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RESUMO
Neste trabalho estdo apresentados os procedimentos utilizados para otimizar as condigdes

cromatograficas, como, programa de temperatura do forno e proporcdes entre amostra e
derivatizante (N-Methyl-N- (trimethylsilyl) trifluoroacetamide (MSTFA) para a identificacdo de
compostos polares oxigenados em amostras de bio-6leo. O Bio-6leo foi obtido a partir de 200g de
casca de arroz em um reator de aco inox a 700°C, durante 15 minutos. O bio-6leo bruto coletado foi
separado em fase organica (FO) e aquosa (FA) por extracdo liquido-liquido com diclorometano
(DCM), tanto o 6leo bruto quanto as fracoes foram avaliadas, gravimetricamente. Apenas a fase
organica foi analisada neste estudo. As condicGes otimizadas permitiram o aumento da resolugao
dos compostos, obtendo-se cromatogramas de melhor qualidade. Os alquil feno6is foram os
compostos que mais apareceram no processo de derivatizacdo tanto em nimero como em area. Os
compostos acidos também seguiram o mesmo padrdo. Os trimetilsilil derivados apresentaram um
fator de resposta maior e a reducao da polaridade levou a uma maior interagdo destes compostos
com a fase estaciondria reduzindo as bases dos picos aumentando o tempo de retencao melhorando

a resolucao.

Palavras-chave: Biomassa, bio-6leo, pirélise, GC/MS, derivatizagao.

1. INTRODUCAO

Devido ao aumento gradativo da
industrializacdo e da populagdao mundial, a
demanda por energia esta aumentando, e a
utilizacdo de novos recursos é necessaria para
complementar a matriz energética energia

convencional baseada no uso combustiveis

fésseis [GOYAL et.al, 2008; DEMIRAL &
SENSOZ, 2008].

A Biomassa tem sido reconhecida como
uma matéria-prima renovavel, sustentavel e de
baixo custo, recebendo uma atencdo
consideravel por ser ambientalmente amigavel

[HUBER et al 2006]. A conversao da biomassa

através de processamento térmico pode gerar
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uma grande quantidade de produtos, incluindo
0 bio-6leo - um liquido altamente oxigenado,
facilmente transportavel e armazenavel, que
podem assim ser convertido em varias classes
quimicas, tais como fendis, cetonas, aldeidos,
alcoois, além de energia e combustivel.
[BRIDGWATER, 2012, PITTMAN &
STEELE, 2006 ].

No que se refere a identificacdo e
quantificacdo de compostos organicos, as
técnicas cromatograficas gasosas acopladas a
espectrometria de massas (GC/MS) sdo
ferramentas de preferéncia, mas, no caso
particular de analise de alguns compostos que
possuem alta massa molar e contem grupos
funcionais fortemente polares, estas técnicas
revelam-se pouco uteis, pois pode ocorrer
decomposicdo ou até aprisionamento de
analitos na coluna cromatografica. A
derivatizacdio é uma reacdo quimica de
modificacdo de compostos a fim de gerar
novos produtos com melhores propriedades
cromatograficas. [KNAPP, 1979]

O objetivo deste estudo é otimizar as
condi¢ées da analise cromatografica para a
identificacdo de compostos polares oxigenados

em amostras de bio-0leo.
2. METODOLOGIA

2.1 Obtencao do bio-6leo

Cerca de 200g de casca de arroz, secas
a 60 °C, foram colocadas em um reator de
aco inox a 700 °C, por um tempo de residéncia
de 15 minutos, utilizando fluxo de nitrogénio a
35 mL.min" e taxa constante de aquecimento
de 30 °C.min™". O bio-6leo bruto coletado foi
separado em fase organica (FO) e aquosa (FA)
por extracao liquido-liquido com
diclorometano (DCM) tanto o o6leo bruto
quanto as fracées foram controladas,
gravimetricamente. Apenas a fase organica foi

analisada neste estudo.

2.2 Reagentes

Para otimizacdo do processo de
identificacdo dos compostos constituintes do
bio-6leo foram utilizados diclorometano
(DCM) grau espectroscopico e os padroes
fenol, benzofurano, cresoéis, 2 metoxi fenol, 2
etil fenol, 4 etil fenol, 3 etil fenol, 2 metoxi 4
vinil fenol, vanilina e o derivatizante N-
Methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoroacetamide
(MSTFA) adquiridos da Fluka - Sigma

Aldrich.

2.3 Preparacao da solucdo de bio-dleo
Inicialmente uma massa de 0,2 g de FO
foi dissolvida e avolumada a 1 ml em DCM.
Esta solucao foi utilizada para otimizagdo dos
métodos cromatograficos 1, 2 e 3 descritos na

Tabela 1.
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Tabela 1: Otimizacdo da programacao do forno nas diferentes condicdes utilizadas nas

analises cromatograficas

Temperatura  1° Rampa de Temperatura 2° Rampa de Temperatura
Métodos Inicial (°C)- aquecimento Intermediaria aquecimento Intermediaria
(T (min).) em °C.min"  (°C) - (T (min.)) em °C.min"  (°C) - (T (min.))
1 100-(5) 10 160-(0) 4 300-(15)
2 60-(5) 8 160-(0) 3 300-(25)
3 60-(10) 5 200-(5) 10 300-(25)
4* 60-(10) 5 200-(5) 10 300-(25)

*Método com amostra derivatizada. T- Tempo de permanéncia.

2.4 Derivatizacao

Uma massa de 0,2 g da FO foi diluida a
10 mL com DCM, desta solucdo uma aliquota
de 500 pl foi colocada em um frasco e
adicionados 10 pl do derivatizante MSTFA. O
frasco foi colocado em banho de areia a 80 °C
por 30 minutos, apés o resfriamento o volume

foi corrigido a 1 mL e cromatografado.

2.5 Analise cromatografica

A FO foi analisada por cromatografia
gasosa monodimensional com detector de
espectrometria de massas do tipo quadrupolo
(GC/gMS) em equipamento Shimadzu modelo
-2010 ultra. As condigbes para esta analise
foram: coluna restek-5MS - 95% de dimetil-
polisiloxano e 5% de grupos fenila (30 m x
0,25 mm x 0,25 pm); temperatura do injetor
foi 280°C e injecao de 1 pL com split de 1:20
interface a 200 °C. O detector foi operado no
impacto eletronico e a energia do feixe de

elétrons foi de 70 eV.

Os compostos foram tentativamente
identificados por associacao de seu tempo de
retencdo e seu espetro de massa com a
biblioteca do aparelho [BIBLIOTECA NIST],
com similaridades acima de 80%. Também foi
feita a identificacdo utilizando o indice de
retencdo de Van den Dool Kratz [Dool & Kratz
1962).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Otimizacao do programa de
temperatura

Com a programacao nas condicoes do
método 1, ndo foi possivel a identificacdo de
compostos mais leves como fenois e creséis. A
auséncia destes compostos caracteristicos
deste tipo de matriz indica que a temperatura
inicial estaria muito alta. Nestas condicoes
foram  identificados = como  compostos
majoritarios: 2-metoxi-fenol, metoxi-fenois
com radicais metila e vinila, e benzofuranos.

Os principais compostos encontrados estdao

apresentados na tabela 2:
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Tabela 2: Compostos identificados na fracdo organica no bio-6leo nas condi¢des do método 1
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TR IR calc  IRlit Nomes AR(%)
5.090 methoxy-phenol’ 11,5
7.360 1201 1192  Phenol, 2-methoxy-4-methyl- > 15,6
7.798 1223 1224  Benzofuran, 2,3-dihydro- 3 13,9
9.100 1288 - Benzofuran,dihydro-* 4,8
9.771 1324 1330  2-methoxy-4-vinylphenol’® 9,1
10416 1362 1365 Phenol, 2,6-dimethoxy- ° 4,8
11.053 1411 - Vanillin-’ 4,1
12.106 1460 1449  Phenol, 2-methoxy-4-(1-propenyl)-, (E)-* 3,6
13.590 1544 - Propan-2-one, 1-(4-isopropoxy-3-methoxyphenyl)- ° 4,0
17.652 1750 1752  2-Propenal, 3-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-'’ 5,0

TR — Tempo de Retencio; IR calc. e IR lit. — Indice de retencdo calculado e da literatura; AR — Area
Relativa. OBS: Os nomes dos compostos estdo em inglés conforme os mencionados na biblioteca

do equipamento.

A figura 1 apresenta o cromatograma sobrescrito na tabela representam 0s

obtido na condicao 1. Os ndmeros em compostos identificados no cromatograma.
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Figura 1: Cromatograma do bio-6leo com os principais compostos identificados no método 1

A auséncia de compostos mais leves

tradicionalmente presentes neste tipo de

amostra, indica que seus tempos de retencao se
encontravam abaixo de

5 minutos, tempo

necessario para ligar o detector (filamento

diminuiu-se a temperatura inicial para 60 °C
por 5 minutos (método 2). Essa condicao
permitiu a eluicdo dos compostos mais leves
como fenois e cresois situacdo ilustrada na

Figura 2.

GC/gMS) sem ocorrer sua saturagao. Assim,
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Figura 2: Cromatograma do bio-6leo e rampa de temperatura nas condi¢cdes do método 2

Nestas condicdes ainda se observa uma
alta concentra¢do de compostos nos primeiros
corrida

25 minutos da cromatografica.

Buscando distribuir os compostos melhorando

reduziu-se a

8°C.min™

sua resolucao rampa de

aquecimento de para 5°C.min™"

criando um patamar a 200°C por 5 minutos,
obtendo-se o cromatograma apresentado na
figura 3. Nestas condigoes foi possivel
identificar os compostos, bem como sua
distribuicdo semi-quantitativa apresentados na

tabela 3.
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Figura 3: Cromatograma do bio-6leo e rampa de temperatura nas condi¢coes do método 3

Tabela 3: Compostos identificados na fragdo organica no bio-6leo nas condi¢des do método 3

Pico Composto AR (%) +CV% Funcdo
1 1,2-Ethanediol, diacetate 2,5 6,2 Ester
2 2-Cyclopenten-1-one, 2-methyl- 1,2 5,8 Cetona
3 Ethanone, 1- (2-furanyl) - 0,7 14,3 Cetona
4 2(5H) -Furanone 1,8 4,3 Cetona
5 1,2-Cyclopentanedione 0,5 18,9 Cetona
6 2(3H) -Furanone, 5-methyl- 0,5 17,2 Cetona
7 1-Piperidinecarbonitrile 2,5 12,3 Nitrogenado
8 2-Butanone, 1- (acetyloxy) - 0,4 16,7 Cetona
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Phenol
Benzofuran

2-Cyclopenten-1-one, hydroxy-methyl- (Isémero 1)
2-Cyclopenten-1-one, hydroxy-methyl-(Isémero 2)

2-Cyclopenten-1-one, dimethyl-
Indene

Methyl-5H-furan-2-one (Isémero 1)
Cresol (Isémero 1)
Methyl-5H-furan-2-one (Isbmero 2)
Cresol (Isbmero 2)

Cresol (Isbmero 3)

Phenol, 2-methoxy-

Butyric acid, 4-pentadecyl ester
Benzofuran, methyl- (Isbmero 1)
Benzofuran, methyl- (Isbmero 2)
Phenol, dimethyl- (Isémero 1)

Maltol (Isémero 1)

Maltol (Isémero 2)
2-Cyclopenten-1-one, 3-ethyl-2-hydroxy-
Cycloprop[alindene, 1,1a,6,6a-tetrahydro-
Phenol, dimethyl- (Isbmero 2)
Phenol, ethyl- (Isbmero 1)

Phenol, ethyl- (Isbmero 2)
Methoxy-methylphenol

Phenol, dimethyl- (Isémero 3)
Methoxy-methylphenol

Catechol

Benzofuran, 2,3-dihydro-

Phenol, ethyl-methyl-

Resorcinol monoacetate

Benzene, ethyl-methoxy-

Phenol, ethyl-methyl- (Isbmero 1)
Phenol, ethyl-methyl- (Isbmero 2)
1,2-Benzenediol, methyl- (Isémero 1)
Phenol, ethyl-methoxy- (Isbmero 3)
1H-Inden-1-one, 2,3-dihydro-
Naphthalene, 2-methyl-
1,2-Benzenediol, methyl- (Isbmero 2)
1-Phthalanol, 1,3,3-trimethyl-
Ethanone, 1- (2-hydroxy-5-methylphenyl) -
Phenol, 4- (2-propenyl) - acetate
Phenol, dimethoxy-

5,2 41 Fenol

0,4 8,4 Eter

1,7 8,1 Cetona

0,8 9,2 Cetona

0,7 11,4 Cetona

0,5 16,2 Hidrocarboneto

0,4 15,2 Cetona

2,3 12,1 Fenol

0,5 13,5 Cetona

5,7 3,5 Fenol

1,1 4.8 Fenol

3,8 2,5 Fenol

0,6 6,2 Ester

0,4 16,2 Eter

05 14,2 Eter

0,4 11,7 Fenol

0,4 6,8 Pirano oxigenado

0,5 7,2 Pirano oxigenado

0,6 8,3 Cetona

0,4 8,1 Hidrocarboneto
2 1,6 Fenol

5,2 2,9 Fenol

0,6 5,9 Fenol

0,4 10,4 Fenol

0,4 12,6 Fenol

2,9 3,4 Fenol

4,2 2,7 Fenol

3,3 2,5 Eter

0,4 12,4 Fenol

0,5 5,3 Fenol / Ester
1 6,1 Eter

0,4 17,2 Fenol
1 8,2 Fenol

1,5 9,1 Fenol

2,2 5,2 Fenol

0,5 10,5 Cetona

0,6 11,7 Hidrocarboneto

2,1 5,9 Fenol

05 16,5 Alcool/Eter

2,4 2,3 Cetona

04 11,3 Fenol/Ester

1,2 2,3 Fenol
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Eugenol 1,2 2,3 Fenol
52 Phenol, methoxy-propyl- 0,6 7,9 Fenol
53 1,3-Benzenediol, ethyl- 1,8 5,2 Fenol
54  Vanillin 1,2 53 Fenol
55 Phenol, methoxy, (1-propenyl)-, (Z)- (Isémero 1) 0,7 15,2 Fenol
56 Phenol, methoxy, (1-propenyl)-, (Z)- (Isbmero 2) 0,4 18,6 Fenol
57 3-Allyl-6-methoxyphenol 2,2 4,2 Fenol
58 Phenol, 2-methoxy-4- (1-propenyl) -, (Z) - 0,8 5,6 Fenol
59 Propan-2-one, 1- (4-isopropoxy-3-methoxyphenyl) - 0,9 7,1 Cetona
60 3',5'-Dimethoxyacetophenone 0,4 8,1 Cetona
61 Phenol, dimethoxy, (2-propenyl) - 0,4 9,5 Fenol
62 2-Propenal, 3- (4-hydroxy-3-methoxyphenyl) - 0,8 7,3 Aldeido
63 1-(+)-Ascorbic acid 2,6-dihexadecanoate 2 1,6 Ester
64 Octadecanoic Acid 1,3 2,9 Acido
65 9-Octadecenoic acid, (E) - 1,4 2,1 Acido
66 Stigmast-5-en-3-ol, oleate 0,9 3,8 Ester

AR — Area Relativa; CV — Coeficiente de Variacdo. OBS: Os nomes dos compostos estdo em inglés
conforme mencionados na biblioteca do equipamento.

A analise nestas condi¢Oes permitiu
identificar 66 compostos na fracdao organica,
com predominio de fendis e cetonas.
Entretanto, muitos compostos, como etil fenois
e cresois, ndo foram bem resolvidos, como é
possivel observar no detalhe da figura 4(A). A
figura 4 apresenta a comparagao dos
cromatogramas obtidos nas mesmas condicoes
cromatograficas, com e sem derivatizacdo. Na
figura 4(B) (padrdes derivatizados), verifica-se
a melhora na qualidade dos picos, tornando-se
mais agudo com bases mais estreitas e
consequente implemento na resolucdo e
eficiencia. Pode-se verificar o deslocamento
dos tempos de retencao dos compostos,
melhora da resolucdo entre os picos do 4-etil
fenol e 3-etil fenol, bem como a reducdo das

caudas e ainda incremento no fator de

resposta, comprovado através da relacao entre
0 pico do benzofurano e o pico do fenol. No
cromatograma dos compostos ndo
derivatizados o pico do benzofurano é bem
maior, situacdo que se inverte no
cromatograma dos padroes derivatizados, ja
que o benzofurano ndo possui um hidrogénio
que permita a substituicdo pelo trimetilsilil na
reacao de derivatizagao.

3.1 Otimizacado da analise de polares

Com as

condicdes cromatograficas

otimizadas aplicou-se o procedimento de
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Figura 4 - A) Cromatograma da mistura padrao
sem derivatizagcdo nas condi¢des do método 3.
B) Cromatograma da mistura padrdo com
derivatizacdo nas condi¢oes do método 4

derivatizacdo da amostra conforme descrito
anteriormente. Ao estudar o cromatograma da
FO derivatizada constatou-se a duplicacdo dos
picos

cromatograficos, indicando

uma
derivatizacdo incompleta da amostra. A figura
5 ilustra a situacdo, onde se observa o pico do
fenol em 11.00 min e do seu derivado em

14.70 min.

Figura 5 - cromat;)grama da FO com
derivatizagdo incompleta

A figura 6 apresenta o cromatograma
para ion total apés a otimizacdao final do
método. Observa-se novamente a reducdo do
nimero de picos e melhora na resolucao,
destacada para os isomeros orto, meta e para

Cresois. Os resultados

semiquantitativos
estdo expressos na tabela 4. A diluicdo da
amostra ocorrida durante a derivatizacao fez

com que Compostos em menores

concentragOes, antes mencionados, ndo tenham

sido detectados na FO derivatizada.

Comparando os resultados apresentados na
tabela 4 observa-se uma reducao no total de

picos de 66 para 58.
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Figura 6: Comparacgdo dos cromatogramas da FO com derivatizagdo incompleta e completa

Tabela 4: Compostos identificados na fracdo organica derivatizada

Pico Composto AR (%) +CV% Funcao
1  2-Propanone, 1-(acetyloxy)- 1,1 4,5 Cetona
2 Butanoic acid, 2,1 7.8 Acido
3 3-Hydroxy-2-butanone 0,8 5,8 Cetona hidroxilada
4 Butenoic acid (Isbmero 1) 0,4 12,4 Acido
5  2-Cyclopenten-1-one, 2-methyl- 0,5 5,6 Cetona
6  Ethanone, 1-(2-furanyl)- 0,3 9,8 Cetona
7  Butenoic acid (Isémero 2) 1,3 7,8 Acido
8  2-Furancarboxaldehyde, 5-methyl- 1,5 8,9 Aldeido
9  2-methylbutanol 5,6 10,5 Alcool
10 Pentanoic acid 0,3 7,7 Acido
11  2-furanylmetanol 2,4 8,4 Eter/Alcool
12 Pentenoic acid, methyl- (Isémero 1) 0,4 9,1 Acido
13 Pentenoic acid, methyl- (Isémero 2) 0,4 11,2 Acido
14  2-Pentenoic acid 0,3 14,7 Acido
15 2-Cyclopenten-1-one, 2,3-dimethyl- 0,4 10,2 Cetona
16  4-Methylvaleric acid 0,4 5,7 Acido
17  Phenol* 10,4 8,7 Fenol
18  2-methylphenol* 3,2 9,7 Fenol
19  4-methylphenol* 3,7 6,4 Fenol
20  3-methylphenol* 51 9,9 Fenol
21  2,4-Hexadienoic acid, 4,5 10,1 Acido
22  Dimethylphenol (Isbmero 1) 0,8 8,8 Fenol
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24
25
26
27
28
29
30
31
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33
34
35
36
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38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57

58
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Trihidroxybenzene (Isémero 1)
2-Ethylphenol*,

2, 3-Dimethylphenol*
2-Methoxyphenol*
Dimethylphenol (Isémero 2)
4-Ethylphenol*
Dimethylphenol (Isémero 3)
Dimethylphenol (Isbmero 4)
Trihidroxybenzene (Isémero 2)
3-Ethylphenol*

Maltol

4-Isopropylphenol
1,2-Benzenediol

Benzoic acid, 2-methyl
Benzaldehyde

2-Oxooctanoic acid
Dimethylphenol (Isémero 5)
2-Isopropoxyphenol
Hidroxybenzaldehyde
Methylcatechol

Benzaldehyde, methoxy-hidroxy
Allyl-2 methoxyphenol*
Methylcatechol
3-(4-Hydroxyphenyl)-ethanol
2-Oxovaleric acid

2(3 hidroxiphenil) 1 propanol
Allyl-methoxyphenol
Vanillin*

Benzeneacetic acid, 4-hidroxy-
2-naphthol
4-Allyl-2-methoxyphenol

Benzoic acid, 3-methyl-2hidroxy-

Vanillactic acid
Benzaldehyde, methoxy-hidroxy
Octadecanoic acid

Trans-9-Octadecenoic

0,5 4.8 Fenol

0,5 6,9 Fenol

2,1 7,3 Fenol

4.0 9,5 Fenol

0,4 6,9 Fenol

6,2 8,7 Fenol

0,4 4.9 Fenol

0,4 11,5 Fenol

1,0 10,4 Fenol

3,4 8,1 Fenol

1,4 9,2 Pirano oxigenado
0,9 7,4 Fenol

8,4 5,5 Fenol

0,4 10,5 Acido

0,3 12,3 Aldeido

0,7 13,6 Acido

0,4 14,7 Fenol

0,6 19,4 Fenol/Eter

0,4 15,1 Aldeido/Fenol
4.1 9,6 Fenol

1,6 8,7 Aldeido/Fenol/Eter
1,7 7,5 Fenol

3,7 11,5 Fenol

0,4 7.8 Fenol/Alcool
0,4 9,4 Acido

2.8 8,8 Fenol/Alcool
0,5 10,5 Fenol

0,9 93 Aldeido/Fenol/Eter
0,5 9,2 Acido/Fenol
0,3 15,4 Fenol

1,2 6,8 Fenol

0,8 7.9 Acido/Fenol
0,4 8,9 Acido/Fenol/Alcool
0,4 10,0 Aldeido/Fenol/Eter
2,1 9,1 Acido

1,2 7,5 Acido

*Confirmado por comparacdo com tempos padrdes. AR — Area Relativa; CV — Coeficiente de

Variacdo. OBS: Os nomes dos compostos estdo em inglés conforme mencionados na biblioteca do

equipamento.

derivatizaveis foram os que desapareceram

Porem fica claro que os compostos nao

enquanto os compostos fenolicos, acidos e os
aldeidos sofreram um aumento tanto na area

relativa quanto no numero de compostos
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visualizar na tabela 5. Os alquil fendis foram
0S Compostos que mais apareceram No
processo de derivatizacdo tanto em numero
como em darea. Os compostos acidos também
seguiram o mesmo padrdao. Os trimetilsilil
derivados apresentaram um fator de resposta
maior e a reducdo da polaridade levou a uma
maior interacdo destes compostos com a fase
estacionaria reduzindo as bases dos picos e
melhorando a resolucdo em relacao aos outros

métodos

Tabela 5 - Comparacao entre as classes dos
compostos encontrados no bio-6leo sem (SD)
e com derivatizacao (D).

Funcio % AR % NC
SD D SD D
Esteres 59 nd 6,1 nd
Eteres 52 nd 6,1 nd
Hidrocarbonetos 1,5 nd 45 nd
Fendis totais 52,4 70,0 48,5 60,3
Fenois 169 2,7 182 121
metoxilados
Fendis e fendls 30 4 560 167 34,5
alquilados
Fenois 26 80 61 138
oxigenados
Cetonas 14,6 3,0 25,8 8,6
Aldeidos 0,8 32 1,5 3,4
Acidos 2,7 144 3,0 24,1
Nitrogenados 25 nd 1,5 nd
Outros 1,4 9,2 3,0 572

AR - Area relativa, NC — Numero de
compostos; nd — ndo detectado.

4. CONCLUSOES
As condicoes utilizadas de injecdo,

fluxo, programa de temperatura do método 3

gas-liquid

permitindo uma separacdo mais eficiente
obtendo cromatograma de melhor qualidade. A
condicOes cromatograficas otimizadas (método
4) associada a derivatizacdo da FO, com a
rediluicdo 1:4(V/V), apresentou-se como uma
metodologia satisfatéria para analise de
COmpostos

polares,  principalmente  os

fendlicos e acidos.
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