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DETERMINATION OF BIODIESEL CONTENT IN DIESEL USING THE COLORIMETRIC ASSAY FOR HYDROXAMIC ACID.
The aim of this paper was to use colorimetric assays for hydroxamic acid to quantify the biodiesel content in diesel and compare it
with the traditional method (infrared spectroscopy, using the EN 14078 method). Samples were prepared from B2 to B10 with two
kinds of diesel - S500 (red) and S50 (yellow) - to obtain two calibration curves. Through statistical methods it was shown that the
slopes of the straight lines obtained for the different types of diesel were the same. Thus, the type of diesel did not influence the results
of the colorimetric assay for hydroxamic acid. Real samples collected from gas stations were analyzed by both methods (colorimetry

and EN 14078). By applying Student’s #-test it was concluded that the methods could be considered statistically equivalent. Therefore,
it was confirmed that the colorimetric assay for hydroxamic acid is suitable for detecting and quantifying the content of biodiesel in
biodiesel/diesel blends and can also be easily adapted to field analyses.
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INTRODUCAO

O Programa Nacional de Produgdo e Uso do Biodiesel (PNPB),
langado pelo governo brasileiro, em 6 de dezembro de 2004, avan-
cou significativamente desde a adigdo voluntdria de 2% v/v de
biodiesel no diesel, segundo a Resolugdo da Agéncia Nacional de
Petréleo Géas Natural e Biocombustiveis (ANP) n° 42 de novembro
de 2005. Desde 1° julho de 2009, a adi¢do passou para 4%, segundo
a Resolugdo ANP n° 07 de margo de 2008 e, desde 1° de janeiro de
2010, a obrigatoriedade foi para 5%.' Recentemente, o governo fede-
ral brasileiro aprovou a medida proviséria n° 647, de 28 de maio de
2014, que aumentou o percentual de biodiesel no diesel de 5% para
6% desde julho de 2014 e para 7% desde 1° de novembro de 2014. O
Conselho Nacional de Politica Energética (CNPE) poderd, a qualquer
tempo, por motivo justificado de interesse publico, reduzir esse per-
centual para até 6%, restabelecendo-o por ocasido da normalizacio
das condig¢des que motivaram a reducio do percentual.

Para a determinagdo do percentual de biodiesel em 6leo diesel
sdo empregadas as normas EN 14078 e ABNT NBR15568, que utili-
zam a espectroscopia na regido do infravermelho (IV).? Este método
baseia-se no fato de que as substincias carboniladas, especificamente
os ésteres, apresentam duas absorcdes caracteristicas que possuem
origem nos estiramentos da ligagdo C=0, bastante intensas, e C-O,
razoavelmente intensas. As vibragdes de estiramento da ligagdo C=0
de ésteres ocorrem entre 1750 e 1735 cm™! e as da ligagdo C-O de
ésteres que sdo, na realidade, duas vibracdes assimétricas acopladas:
C-C(=0)-0 e O-C-C, ocorrem entre 1300 e 1000 cm™'. Contudo, as
correlagdes realizadas com a vibracdo do estiramento da ligacdo
C=0 sao mais confidveis que as realizadas com o estiramento da
ligagdo C-O, pois compostos que contenham hidrocarbonetos podem
apresentar absor¢des na regido em que ocorrem os estiramentos da
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ligacao C-O, podendo assim interferir na sensibilidade do método.?

O teste do dcido hidroxamico € indicado para a determina-
¢do de ésteres e as reagdes envolvidas consistem na formagdo de
4cidos hidroxamicos de ésteres em solucdo alcalina, nas quais o
4cido hidroxamico forma um complexo do tipo quelato altamente
colorido com fons Fe** (a cor varia do purpura ao vermelho).* Os
4cidos hidroxamicos sdo compostos que possuem em sua estrutura
o grupamento R—CO-NR-OH e normalmente sdo dcidos fracos que
apresentam valores de pKa do préton N-OH em solventes aquosos
na ordem de 8,5 a 10,3.5¢

Lossen, em 1869, estudou a reacdo entre o oxalato de dietila e
a hidroxilamina, produzindo um composto dcido nomeado de 4cido
oxalohidroxamico. Em 1872, Lossen observou que O-acil derivados
de dcidos hidroxamicos sofriam rearranjos, atualmente, conhecidos
como rearranjos de Lossen.” Em 1934, Feigl et al. desenvolveram um
teste rdpido para €steres e anidridos, baseado na reag¢ao colorimétri-
ca com fons Fe**.8 Em 1945, Lipmann e Turtle desenvolveram um
método para a identificagdo de compostos acilfosfatos empregando
uma reagdo com a hidroxilamina.’

Hill, em 1946, desenvolveu um método rdpido e preciso para a
determinacdo de pequenas quantidades de 6leo de palma, dleo de
semente de algodao e lanolina. O método baseava-se na formacao de
acido hidroxamico de ésteres de dcidos graxos, através da utilizacio
de hidrocloreto de hidroxilamina em meio alcalino. Por adigdo de
uma solugdo acidificada de perclorato férrico alcodlico foi formado
um complexo estdvel de hidroxamato férrico, sendo este proporcional
a intensidade dos ésteres presentes. Os dcidos sdo quantitativamente
metilados em uma solugao de éter anidro com diazometano ou cloreto
de tionila. Os resultados foram comparados com uma determinagado
gravimétrica mostrando uma boa concordancia.'’

Em 1950, Thompson adaptou o método colorimétrico de Hill
(1946) para a determinag@o da estimativa de ésteres voldteis. Os
espectros de absor¢@o dos hidroxamatos férricos dos ésteres exami-
nados apresentaram uma absor¢do maxima a 520 nm. Assim, uma
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mistura de ésteres foi avaliada em termos de um dos ésteres.!! Em
1955, Goddu et al. estudaram as varidveis que influenciam a reacio
de complexacdo de dcidos hidroxdmicos com fons Fe**, usando a
espectrofotometria de UV-Visivel (teste do dcido hidroxamico - TAH).
Uma das caracteristicas dos dcidos hidroxamicos € a sua afinidade
em formar complexos estaveis com metais de transicao, em especial
com os fons Fe**.1213

Em 1958, Jencks estudou a reag@o de grupos acila ativados com
hidroxilamina em solu¢@o aquosa ou alcodlica, formando como
produto majoritdrio um composto instdvel (O-acilhidroxilamina) e
uma pequena quantidade de N- acilhidroxilamina (4cido hidroxa-
mico)."*1 Jencks também observou que a O-acilhidroxilamina ndao
produz nenhuma colorag@o quando reage com o cloreto férrrico e
reage rapidamente com a hidroxilamina concentrada produzindo
a N- acilhidroxilamina.'*!> A rea¢do de complexacdo do 4dcido
hidroxdmico com fons Fe** € realizada em meio 4cido e o sulfato
férrico de amdnio tem sido proposto como reagente. Contudo, o
cloreto férrico e o perclorato férrico sdo os reagentes mais comu-
mente utilizados.'® Os hidroxamatos reagem com sais férricos pro-
duzindo um complexo de cor vermelha a violeta, que € extraido em
n-hexano, e a solugdo resultante € analisada por espectrofotometria
de UV-Visivel.#7

Em 2000, Reddy et al. estudaram a conversao de dcidos carbo-
xilicos a 4cidos hidroxamicos, sendo que os primeiros devem ser
convertidos a anidridos.'® Em 2006, Correa et al. determinaram o
percentual de biodiesel em misturas biodiesel:diesel, na faixa de
B0 a BS, por um método baseado na reagdo dos ésteres presentes
no biodiesel com o cloridrato de hidroxilamina, em meio alcalino.
O sal alcalino do 4cido hidroxdmico formado foi complexado por
uma solu¢do de cloreto férrico e os ésteres foram convertidos em
hidroxamato férrico por reacdo com a hidroxilamina. A Figura 1
apresenta a reagio de formacdo deste complexo."

Em 2009, Branddo et al. determinaram o percentual de biodiesel
em misturas biodiesel:diesel comerciais, utilizando a espectrofoto-
metria na regido do visivel. O complexo formado foi analisado no
espectrofotometro UV-Visivel na faixa de comprimento de onda de
380 a 650 nm, observando-se o mdximo de absorbancia no compri-
mento de onda de 400 nm. O percentual de biodiesel das amostras
analisadas foi préximo ao estabelecido pela legislacdo em vigor.*
Contudo, foram analisadas apenas duas amostras comerciais € nao
foi realizada nenhuma compara¢do com o método de referéncia
(método EN 14078).
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Silva, em 2009, determinou o percentual de biodiesel metilico em
Oleo diesel a partir da reagéio dos ésteres metilicos de dcidos graxos com
o cloridrato de hidroxilamina em meio alcalino."* Neste trabalho fez-se
uma modifica¢@o no teste do dcido hidroxamico original, descrito por
Correa et al.,"” pois empregou-se o nitrato férrico ao invés do cloreto
férrico. Os complexos coloridos de hidroxamato férrico foram extrai-
dos em n-heptano e analisados por espectroscopia de UV-Visivel. O
método mostrou excelente linearidade na faixa estudada (B1 ao B20),
excelente coeficiente de correlagdo para a curva analitica (R? > 0,99),
em uma faixa de comprimento de onda de 420 a 440 nm, mostrando-se
adequado para o controle de qualidade de misturas BX.'

Em 2012, nosso grupo de pesquisa utilizou o teste do dcido hidro-
xamico para a identificaciio de adulteragdes de misturas biodiesel:-
diesel por 6leo vegetal. Empregou-se a extragdo em fase sélida para
a separacio da mistura biodiesel:diesel:6leo vegetal em duas fracdes,
uma constituida de diesel (fracdo F1) e outra constituida de biodiesel
e Oleo vegetal (fracdo F2). A partir da fracdo F2 foi realizada outra
extracao em fase sdlida, para a separacido da mistura biodiesel:6leo
vegetal nas fracdes F3 e F4, contendo, respectivamente, biodiesel
e dleo vegetal, baseados no método desenvolvido por Andrade em
2011.%° Santos, em 2012, empregou o TAH nas fracdes constituidas
por diesel (fracdo F1), biodiesel (fragdo F3) e 6leo vegetal (fragio
F4). As fragdes F3 e F4 apresentaram uma coloracio amarela, laranja
ou vermelha, dependendo da concentracao de biodiesel e/ou 6leo
vegetal. Com isso, o aparecimento de cor na fra¢do F4 ¢ uma forma
de identificar a presenca de adulterac@o por dleo vegetal na mistura
biodiesel/diesel.”

Em 2013, nosso grupo de pesquisa analisou misturas com percen-
tual de biodiesel e/ou dleo vegetal no diesel de até 7 % v/v (B7-93%
de diesel + 7% de biodiesel com diferentes percentuais de adulteracdo
com 6leos vegetais). O TAH foi realizado nas fracdes F1 (constituida
de diesel), F3 (constituida de biodiesel) e F4 (constituida de dleo ve-
getal) e nas amostras originais (mistura biodiesel:diesel:6leo vegetal).
Os resultados foram comparados com os métodos de espectroscopia
na regido do IV e a CLAE-UV. O TAH mostrou-se adequado para a
detec¢do de adulteracdes de misturas biodiesel:diesel por 6leo vegetal
somente apés a etapa prévia de duas extragdes em fase sélida, mas
apresentou grande vantagem em relagio as outras metodologias, pois
pode ser facilmente adaptado a andlises em campo, representando
um ganho de agilidade na obten¢do de resultados.”

Desta forma, o presente trabalho estuda a determinagdo do per-
centual de biodiesel pelo teste colorimétrico do 4cido hidroxamico
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Figura 1. Reagoes quimicas envolvidas no teste do dcido hidroxamico (TAH) para confirmagdo da presenga de ésteres (adaptado da Ref. 19)
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em misturas biodiesel:diesel, comparando-o com o método de refe-
réncia especificado pela ANP e também avalia se 0 método proposto
¢ eficaz para a determinacéo do percentual de biodiesel em misturas
biodiesel:diesel.

PARTE EXPERIMENTAL
Preparo das amostras de diesel com biodiesel

As amostras padrdo de diferentes composi¢des de biodiesel em
diesel (BX) foram preparadas empregando dois tipos diferentes de
diesel, o diesel tipo A S50 (isento de biodiesel e com teor de enxofre
de até 50 mg kg™') de coloragio amarela e o diesel tipo A S500 (isento
de biodiesel e com teor de enxofre de até 500 mg kg™') de coloracio
vermelha. Empregou-se nas amostras o biodiesel metilico do 6leo de
fritura, cedido pelo Laboratério de Modelagem, Simulagdo e Controle
de Processos (LMSCP/COPPE/UFRYJ). O diesel tipo A S50 foi for-
necido pela Companhia Brasileira de Petrdleo Ipiranga, e o diesel
tipo A S500 foi fornecido pela Companhia Raizen.

Preparou-se cinco amostras padrdo com composi¢des de 2, 4,
6, 8 e 10% v/v (B2, B4, B6, B8 ¢ B10) de biodiesel com cada um
dos 6leos estudados (6leo diesel tipo A S50 e S500). Nesse estudo,
também foram analisadas doze amostras comerciais, ou seja, amostras
provenientes de postos de distribui¢@o, constituidas, teoricamente, de
diesel com 5% de biodiesel, segundo previsto na Resolugdo ANP n°
14/2012. Destas doze amostras, dez eram constituidas de diesel S500
e apenas duas eram constituidas de diesel S10.

Analise das amostras por espectroscopia na regiio do
infravermelho

As amostras foram analisadas por espectroscopia na regifio do
infravermelho (IV), para a determinac@o do percentual de biodiesel
no diesel, de acordo com o método de referéncia, EN 14078 (2009),
presente na Resolugdo ANP n° 65 de 09 de dezembro de 2011.

As analises por espectroscopia na regido do IV foram realizadas
em um equipamento da Thermo Scientific, modelo Nicolet iS5, in-
serindo-se uma pequena quantidade da amostra a ser caracterizada
em uma célula de fluoreto de célcio (CaF,) para obtencdo do seu
espectro. A absorvancia maxima da banda tipica do grupamento car-
bonila presente em ésteres foi obtida em torno do nimero de onda de
1745 cm’!, sendo a quantificagio do percentual de biodiesel no 6leo
diesel calculada por meio de uma curva de calibragdo preparada com
amostras de referéncia (EN 14078, 2009). As amostras que apresen-
tavam concentragdes de biodiesel no diesel acima de 6% (v/v) eram
diluidas previamente com querosene de modo a inseri-las na faixa de
linearidade da curva de calibracio obtida com diesel.

Analise das amostras por cromatografia liquida de alta
eficiéncia

As doze amostras comerciais foram analisadas por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) para verificar a possivel adulteracio
da mistura biodiesel:diesel com 6leo vegetal. Estas andlises foram
realizadas segundo Andrade,”>? em um equipamento da Thermo
Scientific (Massachusetts, EUA), modelo Ultimate 3000, composto
por uma bomba quaterndria (Dionex Ultimate 3000), um detector por
varredura de espectro ao ultravioleta modelo Dionex UVD 170/340
UV/PDA e um injetor automatico modelo WPS-3000 com alga de
amostragem de 100 pL. Foi utilizada uma coluna Thermo Scientific
AcclaimTM de 250 mm de comprimento por 4,6 mm de didmetro
interno, com fase octadecilsilano de 5 pm de tamanho de particula e
com 120 A de didmetro de poro. A fase mével usada foi metanol (A)
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e uma mistura de 2-propanol/n-hexano (5:4, v/v) (B) e ambas foram
sonicadas por 30 minutos antes da aplicacdo.

A andlise foi realizada com a temperatura do forno da coluna em
40 °C, com uma vazdo de 1 mL por minuto e detec¢do UV a 205 nm.
Um gradiente bindrio com duas rampas lineares foi empregado: 0 a
50% B de 0 a 15 minutos, seguido de 50% a 100% B até 25 minutos
de corrida, e entdo por elui¢do isocratica com 100% B por mais 5
minutos. O tempo total de corrida foi de 30 minutos. As amostras
foram previamente filtradas em membrana politetrafluoretileno
(PTFE) da Millipore (Bedford, EUA) com 0,45 um de poro antes da
inje¢do.”? As doze amostras comerciais foram diluidas 100 vezes
em 2-propanol/n-hexano (5:4, v/v) e injetadas (10 pL) em triplicata.

Analise das amostras pelo teste colorimétrico do acido
hidroxamico

As amostras foram analisadas pelo teste colorimétrico do dcido
hidroxamico, segundo procedimento adaptado de Correa et al. em
2006." Foram adicionados em tubo de ensaio, 1 mL de solucdo de
cloridrato de hidroxilamina (0,5 mol L' em etanol a 95%) e 0,2 mL
da solucao de hidréxido de sédio (6 mol L). Estes reagentes foram
adicionados a 0,5 mL da amostra e ao branco (contendo apenas etanol
99%), seguido de agitacdo em vortex. Os tubos foram colocados no
bloco digestor (marca Policontrol) por 3 minutos a uma temperatura
de 130 °C. Resfriou-se os tubos em dgua corrente e, em seguida,
adicionou-se 4 mL da solug¢@o de dcido cloridrico (1 mol L'!) em cada
tubo e agitou-se. Adicionou-se 2 mL de etanol PA 99% e agitou-se
a mistura. Adicionou-se 100 pL da soluc@o de cloreto férrico (5%
m/v) sob agitacdo e, finalmente, acrescentou-se 5 mL de n-hexano.
Os tubos foram novamente agitados e esperou-se ocorrer a separagao
das fases.! A fase superior apresentou coloracio amarelada a averme-
lhada, dependendo da quantidade de biodiesel presente na amostra.
Ap0s a separacdio em duas fases, a fase superior de cada amostra foi
removida e analisada por espectroscopia na regido do UV-Visivel,
no comprimento de onda de 440 nm, em um equipamento Perkin
Elmer Lambda 35 UV-Visivel. Para serem analisadas no espectro
UV-Visivel, as amostras foram diluidas 8 vezes em etanol 99%.

Tratamento estatistico para comparacio entre as inclinacdes
de duas retas

De modo a avaliar as inclina¢des das duas curvas analiticas
obtidas com diferentes tipos de diesel (S50, cor amarela e S500,
cor vermelha), fez-se um tratamento estatistico dos dados obtidos.
Este tratamento estatistico visa identificar se existe ou ndo diferenga
significativa entre a inclinagdo das duas retas e, assim, verificar se o
tipo de diesel utilizado (S50 ou S500) pode influenciar nos resulta-
dos do teste colorimétrico do dcido hidroxdmico. Desta forma, uma
sequéncia de cdlculos estatisticos foi realizada e encontra-se descrita
no material suplementar.

Aplicacgio do teste t de Student para comparacao entre
métodos

Usualmente, nos laboratdrios, deseja-se estudar se ha diferengas
entre dois métodos e, neste caso existem duas situacdes: a) amostras
independentes, quando os dados s@o coletados de tal maneira que
as observacdes nao sdo relacionadas umas as outras e b) amostras
dependentes (normalmente, chamadas de pareadas), quando uma
mesma amostra € analisada por dois métodos diferentes. No caso de
amostras independentes, faz-se, primeiramente, o teste F-Snedecor
para verificar se as varidncias das amostras podem ser consideradas
iguais; no caso de amostras dependentes, a aplica¢@o deste teste nido
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é necessdria. Em quaisquer dessas situacdes, os resultados sdo com-
parados por meio do teste denominado t de Student.***

No presente trabalho, foi realizado um estudo comparativo entre
os resultados obtidos pelo teste colorimétrico do dcido hidroxamico
(método 1) e a espectroscopia na regido do infravermelho (método 2)
em doze amostras comerciais. A amostra 1 foi medida uma vez pelo
método 1 e uma vez pelo método 2, que nio fornecem exatamente o
mesmo resultado. Em seguida, uma amostra diferente, denominada
amostra 2, foi também medida uma vez pelo método 1 e uma vez pelo
método 2. Novamente, os resultados ndo foram exatamente iguais
entre si. O procedimento foi repetido para as doze amostras diferen-
tes. Desta forma, as amostras sdo dependentes, ndo sendo, portanto,
necessdria a aplicagdo do teste F-Snedecor. Assim, para a comparagio
estatistica destes métodos, aplicou-se usando o tratamento estatistico
do Excel, o teste t: duas amostras em par para médias.

O teste t de Student € um teste de hipéteses, utilizado para avaliar
as diferencas entre as médias de dois grupos. Consulta-se a tabela de
t para encontrar o valor de t tabelado e compara-se com o valor de t
calculado (equagdo 1). Se o valor de t calculado for menor que o valor
de t tabelado (t calculado < t tabelado), pode-se afirmar, com 95% de
confianga, que os métodos podem ser considerados equivalentes.?

d
tcalculado = |S_| \/; (D)
'

naqual: |d| é o valor absoluto da diferenca média entre os dois resul-
tados para cada amostra, de modo que t calculado € sempre positivo;
S, € o desvio-padrdo das n diferencas e n € o nimero de amostras.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analise das amostras por espectroscopia na regiao do
infravermelho

As amostras foram analisadas por espectroscopia na regido do
infravermelho (IV) para a determinagdo do percentual de biodiesel
no diesel, de acordo com o método de referéncia, EN 14078 (2009).
A titulo de exemplo, na Figura 2 ¢ apresentado o espectro na regido
do IV de uma amostra B5 (5% de biodiesel e 95% de diesel S500).

Absorvéncia (UA)

Numero de onda (cm™)
Figura 2. Espectro na regido do IV da amostra B5

O pico em destaque na Figura 2 se refere as vibragdes de esti-
ramento da ligacdo C=0 de ésteres, que ocorrem entre 1750 e 1735
cm”! (em torno do nimero de onda de 1745 cm™). Desta forma,
quanto maior a altura do pico (absorvancia), maior a concentragao de
compostos carbonilados e consequentemente maior serd o percentual
de biodiesel no diesel.
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A Tabela 1 apresenta os percentuais de biodiesel no diesel, teérico
e experimental (método EN 14078, 2009)' das cinco amostras padrao
que foram preparadas com o diesel S50 (coloragdo amarela) e com o
diesel S500 (coloragdo vermelha).

Tabela 1. Comparacao entre o percentual de biodiesel teérico e experimental
das amostras padrao preparadas com o diesel amarelo (S50) e vermelho (S500),
segundo o método de referéncia - espectroscopia na regido do infravermelho

Percentual de biodiesel no diesel (% v/v)

Amostra Experimental (EN 14078, 2009)
Tebrico

Diesel S50* Diesel S500*
B2 2,0 2,1+£0,3 2,1+£0,3
B4 4,0 40+0,3 4,1+0,3
B6 6,0 59+0,3 6,0 0,3
B8 8,0 7,8+0,3 7,8+0,3
B10 10,0 92+0,3 9,5+0,3

*Incerteza expandida.

Os resultados da Tabela 1 mostram a similaridade dos valores
percentuais de biodiesel no diesel, mostrando assim a eficiéncia do
método de referéncia (EN 14078, 2009) na determinagdo do percen-
tual de biodiesel em misturas com o diesel. Nas amostras com con-
centragdes de biodiesel acima de 6% (v/v) foi realizada uma diluicao
prévia com querosene de modo a inseri-las na faixa de linearidade da
curva de calibragdo obtida com diesel.

A Tabela 2 apresenta os resultados dos percentuais de biodiesel
no diesel, segundo o método de referéncia, EN 14078 (2009), das
doze amostras comerciais estudadas neste trabalho.

Tabela 2. Resultados do percentual de biodiesel no diesel das amostras
comerciais, utilizando a espectroscopia na regiao do infravermelho - método
de referéncia

Percentual de biodiesel

Amostra Tipo de diesel no diesel (% v/v)*
1 S500 22+0,3
2 S500 4,1+03
3 S500 45+0,3
4 S500 46+03
5 S500 47+0,3
6 S500 4,8+0,3
7 S500 49+03
8 S500 49+0,3
9 S500 5003
10 S500 5003
11 S10 50+0,3
12 S10 53+03

*Incerteza expandida.

Os resultados da Tabela 2 mostram que das doze amostras comer-
ciais analisadas pelo método EN 14078/2009, apenas as amostras 1 e
2 apresentam percentual de biodiesel fora da especificacdo prevista
pela Resolu¢do ANP n°® 14/2012 (5 £ 0,5 % v/v). Apesar de ter sido
analisado um niimero relativamente pequeno de amostras (doze amos-
tras), este resultado sugere que a maioria dos postos de distribuicdo
tem seguido a determinacdo da ANP quanto ao percentual de biodiesel
no diesel. Segundo os dados do boletim mensal do monitoramento
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dos combustiveis liquidos automotivos da ANP, dentre as amostras
coletadas no més de marco de 2014, 35,2% estdo fora da especificagdo
do percentual de biodiesel em dleo diesel.!

Analise das amostras por cromatografia liquida de alta
eficiéncia

As doze amostras comerciais foram analisadas por CLAE, de
modo a verificar a presenca de possiveis adulteragdes da mistura
biodiesel:diesel por 6leo vegetal. As amostras comerciais apresen-
taram o perfil cromatografico mostrado na Figura 3, a partir do qual
é possivel concluir que as amostras comerciais nao estdo adulteradas
com Oleo vegetal, uma vez que ndo apresentaram picos na regiao
entre 20 e 25 min, que sdo caracteristicos dos triacilglicer6is - TAG
(principal constituinte do 6leo vegetal).?>? Os picos largos na regido
entre 3 e 10 min sdo caracteristicos da presenga de diesel na amostra.

800 Diesel
700 4 3

600
500
400

300
200 Sem TAG

Altura (mUA)

100

0 J

0 5 10 15 20 25
Tempo (min)

Figura 3. Perfil cromatogrdfico das amostras comerciais, obtido por CLAE

A cromatografia liquida de alta eficiéncia mostrou-se ttil na
determinagdo de possivel adulteragdo de misturas biodiesel:diesel
por 6leos vegetais. A aplicabilidade da CLAE neste tipo de andlise ja
era esperada, devido aos resultados obtidos por um recente trabalho
de nosso grupo de pesquisa.’® Assim, esta metodologia é uma boa
alternativa para a detec¢io de adulteragdes de misturas biodiesel:-
diesel, ja que o método tradicional (EN 14078, 2009)' ndo € capaz
de detectar adulteragdes por 6leos vegetais.

Andlise das amostras pelo teste colorimétrico do acido
hidroxamico

As doze amostras comerciais foram analisadas pelo teste co-
lorimétrico do 4cido hidroxamico. As cinco amostras padrdo (B2,
B4, B6, B8 e B10), preparadas com o diesel tipo A S50 e S500,
foram analisadas qualitativamente e os resultados encontram-se na
Figura 4 (aeb).

A Figura 4 mostra que quanto maior o percentual de biodiesel no
diesel, mais intensa € a cor do complexo formado na fase superior.
Isso ocorre porque, para concentragdes mais altas de biodiesel, hd
mais consumo de sal férrico, o que ird produzir uma concentra¢io do
complexo O’O - Hidroxamato Férrico maior (Figura 1). Visualmente,
ndo € possivel observar uma diferenca significativa na cor em con-
centragdes proximas, por isso a fase superior foi separada e analisada
por espectrofotometria na regido do UV-Visivel, diferentemente de
Santos,” que utilizou uma tabela padrdo de cores para a identificagéo
semiquantitativa do percentual de biodiesel no diesel. Por espectro-
fotometria na regido do UV-Visivel, a quantificacdo do percentual de
biodiesel no diesel € mais exata.

Para a constru¢@o da curva analitica dos dois tipos de diesel (S50
e S500), as amostras padrao B2, B4, B6, B8 e B10 foram analisadas,
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@ g |
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Figura 4. Resultado do teste colorimétrico do dcido hidroxamico realizado
nas amostras B2, B4, B6, BS e B10 preparadas com o diesel S50 — amarelo
(a) e com o diesel S500 — vermelho (b)

em triplicata, pelo teste colorimétrico do dcido hidroxdmico. Com
os resultados encontrados, construiu-se a curva analitica plotando-se
absorvancia (eixo y) versus percentual de biodiesel (eixo x), Figura 5.

Foi observada uma relacdo linear entre o percentual de biodiesel e
a absorvancia, e os coeficientes de determinagéo (R?) indicaram uma
forte correlacdo entre as duas varidveis.
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Figura 5. Curva analitica para o diesel S50 — amarelo (a) e para o diesel
S§500 — vermelho (b)
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Ap6s obtengao das curvas analiticas, as doze amostras comerciais
foram analisadas, em triplicata, pelo teste colorimétrico do dcido
hidroxamico, para a quantificagdo do percentual de biodiesel nas
amostras. Os valores da média das absorvancias foram aplicados
nas equagdes das retas encontradas, obtendo-se, entdo, o percentual
de biodiesel. Os resultados obtidos pelo teste colorimétrico do acido
hidroxamico e pela espectroscopia na regido do IV estio na Tabela 3.

Tabela 3. Resultados do percentual de biodiesel no diesel das amostras
comerciais, utilizando o teste colorimétrico do dcido hidroxamico e a espec-
troscopia na regiao do IV

Percentual de biodiesel no diesel (% v/v)

Amostra T;ffs;e v TAH — diesel ~ TAH — diesel

Amarelo** Vermelho**
1 S500 2203 3,0+1,1 2,6+0,8
2 S500 4,1+03 47+1,1 42+0,8
3 S500 45+03 53=+15 48+1.2
4 S500 46+03 50+12 45+0,9
5 S500 47+0,3 59+14 53+1,1
6 S500 4,8+0,3 6,112 55+0,9
7 S500 49+03 57+12 52+09
8 S500 49+03 58+24 53+2,0
9 S500 50+03 52=+1,1 4,7+0,9
10 S500 5,0+0,3 52+1,1 47+0,9
11 S10 50+03 6,0=x1,1 5409
12 S10 53+03 6,0+13 55+1,0

*Incerteza expandida. **Incerteza padrdo tipo A estimada através do desvio
padrdo de trés determinagdes em condicoes de repetibilidade.

A partir da Tabela 3 pode-se verificar que os resultados do per-
centual de biodiesel, obtidos pelo TAH, estdo bem semelhantes aos
resultados obtidos pela espectroscopia na regido do IV. Observa-se
também que, de um modo geral, os resultados do TAH obtidos usando
a equagdo da reta do diesel vermelho possuem valores relativamente
menores do que os resultados obtidos usando a equagdo da reta do
diesel amarelo, ainda que bem concordantes. No entanto, s6 se pode
ter certeza da semelhanca entre os resultados fornecidos pelas duas
equagdes das retas se for efetuado um tratamento estatistico para
comparacao das inclinagdes das duas retas, conforme procedimento
apresentado no material suplementar. Outra maneira de se verificar se
os métodos fornecem resultados semelhantes € a aplicagdo da andlise
de variancia (ANOVA) com um fator (one-way ANOVA), conforme
resultados apresentados no item “Aplicagdo do teste t de Student para
comparagio entre métodos”.

Tratamento estatistico para comparacio entre as inclinacdes
de duas retas

A fim de avaliar se as inclinagdes das duas curvas analiticas, ob-
tidas com o diesel S50 (cor amarela) e o diesel S500 (cor vermelha),
sdo significativamente semelhantes, fez-se o tratamento estatistico
para a comparacdo entre as inclina¢des das duas retas, conforme
procedimento apresentado no material suplementar. O primeiro
passo foi calcular a variancia residual de cada reta (S ?), referente
as curvas de calibragdo para os diferentes tipos de diesel. Para isso,
fez-se necessdrio calcular, previamente, o residuo (e). O segundo
passo foi aplicar o teste F de Snedecor. Desta forma, calculou-se o
valor de F (F calculado) e comparou-se com o valor tabelado de F

Quim. Nova

(Tabela 1 - Tabela de teste F, material suplementar). Os resultados
de F calculado e F tabelado encontram-se na Tabela 4.

Tabela 4. Valores de F tabelado, F calculado, S_?2, t calculado e t tabelado

ep

F tabelado t tabelado

2,45%%

F calculado Sep” t calculado

9,605% 3,87 1,02 0,039

*O F tabelado foi retirado da tabela F (Material Suplementar), com nimero de
graus de liberdade do numerador e denominador igual a 4. **O t tabelado foi
retirado da tabela t (Material Suplementar), paran, +n, —4 graus de liberdade
(6 graus de liberdade), com 5 % de significancia (P=0,05).

Como o valor de F calculado € menor do que o valor de F tabelado
(Tabela 4), pode-se afirmar que a hipétese foi aceita e as variancias
das duas equagdes sdo, significativamente, semelhantes. Sendo assim,
calculou-se a variancia agrupada (S,,%), e, consequentemente, o valor
de t, comparando-se com o valor tabelado de t (Tabela 2 - Tabela
de testes t, material suplementar). Os resultados encontram-se na
Tabela 4.

Como o valor de t calculado € menor que o valor de t tabelado
(Tabela 4), pode-se afirmar que as inclinacdes das retas sdo iguais,
logo o tipo de diesel (S50, amarelo ou S500, vermelho) ndo influencia
nos resultados do teste colorimétrico do dcido hidroxamico.

Aplicacio do teste t de Student para comparacio entre
métodos

Para verificar se os resultados fornecidos pelo teste colorimétri-
co do dcido hidroxamico sdo equivalentes aos obtidos pelo método
tradicional, previsto na ANP (EN 14078/2009), aplicou-se o teste t
nas doze amostras comerciais. Os resultados de t calculado para o
diesel S50 e S500 sdo, respectivamente, 0,00022 e 0,026. O valor de
t tabelado (2,205) foi obtido por interpolag@o da tabela t (Tabela 2 -
Tabela de testes t, material suplementar), para n-1 graus de liberdade
(11 graus de liberdade), com 5% de significancia (P=0,05).

Como o valor de t calculado (diesel S50 e S500) € menor que o
valor de t tabelado, pode-se afirmar com 95% de confianca que os
métodos (teste colorimétrico do dcido hidroxamico e a espectrosco-
pia na regido do IV) podem ser considerados equivalentes. A partir
da aplicacdo da ANOVA com um fator (one-way ANOVA) também
chega-se a mesma conclusdo. Ou seja, como o valor de F calculado
(2,526) € menor que o valor de F tabelado (3,285), podemos afirmar
que ndo existem evidéncias estatisticas de que os resultados forne-
cidos pelos métodos (teste colorimétrico do dcido hidroxamico e a
espectroscopia na regido do 1V) sejam diferentes.

CONCLUSAO

O teste colorimétrico do 4cido hidroxdmico mostrou-se eficaz
para a determinagio qualitativa e quantitativa do percentual de biodie-
sel em misturas biodiesel:diesel. Este método apresentou resultados
estatisticamente semelhantes ao método de referéncia (espectros-
copia na regido do infravermelho) e mostrou que o tipo de diesel
utilizado (S500 ou S50) néo influencia no resultado das andlises. O
teste colorimétrico do dcido hidroxamico destaca-se em relacio ao
método tradicional (espectroscopia na regido do infravermelho) por
ser simples, rdpido, de baixo custo e facilmente adaptado a andlises
em campo, representando um ganho de agilidade para a deteccio do
percentual de biodiesel no diesel.

MATERIAL SUPLEMENTAR

Os célculos usados no tratamento estatistico para comparacio
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entre as inclinacdes de duas retas e as tabelas do teste F e t encontram-
-se disponiveis na forma de arquivo PDF, em http://quimicanova.sbq.
org.br, com acesso livre.
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