sorptive extraction) pode ser uma
alternativa interessante na extracao de glicerol de biodiesel, por envolver uma barra de agitacao
(de 1 a 4 cm) recoberta por um material adsorvente, com afinidade para o glicerol, podendo ser
colocada em contato com a mistura em uma primeira etapa de agitagdo, sendo posteriormente

dessorvido em um solvente puro de maior afinidade pelo glicerol que o material adsorvente. Esse
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¢ um método que ainda ndo foi explorado na extracdo de glicerol de biodiesel, mas que tem
apresentado resultados de sucesso na extragdo de diversas substincias de diferentes amostras
(SANCHEZ-ROJAS; BOSHC-OJEDA; CANO-PAVON, 2009; DAVID; OCHIAI; SANDRA,
2019; HE et al., 2021; HASAN et al., 2020). A possibilidade de uso de solventes aquosos,
incluindo a 4gua pura como dessorvente, torna a SBSE ainda mais atrativa, resultando em preparo
de amostras eficientes, praticos, de baixos custos e, principalmente, que atenda aos Principios da

Quimica Verde (GALUSZKA; MIGASZEWSKI; NAMIESNIK, 2013).
4.6 Extracio sortiva em barra de agitacio (SBSE): conceito e funcionamento

A SBSE requer pequenas quantidades de amostras e menor volume de solvente para
dessor¢ao comparada com os demais métodos citados na Tabela 4 e ndo requer uso de nenhuma
instrumentagdo, vidraria ou reagentes caros ou de dificil acesso para um laboratério de analise
quimica. A introdugdo da SBSE foi realizada por BALTUSSEN et al. (1999) e, desde entdo, vem
ampliando seu campo de aplicacdo devido a metodologia de facil execucdo e minima manipulacao
do analista, alta capacidade de sor¢ao dos analitos e excelentes taxas de recuperacao em diversos
campos da ciéncia: alimenticios, bioldgicos, ambientais e energéticos (HASAN et al., 2020). Na
extracdo SBSE, ocorre o aproveitamento de uma barra de agitacdo, que se trata de um material
magnético encapsulado com uma camada de vidro de 10 a 20 mm de comprimento e que, por sua
vez, € revestida com um filme adsorvente. A camada de vidro tem por finalidade evitar que ocorra
a decomposicao do material adsorvente em contato com a barra magnética, enquanto o material
adsorvente deve apresentar seletividade para os compostos a serem extraidos. A Figura 3 apresenta

uma barra de agitagdo tipicamente empregada em SBSE.

Figura 3. Representagdo de uma barra SBSE. 1- barra magnética, 2- revestimento de vidro, 3- fase

polimeérica.

3
'\ 1
2 <—— /
Fonte: Proprio autor.

A extracdo eficiente de um determinado composto pela barra de agitacdo em SBSE ¢
dependente das caracteristicas da sua camada adsorvente. O material mais comumente empregado

e disponivel comercialmente ¢ o poli(dimetilsiloxano) (PDMS, poly(dimethylsiloxane)), que se
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trata de um sorvente polimérico com caracteristicas hidrofobicas, adequado para a extragdo de
compostos mais hidrofébicos (DAVID; OCHIAIL; SANDRA, 2019; HE et al., 2021; HASAN et
al., 2020). Para compostos polares, no entanto, camadas adsorventes mais polares sdo mais
adequadas. Assim, para a extragdao do glicerol uma barra de agitagdo com camada sorvente mais
polar serd mais eficiente na remog¢ao do composto do biodiesel. Além do material adsorvente, as
condi¢cdes de extragdo também devem ser otimizadas para uma extracao eficiente dos compostos
de interesse. As principais condigdes avaliadas na SBSE sdo o tempo e a velocidade de agitagao;
for¢a i6nica da amostra; volume de amostra; temperatura de extragdo; pH da amostra ¢ o tipo de
solvente de dessor¢cdo do composto da barra de agitagdo (SARGAZI; BUCKING; KAYKHAII,
2020).

O processo de extragdo SBSE consiste em algumas etapas. Inicialmente realiza-se o
condicionamento do material adsorvente da barra de agitacdo em um solvente adequado para
remover quaisquer impurezas presentes. Em seguida, a barra de agitagdo ¢ disposta diretamente
na amostra sob agitagao controlada para reten¢do do composto de interesse de acordo com a sua
polaridade. Apds essa etapa, a barra de agitagdo € retirada da amostra com o auxilio de uma pinga
ou uma haste magnética e lavada com solvente adequado para a elimina¢cdo da matriz da amostra.
E realizada uma secagem da barra de agitagio com papel toalha ou um fluxo de nitrogénio. E, por
fim, o composto retido no material adsorvente ¢ dessorvido colocando a barra de agitacdo em um
solvente de maior afinidade pelo analito sob agita¢do. O eluente de dessor¢do, contendo o analito,
¢ entdo analisado por uma técnica analitica apropriada (QUEIROZ, 2009; DAVID; OCHALI;
SANDRA, 2019).

4.6.1 Revestimentos utilizados como fase extratoras seletivas

A extragdo seletiva de um determinado composto de uma amostra ¢ o foco principal dos
pesquisadores no desenvolvimento de novos materiais adsorventes ou no aprimoramento dos
adsorventes existentes. Diversas estratégias t€ém sido propostas para obter materiais adsorventes
com seletividade para um determinado composto ou grupo de compostos, tais como polimeros de
impressao molecular (MIP), material de acesso restrito (RAM, restricted access materials) entre
outros (MACIEL et al., 2019) (MOEIN; REHIM; REHIM, 2020). Para a SBSE, trés revestimentos
tém sido empregados como sorventes extratores nas barras de agitagdo de forma mais continua: o
polietilenoglicol (PEG, poly(ethyleneglycol)), o poliacrilato (PA, poly(acrylate)) e o PDMS
(HASAN et al., 2020).
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CHENG et al. (2017), sintetizaram nanocompdsitos de grafeno linear modificados com
aminoacidos derivados de casca de sementes de chia como material adsorvente para barra de
agitacdo e empregaram para a extracdo SBSE de aminoacidos da Camelia nitidissima, uma planta
natural da China. Os autores alcangaram extragdes de aminoacidos trés vezes maiores com o
material adsorvente produzido quando comparado com a barra de agitacdo revestida com PDMS.
AYAZI; JAAFARZADEH; MATIN (2013), produziram um nanocompoésito a base de
montmorilonita/polianilina/poliamida para separagao de agrotoxicos organofosforados em sucos
de frutas e vegetais. A barra de agitacao foi imersa em 10 mL de dgua destilada e deixada por um
certo tempo com agitacdo de 1600 rpm. Apos essa etapa de extragdo, ocorreu a remog¢do da
estrutura por uma pinga ¢ seca com um tecido. A dessor¢ao foi realizada com uma mistura
metanol:agua. Os autores obtiveram resultados eficientes para a extragdo dos agrotoxicos das
amostras na faixa de 80,0 a 99,7 % de recuperacdo. ALAMDARI ef al. (2019), sintetizaram um
sorvente para SBSE a base de poli(caprolactona) (PCL, poly(caprolactone)) para extrair a
carbamazepina de amostras de soro. O PCL foi escolhido por nao necessitar de agente reticulante,
agente iniciador e, principalmente, por ser polimerizado rapidamente. O método SBSE
desenvolvido foi eficiente e apresentou parametros analiticos de desempenho muito similares a

um método SPE ja otimizado na extra¢do do farmaco de soro humano.

4.7 Celulose

A celulose ¢ o polimero mais abundante do planeta uma vez que ¢ a substancia
predominante nas paredes celulares dos vegetais. A celulose representa cerca de 40 a 45 % do peso
seco da madeira e ¢ localizada principalmente na sua parede celular secundaria (HUBER et al.,
2012). A celulose ¢ um homopolimero, isto €, formada por unidades idénticas de monomeros,
possui regides cristalinas e amorfas que fornecem propriedades fisicas e quimicas diversas. A sua
estrutura € formada por monomeros de glicose, ligados por liga¢des do tipo B-1,4 (Figura 4) e
apresenta regides altamente ordenadas, estabilizadas por ligagdes de hidrogénio intramoleculares
e intermoleculares. Também apresenta regides amorfas, nas quais as cadeias se apresentam em

uma orientacdo desordenada (KLEM et al., 2005).
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Figura 4. Estrutura monomérica da celulose.
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Fonte: Prdprio autor.

Com muitas hidroxilas presentes em sua estrutura monomeérica, a celulose ¢ uma substancia
polimérica hidrofilica, mas sem ser soliivel em dgua. Essa caracteristica esta associada com a
organizacdo molecular e os tipos de ligagdes quimicas envolvidas no polimero. O grau de
polimerizacdo da celulose varia de 1.000 a 15.000 unidades monomeéricas e a sua massa molecular
de 162.000 a 2.430.000, esses valores sdo influenciados pela origem da amostra, degradagéo de
sua estrutura e parametros operacionais do processo (HUBER et al., 2012).

O Brasil é o segundo maior produtor de celulose, ficando atras apenas dos Estados Unidos.
Toda essa produgdo ¢ impulsionada pelas exportagdes para a Europa e para a China, contribuindo
assim, para a economia brasileira e a geragdo de emprego em diversas regides do pais. As duas
principais fontes de madeiras utilizadas para essa cadeia produtiva sdo: as florestas plantadas de
eucalipto e pinus, totalizando juntas quase 98 % de todo o volume de celulose produzido no Brasil

para fins comerciais (IBA, 2021).

4.7.1 Uso da celulose na purificacdo de biodiesel

A purificag@o do biodiesel € normalmente efetuada de duas formas: purificagdo umida ou
purificacdo a seco. A purificagdo umida normalmente € realizada com a lavagem do biodiesel com
agua. A purificagdo a seco faz uso de algum material ou substancia solida para a remoc¢do de
impurezas do biodiesel. O silicato, resinas de troca i0nica, carvdo ativado e membranas tém sido
os principais materiais empregados por apresentarem sitios que interagem fortemente com as
moléculas polares das impurezas presentes no biodiesel, como o metanol, etanol e o glicerol
(SQUISSATO et al., 2015).

Segundo AVINASH; MURUGESAN (2019), a separagdo adsortiva € um processo em que
atomos, ions ou moléculas de uma substancia se adere a uma superficie sélida de um adsorvente,
sendo separada das demais substancias que ndo se aderem a esta superficie. A celulose apresenta
potencial para ser empregada como adsorvente para remog¢ao de impurezas polares do biodiesel,

como 4cidos graxos, glicerol livre, sodio e dgua residual. GOMES et al. (2015) realizaram a
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purificacdo do biodiesel a seco empregando a celulose como um adsorvente natural, comparando
os resultados obtidos com a purificagdo convencional com agua. Os estudos indicaram que a
celulose foi altamente eficaz na remocao de um conjunto de contaminantes polares do biodiesel,
havendo uma diminuic¢ao nos indices de acidez, alcalinidade, glicerol livre e turbidez, quando se
realizou uma comparacao entre esses mesmos parametros com o biodiesel bruto e purificado com
lavagem com agua. SQUISSATO et al. (2015), empregaram a polpa de eucalipto como adsorvente
para remogao de glicerol livre, metanol, metais alcalinos e agua do biodiesel. Na pesquisa, a polpa
foi caracterizada e assim houve uma otimizagao do tamanho da fibra utilizada dentro do processo
de purificagdo. Também houve uma avaliagdo da adsor¢do de glicerol livre € metanol em fungao
do tempo, tendo-se como resultado que o glicerol permaneceu abaixo dos limites estabelecidos
pelo padrao Europeu no decorrer do experimento. Além disso, os resultados mostraram que as
concentragdes de glicerol livre, metanol e dgua foram inferiores as obtidas pela purificagdo com
agua deionizada, sendo um indicativo do potencial da celulose na adsor¢ao dessas substancias do
biodiesel.

XIN et al. (2016) mostraram a facilidade de obtengdo de materiais porosos advindos da
celulose, como aerogéis e monolitos, tendo uma possibilidade de serem utilizados como matriz de
separagdo em diversas areas, incluindo setores da medicina e de biocombustiveis. Os autores
propuseram uma nova rota de preparacdo de monolitos de celulose, com estrutura altamente
porosa, utilizando o acetato de celulose (CA, celulose acetate) como material de partida. A
estrutura monolitica altamente porosa do CA, soliivel em solventes mais comuns e de custos mais
baixos que aqueles que solubilizam a celulose, se mantém inalterada a partir do processo de
desacetilacdo para produzir o monolito de celulose. Um monolito ¢ uma estrutura inica, como se
fosse uma uUnica particula, com estrutura altamente porosa e com darea superficial elevada
possibilitando uma alta capacidade de adsor¢ao de compostos. O monolito do acetato de celulose
e, consequentemente, da celulose apds processo de desacetilacdo, pode ser produzido no formato
desejado, bastando para isso um molde apropriado para receber a solu¢ao polimérica solubilizada
em um solvente adequado (SUN et al., 2017; YAO et al., 2023). Essa condi¢ao despertou o
interesse em desenvolver um método de determinagdo de glicerol em biodiesel, empregando a
SBSE e celulose monolitica como adsorvente. A celulose foi escolhida por se tratar de um polimero
natural biodegradavel, de custo relativamente baixo, alta hidrofilicidade, resisténcia a solventes e
forga mecanica adequada para aplicacdo como revestimento da barra magnética, além da sua

aplicagdo bem-sucedida na remocgao de glicerol do biodiesel em outras aplicagdes.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Reagentes

Para a producdo dos monolitos foram utilizados acetato de celulose (Rhodia Solvay, Santo
André, Brasil), N,N-dimetilformamida 99,9 % (Synth, Diadema, Brasil), dlcool n-octilico P.A,
etanol P.A. 99,5 %, n-heptano P.A. e hidroxido de s6dio em micropérolas foram adquiridos da
Dinamica (Indaiatuba, Brasil). Para a etapa de esterificagao do acido oleico via catalise homogénea
foram empregados os seguintes reagentes: acido oleico (Synth); metanol (JT Baker, Xalostoc,
México), silica em gel (Quimisul, Aparecida de Goiania, Brasil) e acido sulfurico 96 % (Synth).
Para determinag@o da macroporosidade das barras de agitacao celulosicas, foi utilizado o n-butanol
(Dindmica). Para o desenvolvimento do método de extragdo sortiva em barra de agitagcdo foi
empregada a glicerina P.A., 4cido nitrico e alcool metilico (Exodo Cientifica, Sumaré, Brasil). Para
a preparagao das fases moveis foram empregados acido sulfurico 96 % (Synth) e acetonitrila HPLC
(JT Baker). Para validacao do método foram empregados periodato de potassio, iodeto de potassio

e arsenito de sodio (Dindmica); bicarbonato de so6dio e amido soltivel P.A. (Synth).

5.2 Preparacio dos monolitos de celulose

5.2.1 Preparacao dos monolitos de acetato de celulose

Para a preparagdo da estrutura monolitica, foi empregado o método baseado na separagao
de fases induzida por ndo-solvente (NIPS, nonsolvent-induced phase separation) (YAO et al.,
2023; SUN et al., 2017), usando o acetato de celulose (CA, cellulose acetate) como material de
partida devido as suas caracteristicas de boa solubilidade em solventes mais comumente
disponiveis em laboratorio. Inicialmente, pesou-se cerca de 400 mg (0,400 g) do acetato de
celulose em um béquer de 10 mL e, em seguida, foram adicionados 2,0 mL de N,N-
dimetilformamida (DMF, dimethylformamide) sob agitacdo magnética lenta, até a completa
dissolucdo do acetato de celulose em temperatura ambiente (27 °C). Ap0ds esse processo, foram
adicionados 2,0 mL de n-octanol, gota-a-gota a solugdo, sob agitacao constante com o auxilio de
uma espatula e aquecimento em banho-maria a 70 °C. A solugao foi agitada e aquecida até que se
tornasse transparente. A solugdo foi disposta em um recipiente adequado para modelagem do
monolito e, em seguida, deixada em repouso a temperatura ambiente (27 °C) por 24 h até a

completa separagdo de fase. O solvente utilizado (n-octanol) foi trocado por etanol durante trés
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vezes ao dia por 3 dias consecutivos. Logo ap6s, os monolitos foram retirados dos moldes e
imersos em etanol por 24 h, sendo posteriormente imersos em agua ultrapura até o momento do

uso. A Figura 5 apresenta um fluxograma do preparo dos monolitos de acetato de celulose.

Figura 5. Fluxograma para produgdo do monolito de acetato de celulose.
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Fonte: Proprio autor.

5.2.2 Hidrolise dos monolitos de acetato de celulose

O monolito de celulose foi obtido a partir do monolito de acetato de celulose preparado
anteriormente por um processo de desacetilagdo em meio alcalino. Os monolitos de CA foram
imersos em 10 mL de etanol em um béquer de 50 mL. Em seguida, a suspensao foi desgaseificada
por 5 min sob fluxo brando de argonio. Adicionaram-se, logo depois, 10 mL de uma solugao 2,0
mol L' de NaOH em etanol para dar inicio a reacio de hidrdlise a temperatura ambiente (~27 °C).
Apo6s 24 h, os monolitos foram retirados da mistura reacional e enxaguados com agua, sendo,
subsequentemente, deixados em solu¢do aquosa para neutralizacao (Figura 6). Ap6s a verificagdao
do pH da agua contendo os monolitos de celulose, estes foram transferidos para um béquer

contendo heptano até o momento de sua utilizagao.



Figura 6. Esquema de conversdo dos monolitos de acetato em celulose em monolitos de celulose.
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Fonte: Proprio autor.

5.2.3 Preparacdo das barras magnéticas monoliticas de celulose para extragdo sortiva
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Para a preparacdo das barras de agitacdo revestidas com a celulose monolitica, imas de

porosa, até o momento do uso.

Figura 7. Imds de neodimio cilindricos com 8 mm de comprimento por 3 mm de didmetro.

Fonte: Proprio autor.

neodimio, Figura 7, foram centralizados dentro do molde contendo a solug@o polimérica de acetato
de celulose. O molde utilizado foi um tubo eppendorf cilindrico de 2,5 mL. Ao tubo foram
adicionados 1,5 mL da solucdo polimérica de CA, de forma a obter uma barra de agitacdo adsortiva
revestida com o monolito celuldsico, com diametro de aproximadamente 5 mm e 20 mm de
comprimento, Figura 8. Os monolitos de celulose obtidos, contendo o imd de neodimio
internamente, foram submetidos aos processos de trocas de solventes e hidrélise conforme
descritos nas se¢des 5.2.1 e 5.2.2 para a obteng¢do das barras de agitagdo revestidas com celulose

monolitica. As barras foram armazenadas em frascos contendo a4gua, para manutencao da estrutura
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Figura 8. Esquema de produ¢do das barras magnéticas revestidas com monolito de celulose.
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Fonte: Proprio autor.
5.3 Caracterizacao fisico-quimica e morfologica dos monolitos
5.3.1 Estudo do grau de inchamento dos monolitos

O inchamento dos monolitos foi medido a partir da determinacdo das suas taxas de
absorcdo de agua. O procedimento realizado foi baseado no descrito por OMIDIAN et al. (1998).
Resumidamente, uma pequena quantidade do monolito de celulose seco foi pesada em balanga
com precisao de 0,01 mg e, em seguida, imerso em 20 mL de 4gua ultrapura a temperatura
ambiente (27 °C). Os monolitos eram deixados por 30 segundos no banho e novamente pesados,
Figura 9. Este procedimento foi realizado de 30 em 30 segundos por 10 min, anotando-se a
variacdo da massa dos monolitos celulosicos. O grau de inchamento (Sw, swelling degree) da
estrutura monolitica celuldsica foi determinado a partir da Equagdo 1.

Z0E) oy,

Sw(%) = [(3m_] * 100 Equagio 1

Em que: Sy = grau de inchamento do monolito; Y mr = média aritmética das trés ltimas massas dos

monolitos umedecidos (inchamento maximo); m; = massa inicial (monolito seco).



41

Figura 9. Fluxograma do estudo do grau de inchamento do monolito de celulose.
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Fonte: Proprio autor.

5.3.2 Estudo da porosidade total dos monolitos celuldsicos

A determinag@o da porosidade nos monolitos celuldsicos foi baseada na metodologia de
saturagcdo de fluidos, que alia vantagens como baixo custo, simplicidade e, principalmente, ndo
requer imposi¢des dos materiais analisados como regularidade, uniformidade de tamanho e forma,
natureza de sua morfologia e distribuicdo uniforme dos poros (HOSSEN et al., 2020). A
porosidade foi determinada de acordo com o método proposto por LU; LI (2009). O teste de
porosidade (¢) dos monolitos celulésicos foi realizado através de medidas gravimétricas e a
porosidade total foi definida pela razdo entre os volumes dos poros e o volume total dos monolitos,
conforme a Equagdo 2. O procedimento ilustrado na Figura 10, consistiu em pesar uma pequena
quantidade de monolitos celuldsicos secos e, em seguida, imergi-los em 20 mL de n-butanol,
deixando-os por 10 min a temperatura ambiente (27 °C). A cada 10 min os monolitos eram retirados
e o excesso de solvente removido com papel toalha, medindo novamente sua massa em uma
balanca analitica de precisdo de 0,01 mg. As medidas foram realizadas por 2 h, anotando-se a

variacao da massa dos monolitos celulosicos.

€= (( (mys )/ ps )> x100 Equacio 2

(mMS_mM))+<m_M

ps Pcel
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Em que: mys = massa de monolito com solvente, my = massa monolito seco, ps = densidade do solvente e

pcel = densidade da celulose.

Figura 10. Esquema para medida da porosidade total dos monolitos de celulose.
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Fonte: Proprio autor.

5.3.3 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier

Os monolitos celuldsicos de acetato de celulose e de celulose, ap6s o processo de hidrolise
alcalina, foram submetidos a caracterizacdo de grupos funcionais por espectroscopia no
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR, Fourier-transform infrared spectroscopy). O
objetivo dessa caracterizagdo foi avaliar a eficiéncia do processo de hidrélise do monolito de
acetato de celulose. As amostras foram analisadas em porg¢des de cerca de 20 mg na regido de 400
24000 cm™, com resolucdo de 4 cm™! e 32 varreduras por espectro em um espectrofotometro FTIR
Agilent Technologies®, modelo Cary 630. As medidas foram realizadas empregando o modulo
ATR (attenuated total reflectance) com cristal de diamante no Laboratério de Equipamentos

Multiusuarios do Pontal (LEMUP) da Universidade Federal de Uberlandia, campus Pontal.

5.3.4 Analise termogravimétrica

Os monolitos celulésicos foram caracterizados por andlise termogravimétrica (TGA,
thermogravimetric analysis), na qual cerca de 7 mg de cada amostra foram colocados em uma
microbalanga no analisador térmico e submetidos a um aquecimento na faixa de temperatura de
25 °C a 600 °C, com taxa de aquecimento de 10 °C min™! sob atmosfera inerte. Foi empregado o
analisador termogravimétrico da TA Instruments®, modelo TGA 55, localizado no Laboratorio de

Equipamentos Multiusuérios do Pontal da UFU, campus Pontal.
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5.3.5 Calorimetria exploratoria diferencial

As propriedades térmicas dos monolitos celulosicos foram avaliadas por calorimetria
exploratoria diferencial (DSC, differential scanning calorimetry), empregando um equipamento
DSC da TA Instruments®, modelo DSC-25. Cerca de 5 mg de amostra foram submetidos a uma
taxa de aquecimento de 10 °C min™! de -90 a 300 °C sob atmosfera inerte. Esta medida foi realizada

no Laboratério de Equipamentos Multiusuarios do Pontal da UFU, campus Pontal.

5.3.6 Microscopia eletronica de varredura

Foi utilizada a microscopia eletronica de varredura (SEM, scanning electron microscopy)
para examinar a morfologia dos monolitos de celulose. Através de micrografias, ¢ possivel
observar as caracteristicas morfologicas dos materiais, que tém um impacto significativo no
desempenho da extragdo sortiva em barra de agitacdo. Um pequeno pedaco do monolito foi fixado
em um porta-amostras usando uma fita dupla face de carbono. Em seguida, uma fina camada de
ouro ¢ aplicada sobre o pedago do monolito, utilizando bombardeamento de atomos de argénio
sob alto vacuo por 120 s. Essa etapa visa criar uma camada de ouro com aproximadamente 10 nm
de espessura para fornecer uma melhor condutividade elétrica do material durante a anélise.

Os porta-amostras foram inseridos em um microscopio eletronico de varredura
TESCAN®, modelo VEGA3 (Toquio, Japao). As amostras foram analisadas em termos de sua
superficie e secao transversal (corte). Diversas imagens foram capturadas com diferentes niveis de
ampliagdo. A medida foi realizada no Laboratorio Multiusudrios do Instituto de Quimica da

Universidade Federal de Uberlandia (IQ/UFU).

5.4 Extracao de glicerol usando a barra de agitacio revestida com o monolito de celulose

Com o objetivo de avaliar a eficiéncia de extracdao das barras de agitagdo revestidas com
celulose monolitica na extracdo de glicerol em biodiesel, foi realizada inicialmente a preparacao
de uma amostra sintética de biodiesel isenta de glicerol. A amostra isenta de glicerol foi obtida
pelo uso de oleato de metila como biodiesel. O oleato de metila foi escolhido por ndo apresentar
qualquer trago de glicerol em sua composigao € por ser o principal éster do biodiesel para diversas
fontes vegetais, considerado como uma matriz padrdo de biodiesel (FERREIRA; COSTA;
BARBEIRA, 2015). A presen¢a de glicerol nesta etapa poderia diminuir a confiabilidade na

avaliacdo da exatidao do método SBSE com barra de agitagcdo revestida com celulose monolitica.
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Assim, inicialmente o oleato de metila foi obtido pela esterificagdo de acido oleico seguida da
fortificacdo com padrao de glicerol de forma a obter uma concentragdo de 0,02 % (m/m) de glicerol

livre no oleato de metila, conforme limite maximo previsto pela ANP (ANP, 2023).

5.4.1 Esterificacdo de dcido oleico com metanol via catdlise homogénea

Para a simulacdo do biodiesel isento de glicerol foi utilizado um sistema de reagdo em
refluxo para conversdao de acido oleico em oleato de metila (MO, methyl oleate), conforme
ilustracdo apresentada na Figura 11. A um baldo de duas bocas foram adicionados 100 g de acido
oleico e 86 mL de metanol na razdo molar 6:1 e 1,0 % (m/m) de acido sulftrico concentrado, como
catalisador. Ao sistema em refluxo foi conectado um corpo extrator Soxhlet preenchido com silica
gel em esferas para retencdo de 4gua, um dos subprodutos da reag¢do. Posteriormente, ajustou-se a
temperatura do sistema para 110 °C. A reag@o ocorreu por 90 min, e a cada 15 min retirou-se uma
aliquota de 1 mL do meio reacional, reservando-as em tubos de ensaios para analise posterior da

taxa de conversdo por cromatografia gasosa com deteccao por ionizacdo em chama (GC-FID).

Figura 11. Sistema de reagdo em refluxo para obtengdo do oleato de metila.

Fonte: Proprio autor.

Posteriormente, a mistura reacional foi adicionada a um funil de decantagdo, permanecendo
em repouso por 24 h para separacdo de fases. Ap0Os a separacdo, ocorreu o descarte da fase aquosa
e 0 0leo foi lavado com dgua a 80 °C para remocao de impurezas indesejadas, sendo a fase aquosa
descartada apds a separacao de fases. Finalmente, o produto obtido foi desumidificado em estufa

por 24 h a 80 °C, como ilustrado na Figura 12.



Figura 12. Esquema empregado para a separagdo da fra¢do do oleato de metila.
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Fonte: Proprio autor.

5.4.1.1 Analise do produto reacional por cromatografia gasosa
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Para andlise do produto obtido pela reacdo de esterificacdo do acido oleico empregou-se a

GC-FID, na qual aproximadamente 10 uL de cada fragdo do meio reacional, recolhida a cada 15

min, foi diluida em 490 pL de solu¢do padrio de heptadecanoato de metila (MH, methyl

heptadecanoate) a 0,550 mg mL"! preparada em n-heptano. A solugdo resultante foi

homogeneizada em agitador vortex por 30 s. Uma aliquota de 1,0 pL da amostra diluida do oleato

de metila foi injetada no GC-FID, como ilustra a Figura 13. As condi¢des de andlise no

cromatografo estdo descritas na Tabela 5.

Tabela 5. Condigoes cromatogrdficas para anadlise do oleato de metila.

Método GC-FID

Detector Ionizagdao em chama

Equipamento

Injecdo

Massachusetts, EUA)
Injecdo split com divisao de fluxo 1:30

Temperatura do injetor e do detector 250 °C

Temperatura do forno da coluna

Coluna Cromatografica

(2 min)
Coluna Carboxen (polietilenoglicol) 20M,
dimensdes: 30 m x 0,25 mm x 0,25 um

Focus GC (Thermo Fisher Scientific) (Waltham,

110 °C com aquecimento de 20 °C/min até 190 °C

Fonte: Proprio autor.
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Figura 13. llustra¢do para a caracterizagdo cromatogrdfica do oleato de metila.
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Fonte: Proprio autor.

5.5 Desenvolvimento de método de analise de glicerol por HPLC-RID

Para analisar os extratos de glicerol que foram obtidos pelo método SBSE com a barra de
agitacdo revestida com celulose monolitica, primeiramente foi verificado o tempo de retengdo do
oleato de metila e do glicerol (o pico de interesse), através de analises por cromatografia liquida
de alta eficiéncia com detec¢do por indice de refracio (HPLC-RID) de duas solugdes: (1) 10 mL
de solucao de glicerol a 0,02 % (m/m) em metanol e (2) 10 mL de solucao de oleato de metila a
0,02 % (m/m) em metanol. O método cromatografico de analise foi desenvolvido otimizando as
condi¢des instrumentais, tais como a vazao e a composicao da fase movel, coluna cromatografica,
temperatura de forno de coluna e de deteccdo, Tabela 6. O equipamento utilizado foi o Waters®
Alliance (Waters, Milford, MA) equipado com sistema quaternario de bombeamento €2695, forno,
injetor automatico e detector de indice de refracdo modelo 2414 RID, localizado no Laboratorio

de Equipamentos Multiusuarios do Pontal da UFU, campus Pontal.

Tabela 6. Condicoes cromatogrdficas para andlise do glicerol por HPLC-RID.

Método HPLC-RID
Aminoquaternario, Aminex HPX-87H Bio-Rad®, 300 mm x 7,8 mm,

Come particulas de 9 um, 8 % ligacao cruzada
Modalidade Troca i0nica

Fase Movel Solucio de H2SO4 a 0,005 mol L™!
Vazao 0,6 mL min™!

Temperatura da Coluna 35 °C
Temperatura do detector 35 °C
Tempo de Analise 20 min

Fonte: Proprio autor.
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5.5.1 Preparacdo da curva analitica para o glicerol

Preparou-se uma solucdo estoque de glicerol em metanol a 0,20 % (m/m) e, em seguida,
foram realizadas dilui¢des de forma a obter 5 mL de solugdes de glicerol nas concentragdes de
0,04 %; 0,02 %; 0,01 %; 0,005 %; 0,001 %; 0,0005 % e 0,00025 % (m/m). Com a solugdo de
menor concentragdo foi determinado o limite de quantificagdo do glicerol nas condigdes de andlise
definidas. Para isso, foram realizadas diluigdes sucessivas da solugdo até que o sinal ndo fosse
mais detectavel no sistema cromatografico, registrando a menor concentragao que resultou em um
sinal distinguivel do ruido da linha de base. Essa concentracdo foi analisada em 5 preparacdes
distintas e o desvio padrao das areas do pico do glicerol calculado para avaliar a repetibilidade de

resposta do equipamento.

5.6 Desenvolvimento de método SBSE para a extracio de glicerol de biodiesel

5.6.1 Fortificacdo do oleato de metila com glicerol

Para a verificagdo da capacidade de extracdo de glicerol pelas barras de agitacao
monoliticas de celulose, inicialmente foi preparada uma solugdo de oleato de metila como matriz
de biodiesel. A matriz de biodiesel foi fortificada com concentracao de 0,02 % (m/m) de glicerol.
A solugao foi homogeneizada em agitador magnético por 10 min. Em seguida, a solugdo foi

reservada até o momento de uso.

5.6.2 Otimizacdo da extragcdo SBSE de glicerol de biodiesel

A extragdo do glicerol de biodiesel, empregando a barra de agitagdo com revestimento de
celulose monolitica, foi otimizada a partir de um estudo univariado. Foram avaliados o tempo de
sor¢ao, tempo de dessor¢do, solvente de dessor¢ao, temperatura de adsor¢ao/dessor¢do, diluigcdo
da amostra de biodiesel e comprimento da barra de agitagdo. Todas as medidas foram realizadas
em triplicatas, registrando a taxa de recuperagao de glicerol como resposta.

O procedimento geral de extracdo consistiu no uso de 5 mL de amostra de biodiesel
fortificada com 0,02 % (m/m) de glicerol em um béquer, em que fora adicionada a barra de agitacao
revestida com celulose monolitica (CMSB, cellulose monolith stir bar). A etapa de extracdo
consistiu na agitagdo magnética, a 200 rpm, com a CMSB controlando o tempo e a temperatura.

Em seguida, a CMSB foi retirada da amostra de biodiesel, removendo a umidade excedente com
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papel toalha e colocando a CMSB em outro béquer contendo 5 mL de eluente para dessor¢do do
glicerol. Apds determinado periodo de tempo, a CMSB foi retirada e uma aliquota de 1,5 mL do
extrato foi analisado por HPLC-RID nas condigdes otimizadas.

Os fatores e seus niveis avaliados no estudo da otimizacao do processo de extracdo SBSE

de glicerol de biodiesel empregando a CMSB estao apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Condigdes experimentais avaliadas na otimizacdo do método SBSE de glicerol de biodiesel,

empregando barras de agitagdo revestidas com celulose monolitica.

Fatores Niveis

Tempo de adsorgao
(min)

Tempo de dessor¢ao 15 30 60
(min)

Solvente de dessor¢ao Aoua Sol. NaOH Sol. HNO3

(tipo) & 0,02mol L 0,02 mol L"!
Dimensdes da CMSB 10 % 5 20 % 10
(mm X mm)
Temperatura

(°C)

Diluicao da amostra
(vezes)

30 60 90 120 240 2880

Metanol

27 40 60 70

sem dilui¢ao 5

Fonte: Proprio autor.

5.7 Validacao do método SBSE para extracao de glicerol de biodiesel

Para verificar a confiabilidade dos resultados obtidos na determinagao de glicerol livre pelo
método proposto neste trabalho, foi realizado um estudo para validagdo parcial da metodologia
SBSE-HPLC-RID. Foram avaliados os parametros: seletividade, linearidade, faixa de trabalho,
limite de deteccdo e limite de quantificagdo, exatiddo e precisdo. A seletividade foi obtida pela
comparagdo dos cromatogramas dos extratos de uma amostra em branco e de uma amostra de
biodiesel fortificada com glicerol.<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>