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Tendo em vista 0 aumento da importancia do biodiesel na matriz energética
brasileira, a partir de sua inclusdo no 6leo diesel comercializado no pais, torna-se
necessario o monitoramento da qualidade deste biocombustivel produzido, distribuido
e comercializado nos postos de abastecimento a fim de manter a qualidade
apresentada em norma. Dessa forma, € notoria a importancia de analises voltadas
para o controle de qualidade do biodiesel. Para tais, utilizam-se padrbes das
substancias que compdem esse biocombustivel. Todavia, estes padrdes possuem
elevado custo de aquisicéo devido a sua alta pureza o0 que consequentemente suscita
maior gasto nas analises. Assim, este trabalho propde empregar a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) em escala semipreparativa, com modo de eluicédo
isocratico, fluxo de 1 mL/min, detector indice de refracéo, coluna octadecilsilano - C18
(250mm x 4,6 mm, 5 um), volume de injecao de 10 pL e fases moveis ricas em metanol
ou acetonitrila, para a separacéo e o isolamento, com alta produtividade, dos ésteres
metilicos de acidos graxos (ESMAG) como padrdes advindos da reacdo de
transesterificacdo dos 0leos de soja, canola, milho e sebo animal. Ademais, empregar-
se-a a transposicao de escala a fim de que se observe a produtividade em maiores
vaz0es. Foram escolhidas 4 oleaginosas para as analises (soja, canola, milho e sebo
animal) visto que as suas respectivas composi¢cdes em ESMAG sao diferenciadas.
Além disso, 14 fases moveis foram testadas a partir de estudos de solubilidade. O
método proposto mostrou bom desempenho analitico, possibilitando a separacao e o
isolamento dos ESMAG em todas as fases méveis testadas, de acordo com o tempo
de retencdo de cada produto de interesse e as resolucbes dos picos nos
cromatogramas obtidos. A partir dos resultados foi possivel concluir que o método
proposto possui um grande potencial para a obtencdo de padrbées de ESMAG,
provenientes do biodiesel, apresentando baixo custo.
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1. Introducéao

O biodiesel € um biocombustivel obtido pela transformacéo de éleos vegetais,
e sebos ou gorduras animais (EMBRAPA, 2008), principalmente, por meio da reagéo
de transesterificacdo sendo um substituto do diesel de petrdleo. Em 2005, foi inserido
na matriz energética brasileira, por meio da Lei n° 11.097. Junto a implementacao
desse biocombustivel, foi estabelecido o aumento da sua concentracdo minima no
Oleo diesel comercializado. A Lein° 13.263/2016 determinou o aumento do percentual
volumétrico obrigatoério de biodiesel no 6leo diesel para 8% volumétrica em 2017, 9%
volumétrica em 2018 e 10% volumétrica em 2019. Contudo, a Resolucdo n° 23 do
Conselho Nacional de Pesquisa Energética (CNPE), publicada em 9 de novembro de
2017, antecipou esse processo. Esta resolucdo determinou que, em 2018, a especifi-
cacao seria 10% volumétrica de biodiesel no 6leo diesel e a resolucéo n° 621/2019 da
ANP determinou que o percentual seria de 11% volumétrica. Porém, devido a situagéo
de pandemia de COVID-19, o teor estabelecido em 2018 se estende até 2022. Em-
bora, de acordo com o calendario original, em 2022, o teor de biodiesel em dGleo diesel

combustivel deveria ser de 13% volumétrica.

Com a finalidade de estabelecer um padrao de qualidade, a Agéncia Nacional
de Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP) determina, por meio da Resolucéo
ANP n° 45/2014, as especificacdes do biodiesel a ser comercializado e por meio da
Resolucdo ANP n° 30/2016 as especificacdes do 6leo diesel a ser comercializado
(ANP, 2017).

Diante do constante aumento do teor de biodiesel no oOleo diesel e, também,
sua perspectiva de crescimento de demanda, torna-se necessario o monitoramento
da qualidade deste biocombustivel produzido, distribuido e comercializado nos postos

de abastecimento a fim de manter o padrao determinado.

Na Figura 1 é apresentada a reacdo de transesterificacdo, por meio da qual o
biodiesel €, majoritariamente, produzido no Brasil (SUAREZ, 2016; MEHER; SAGAR,;
NAIK, 2006).
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Figura 1. Reacdes consecutivas reversiveis para transesterificacdo dos triacilglicerois
(TAG). Os grupos R1, R2 e Rz representam as cadeias hidrocarbdnicas do acido graxo
saturado ou insaturado, podendo ser iguais ou diferentes (SANTOS, 2015; ARAUJO,
2017).

A partir da Figura 1, observa-se que a transesterificacdo ocorre por meio de
reacdes sucessivas, tendo como intermediarios monoacilglicerois (MAG) e diacilglice-
réis (DAG), além da glicerina como coproduto, com a possibilidade, também, da pre-
senca de TAG nao reagido. Dessa forma, € notéria a importancia de analises voltadas
para o controle de qualidade do biodiesel. Para tais, utilizam-se padrées das substan-
cias que compdem esse biocombustivel. Todavia, esses produtos possuem elevado
custo de aquisicao devido a sua alta pureza, o que consequentemente suscita maior
gasto nas analises. Como por exemplo, 5 g de linolenato de metila da empresa Sigma
Aldrich, com alta pureza, custa R$ 6.396,00. Neste contexto, a obtengédo de padrbes
de ESMAG a partir do biodiesel visa a diminuicdo de custos na aquisicao desses pa-

drdes que, geralmente, tém alto valor devido a sua elevada pureza. Sendo assim, a



fim de que seja possivel o controle de qualidade do biodiesel e seus componentes, €
de extrema relevancia que as substancias que compdem esse biocombustivel sejam
comparadas com padrdes confidveis e de pureza elevada. Neste contexto, o presente
trabalho propde empregar a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em escala
semipreparativa, para a separagao e o isolamento, com alta produtividade, dos éste-
res metilicos de &cidos graxos como padrées advindos da reacao de transesterifica-
cdo dos 6leos de soja, canola, milho e sebo animal, apds separagao por extracdo em
fase solida (EFS). Ademais, empregar-se-a a transposi¢ao de escala a fim de que se

observe a produtividade em maiores volumes de injegéo e vazdes.



2. Objetivos
2.1 Objetivo Geral

Investigar condi¢cdes de separacao e isolamento de ésteres metilicos de &cidos
graxos presentes no biodiesel, por cromatografia liquida de alta eficiéncia, em escala
semipreparativa, obtidos a partir da reacéo de transesterificacdo dos 6leos de soja,
milho, canola e sebo animal, apds a etapa de separacao por extracdo em fase sélida
(EFS).

2.2 Objetivos Especificos

Dentre os objetivos especificos do presente projeto, podemos destacar:

1. Obter os produtos de transesterificacdo de diferentes 6leos vegetais (soja, ca-
nola e milho) e do sebo animal, para geracdo de matrizes com diferentes constituicdes

em ésteres metilicos de acidos graxos;

2. Estudar diferentes composicoes de fase mével a fim de obter a melhor condi¢édo
para a separacdo dos ésteres metilicos de acidos graxos, por cromatografia liquida

de alta eficiéncia;

3. Estudar a produtividade de diferentes composi¢cdes de fase mével, utilizando
modelos matematicos, para a simulacao do scale-up para a producao dos padrdes de

ésteres metilicos de acidos graxos;

4, Selecionar a composicdo de fase mével que apresente maior produtividade
para a obtencdo dos ésteres metilicos de acidos graxos: palmitato de metila, C16:0
(MeP); estearato de metila, C18:0 (MeE); oleato de metila, C18:1 (MeO); linoleato de
metila, C18:2 (MelL) e linolenato de metila, C18:3 (MeLn).



3. Revisdao bibliografica
3.1 As oleaginosas

Tantos os 06leos vegetais quanto o sebo bovino e gorduras animais sao
compostos organicos contituidos, majoritariamente, por triacilgliceréis (TAG) de
cadeia hidrocarbdnica longa. Os TAG presentes nos 6leos de origem vegetal sdo
predominantemente formados por &cidos graxos insaturados enquanto o sebo bovino
e gordura de origem animal apresentam TAG formados por &cidos graxos
predominantemente saturados. A Tabela 1 mostra a composi¢ado quimica, em acidos
graxos (% massica), de alguns 6leos vegetais e do sebo animal. E possivel observar
gue alguns Oleos vegetais sdo compostos por TAG majoritariamente formados por
acidos graxos saturados e os demais sdo compostos por TAG majoritariamente

formados por acidos graxos insaturados.



Tabela 1. Composicao quimica, em acidos graxos (% massica), de alguns 6leos vegetais (Adaptado de ANDRADE, 2011).
V(e)g!]ee(t)al C<14 C14:.0 C 16:0 C18:0 C20:0 C22.0 C240 | C161 Cc 181 C182 C183 C20:1 C22:1 C241
Canola <0,1 <0,2 1,5-6,5 0,5-3,1 <30 <20 <20 <3,0 8,0-70,0  9,0-30,0 5,0-13,0 0,1-150 <2,0 <3,0

Milho  <0,3 <2,0 6,0-14,0 0,5-5,0 <10 <05 <05 <0,5 24,0-49,0 6,0-620 <2,0 <0,5 - -
Soja  <0,1 <0,5 6,0-14,0 1,4-5,5 <1,0 <07 <04 <0,5 18,0-30,0  44,0-64,0 4,0-11,0 <1,0 - -
Sebo
. <4 1,0-6,0 200-370 250-400 <10 <01 - 1,0-9,0 31,0-50,0 1,0-5,0 - <0,1 - -
anima ’ ’

C14:0 — acido miristico; C16:0 — &cido palmitico; C18:0 — acido estearico; C20:0 — acido eicosandico; C22:0 — acido beenico; C24:0 - &cido lignocérico; C16:1 — acido palmito-
leico; C18:1 — &cido oleico; C18:2 — 4cido linoleico; C18:3 — &cido linolénico; C20:1 — acido gonddico; C22:1 — 4cido erlcico; C24:1 - acido nervonico



Os triacilglicerdis séo lipideos e podem se apresentar em mais de um estado
fisico, dependendo de sua composicdo e da temperatura & qual estdo sujeitos. A
temperatura ambiente, por exemplo, o sebo bovino é sélido e o éleo de soja € liquido.

Os lipidios definem um conjunto de substancias quimicas que, ao contrario das
outras classes de compostos organicos, ndo sdo caracterizadas por algum grupo
funcional comum, mas sim pela sua alta solubilidade em solventes orgéanicos e
insolubilidade em agua (SOUZA et al., 2007). Além disso, os lipidios sdo compostos
ou derivados de &cidos graxos que tém o potencial de, em uma rea¢do com uma base,

formar biodiesel ou sabao.

Ha grande diversidade de tipos de 6leos vegetais que se diferem em relacao
as composicdes de acidos graxos. A Tabela 2 mostra o nome do acido graxo, 0 nome
sistematico, e a relacdo entre o numero de carbonos (NC) e o numero de ligacoes
duplas (NLD) e a formula molecular de alguns acidos graxos que estéo presentes nos

Oleos vegetais.



Tabela 2. Formula molecular de alguns acidos graxos componentes do biodiesel

(LEITE et al., 2013).

Acido Graxo Nome sistematico NC:NLD Formula
_ molecular
Laurico Acido Dodecanoico 12:0 C12H240>
Miristico Acido Tetradecanoico 14:0 C14H2502
Palmitico Acido Hexadecanoico 16:0 Ci6H3202
Esteérico Acido Octadecandico 18:0 C18H3602
Aracnidico Acido Eicosandico 20:0 C20H1002
Beénico Acido Docosanoico 22:0 C22H4402
Lignocérico Acido Tetracosanoico 24:0 C24H1502
Palmitoleico Acido cis-9-Hexadecenoico 16:1 C16H3002
Oleico Acido cis-9-Octadecenoico 18:1 Ci8H3402
Linoleico Acido cis-9, cis-12-Octadecadiendico 18:2 CisH3202
Linolénico Acido cis-9, cis-12, cis-15- 18:3 C18H300:2
Octadecatriendico
Gondoico Acido cis-11-Eicosenoico 20:1 C20H330:2
Erucico Acido cis-13-Docosendico 22:1 C22H4202
Nervonico Acido cis-15-Tetracosenoico 24:1 C24H4602

NC: Numero de Carbonos

NLD: Numero de ligacdes duplas

No século XIX, iniciou-se a utilizacdo de 6leos vegetais como combustiveis
guando Rudolf Diesel inventou os motores a 6leo diesel. Na época, os 6leos vegetais
foram substituidos pelo petrdleo e/ou carvao pulverizado, a fim de ter-se motores mais
compactos e melhor combustdo. Por esse motivo, toda a evolucdo dos motores
utilizou, como base, derivados do petréleo como combustivel, e portanto, os motores
a diesel utilizados hoje em dia ndo suportam a utilizacdo de 6leo vegetal puro como
combustivel (MOTA et al., 2009).



Voltou-se a considerar a possibilidade de utilizar os 6leos vegetais como
combustiveis com o aumento do pre¢co dos derivados do petroleo, juntamente ao
aumento de uma consciéncia sustentavel. Alguns testes bem sucedidos foram
utilizando 6leo vegetal como combustivel com algumas modificagcbes no motor a
diesel, porém, ndo houve um estudo a longo prazo, a época, para estudar a
continuidade do funcionamento dessas operagdes. Os testes indicavam que 0 motor
era capaz de continuar funcionando adicionando 10%, em volume de 6leo vegetal ao

Oleo diesel (NARAYAN, 2002; PRAMANIK, 2003).

Sabe-se atualmente que o uso do 6leo vegetal puro ou sua mistura com o 6leo
diesel é prejudicial para o motor a diesel. Essa incompatibilidade ocorre devido a alta
viscosidade do 6leo, que pode obstruir 0s bicos injetores no motor, a sua composicao
acida, o teor alto de acidos graxos livres, a possivel polimerizacao durante o processo
de combustao ou durante o armazenamento, depdsitos de carbono, espessamento do
oleo lubrificante devido a contaminacdo com 06leo vegetal, tornando o sistema de
lubrificacao ineficiente, dentre outros problemas (YUSUF et al., 2011; CORGOZINHO
et al., 2008; SILVA et al., 2016).

Para minimizar os efeitos da alta viscosidade do 0leo vegetal, empregou-se a
transesterificacdo desse 0leo. A reacao de transesterificacdo do 6leo vegetal forma
uma mistura de alquil ésteres de acidos carboxilicos de cadeia longa, chamado de
biodiesel. Hoje, o biodiesel esta inserido na matriz energética brasileira ndo como
substituito completo do 6leo diesel, mas como um adiivo ao 6leo diesel, que ndo afeta
de forma negativa o desempenho do motor a diesel, como uma mistura com o 6leo

vegetal puro poderia, eventualmente, fazer (BROUCK, 2012).

3.2 A producéo de ésteres metilicos de acidos graxos (EsMAG) pela reacao de

transesterificacao

Areacao de transesterificacao utilizada para a obtencéo do biodiesel ocorre por
meio da transformacéo de triacilgliceréis, na presenca de um catalisador acido ou
basico e de um alcool de cadeia curta, em ésteres de acidos graxos, tendo como
coproduto o glicerol ou glicerina (DEMIRBAS, 2007). A utilizacdo de catalisadores
basicos é mais comum, sendo o0 KOH e o NaOH o0s mais usuais, visto que 0s
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catalisadores acidos compartilham de uma cinética lenta e problemas de corrosao. Ja
no caso de um catalisador basico a limitacdo é a possibilidade de saponificacdo
(SUAREZ et al., 2015). A reacao de transesterificacdo para producdo de biodiesel é

mostrada na Figura 2.
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Figura 2. Reacao de transesterificacdo (ARAUJO, 2017). Os grupos Ri, R2e Rs re-
presentam as cadeias hidrocarboénicas alifaticas saturadas ou insaturadas; podendo

ser iguais ou diferentes, e 0 grupo R4 representa a cadeia do alcool utilizado.

A reacdo de transesterificacdo ilustrada na Figura 2, ocorre em trés etapas

como representado na Figura 1.

Na primeira etapa, o triacilglicerol (TAG) reage com a primeira molécula de al-
cool (na presenca do catalisador) dando origem a uma molécula de éster de acido
graxo (biodiesel) e uma de diacilglicerol (DAG). Na segunda etapa, o diacilglicerol
igualmente reage com a segunda molécula de alcool (na presenca do catalisador)
dando origem a uma segunda molécula de éster de acido graxo (biodiesel) e uma
molécula de monoacilglicerol (MAG). Na ultima etapa, o monoacilglicerol também re-
age com outra molécula de alcool dando origem a uma terceira molécula de éster de
acido graxo (biodiesel) e uma molécula de glicerol, que é o coproduto da reacédo
(CHANDRASEKARAN et al., 2016).

A transesterificacdo é uma reacao reversivel. No caso da reacao ilustrada na
Figura 2 isso € desprezivel ja que o coproduto (glicerina) ndo € soltvel no produto de

interesse (biodiesel). Para evitar esse processo e o deslocamento do equilibrio da
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reacao no sentido a favorecer a formacao do biodiesel, utiliza-se excesso de élcool na
reacao de transesterificacdo para producéo de ésteres de acidos graxos (SCHWAB;
BAGBY; FREEDMAN, 1987).

3.3 O emprego da extracdo em fase sélida (EFS) para a separacdo dos EsMAG

A EFS é uma técnica de separacdo liquido-sélido baseada nos mecanismos de
separacdo da cromatografia liquida de baixa pressao, todavia emprega-se uma pe-
guena coluna aberta, denominada cartucho, que contém a fase estacionéaria
(LANCAS, 2004).

Trabalhos descritos na literatura mostram que a EFS pode ser usada como uma
técnica pré-cromatografica e pré-espectroscopica no tratamento de amostras para
posterior analise em espectroscopia na regidao do UV, em CG e em CLAE (RUIZ-
GUTIERRREZ, PEREZ-CAMINO, 2000).

A aplicacdo da EFS para a separacéo e o isolamento de compostos lipidicos
neutros e polares vem sendo descrita na literatura usando cartuchos de fase silica
(NASH, FRANKEL, 1986; NEFF, ZEITOUN, WEISLEDER, 1992) e de fase aminopro-
pilsilano (KALUZNY et al., 1985; HOPIA et al., 1992; EBELER, SHIBAMOTO, 1994;
EBELER, EBELER, 1996; BODENNEC et al., 2000).

Em 2011, Andrade et al. desenvolveram um método para a separagao entre
ESMAG e glicerina combinada (MAG, DAG e TAG) presentes no biodiesel (B100),
produzido a partir de 6leos de diferentes oleaginosas, por EFS, utilizando cartuchos
de aminopropilsilano. Neste trabalho, as frac6es obtidas por EFS, foram caracteriza-
das por cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa ndo aquosa (CLAE-
FRNA) com detector UV a 205 nm. Os ESMAG foram eluidos utilizando n-hexano
como solvente e a glicerina combinada foi eluida utilizando uma mistura de clorofér-
mio:metanol (2:1, v/v). A EFS obteve alta recuperacao e permitiu a separagao do bio-
diesel de seus principais contaminantes. Para essa separacdo dos ESMAG, o n-he-
xano foi empregado em um fluxo constante, visto que esses ésteres possuem mais
interacdo com a fase movel do que a sélida. Dessa forma, os TAG, DAG, MAG e o

glicerol residual, continuam ligados a fase sélida enquanto o analito de interesse é
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isolado da amostra (ANDRADE, 2011). A recuperagéo dos TAG, DAG, MAG e glicerol
residual resulta da aplicacao de cloroférmio:metanol (2:1) como fase mével, ou seja,
a composicao restante do biodiesel que permanecia em interacdo com a fase solida
passa a ter maior interacdo com a fase mével, dessorvendo-se do material compo-

nente do cartucho da extragao.

Em 2019, Muniz et al. desenvolveram um método para a separacao entre 0s
ESMAG e os acilglicerois (MAG, DAG e TAG) presentes no biodiesel. A separacao foi
realizada empregando a etapa de extracdo em fase sélida e a quantificacédo dos gli-
cerois empregando a espectrofotometria, mediante uso de um kit enzimético comer-
cial. Empregou-se um cartucho constituido de fase estacionaria de aminopropilsilano.
Os EsMAG foram eluidos utilizando n-hexano como solvente e a glicerina combinada

foi eluida utilizando uma mistura de cloroformio:metanol (2:1) (v/v).

Outrossim, além de isolar os ESMAG das outras fragcdes do biodiesel, é possivel
separar o glicerol livre tanto dos ésteres quanto da mistura de MAG, DAG e TAG. Esse
meétodo utilizou igualmente um cartucho de aminopropilsilano como fase estacionéaria,
entretanto utilizou-se 2 mL de H.SO4 5 mM para eluigéo do glicerol livre e uma mistura
de 6 mL de éter de petrdleo, 17 mL de 25% éter etilico em éter de petréleo e 20 mL
de éter etilico para eluicdo dos ESMAG, MAG, DAG e TAG (COZENDEY et al., 2021).

3.4 A andlise e separacao de EsMAG por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE)

As analises por CLAE sao realizadas, geralmente, em colunas que possuem a
fase estacionaria compactada em coluna de aco inoxidavel, com diametro interno va-
riando entre 0,45 e 2,2 cm e com comprimento variando entre 10 e 30 cm, dependendo
do objetivo da separacéo. Os detectores mais comuns sdo o detector de absorcéo no
ultravioleta (UV), de fluorescéncia, de indice de refracdo e eletroquimicos
(HOLCAPEK et al.,1999; ARAUJO, 2017). A CLAE requer apenas que a amostra a
ser analisada seja soltuvel em sua fase mével para que a analise seja possivel, o que
a torna uma técnica ideal para a separacao de espécies idnicas, produtos biolégicos

e todo tipo de espécies termicamente sensiveis ou instaveis (CARDOSO, 2012).
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A partir da revisdo bibliografica realizada ao longo do projeto, foi possivel
identificar, de acordo com Scholfield, em 1975, uma boa separacao entre os ESMAG
de interesse do trabalho utilizando-se uma mistura de acetonitrila:H>O (85:15, v/v)
como fase moével na CLAE e modo de eluicdo isocratico, conforme pode ser observado

na Figura 3.

18:3

30 Time, min. 40 50 540
150 200 250 300
Retention Yolume. ml.

Figura 3. Cromatograma da injecao de 100 puL de uma mistura dos acidos linolénico
(18:3) e linoleico (18:2); vazdo: 5 mL/min; fase mdével: acetonitrila:H>O (85:15, v/v),
detector: indice de refracdo (adaptado de SCHOLFIELD, 1975).

Além disso, Bravi, Perretti e Montanari, em 2006, utilizou uma mistura de
metanol:H-O (97:3, v/v), como fase movel na CLAE, a qual apresentou igualmente
boa separacdo entre os diferentes ESMAG estudados, incluindo os de interesse do
presente trabalho (estearato, oleato, linoleato e linolenato de metila), embora nota-se
um erro em relacdo ao estearato de metila, o qual aparece duas vezes no mesmo
cromatograma, porém sabe-se que € o ultimo dos ESMAG de interesse a ser eluido

da coluna, conforme mostra a Figura 4.
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Figura 4. Cromatograma, obtido por CLAE, utlizando 2 colunas C-18 em série; fase
movel: metanol:H>O (97:3, v/v); detector: detector evaporativo de espalhamento de
luz — ELSD, de diferentes ésteres metilicos de acidos graxos (C12:0 — acido laurico;
C14:0 — &cido miristico; C16:0 — acido palmitico; C18:0 — acido estearico; C20:4(n-6)
— acido araquidonico; C20:5(n-3) — acido 5,8,11,14,17-eicosapentenoico; C16:1 —
acido palmitoleico; C18:1 — &cido oleico; C18:2 — acido linoleico; C18:2 — &acido
linolénico; C20:1 — acido gadolinico; C22:6(n-3) — acido 4,7,10,13,16,19-docosa-
hexenoico) (adaptado de BRAVI; PERRETTI; MONTANARI, 2006).

Shang et al.,, em 2012, demonstrou que a acetonitrila possui um grande
potencial para a separacao de diferentes ESMAG (C18:0 — Estearato de metila; C18:1

— oleato de metila; C18:2 — linoleato de metila; C18:3 — linolenato de metila) em uma

corrida cromatogréfica, conforme pode ser observado pela Figura 5.
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Figura 5. Cromatograma, obtido por CLAE, do biodiesel de 6leo de soja empregando:
(a) detector de indice de refracdo e (b) detector de ultravioleta (MLn — linolenato de
metila; ML — linoleato de metila; MP — palmitato de metila; MO — oleato de metila; MS
— estearato de metila) (adaptado de SHANG et al., 2012).

Andrade et al., em 2011, desenvolveram um método alternativo para a analise
e caracterizacdo, por cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa nao
aquosa (CLAE-FRNA), dos constituintes do biodiesel (MAG, DAG, TAG e ESMAG).
Utilizou-se, nesse estudo, como fase estacionaria, a silica funcionalizada com grupa-
mento octadecilsilano (C18), a fase movel foi composta por um gradiente entre meta-
nol e uma mistura de iso-propanol/n-hexano (5:4, v/v) e o detector UV, a 205 nm
(ANDRADE, 2011; ANDRADE, MAZZEI, D’'AVILA, 2011).

A Figura 6 apresenta um cromatograma tipico, por CLAE-UV, de um produto
da reacdao de transesterificacdo do 6leo de canola com baixa conversdo (ANDRADE,
2011).

15



DAG

2-0L +1,3-0L

,2-00 +1,3-00
LLLn+0OLnLn

Altura (mAU)
o
[}
[}

1,2-LnLn +1,3-
2-LLn + 1,3 I
2-LL + 15’-‘Hln +1,3-LL +1,3-0Ln

00G

0 5 10 15 20 25
Tempo (Min)

Figura 6. Cromatograma, obtido por CLAE-UV, do produto de transesterificacdo do
Oleo de canola com baixa converséo (30%) (ANDRADE, 2011).

Na Figura 6 € possivel identificar a nitida separacéo entre os principais com-
ponentes do biodiesel (MAG, ESMAG, DAG e TAG), mostrando ser esse um método
promissor para o acompanhamento da reacao de transesterificacdo do 6leo vegetal
em biodiesel (ANDRADE, 2011).

Tendo em vista o promissor estudo de Andrade et al., entende-se que a sepa-
racao e o isolamento dos ESMAG mediante utilizagcdo da CLAE também seja possivel.
Neste contexto, acredita-se que os diferentes ESMAG presentes nas amostras de bi-

odiesel poderao ser separados individualmente.

E importante ressaltar que em escala industrial, entende-se que é necessaria a
transposicdo de escala do que foi estabelecido na CLAE em escala semipreparativa,
ou seja, aumento de vazéo e de volume injetado, da concentracdo do analito e da
coluna cromatografica, principalmente. Dessa forma, obtém-se maior volume de cada
ESMAG do biodiesel isoladamente, o que permite a utilizacdo desses compostos

separados e puros, como padroes.

Desenvolvida em 2014, a dissertacdo de mestrado de Blatt possibilitou empre-
gar a cromatografia liquida em coluna e a cromatografia em camada delgada (CCD)
para a separacao e o isolamento dos principais contaminantes presentes no biodiesel
(MAG, DAG e TAG) a fim de avaliar seu uso como padrdes. Com essa finalidade

utilizou-se uma coluna de vidro contendo 20 cm de altura por 1,5 cm de diametro de
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fase octadecilsilano enquanto a fase mével foi composta por metanol e 2-propanol:n-
hexano (5:4, viv).

Santos, em 2015, desenvolveu um método para a identificacdo e a quantifica-
cdo dos principais constituintes do biodiesel por CLAE-IR visto que o detector de in-
dice de refracdo possui uma capacidade de resposta proporcional a concentracao dos
compostos de interesse. Esta metodologia baseou-se na utilizacdo de CLAE-IR, com
coluna de fase estacionéaria de octadecilsilano e a mistura 85% volumétrica de metanol

e 15% volumétrica de i-propanol/n-hexano (6:3) foi a fase movel escolhida.

Em 2018, Carvalho, em sua dissertacdo de mestrado, desenvolveu uma meto-
dologia que possibilitou a obtencéo de fracdes ricas e/ou componentes individuais de
MAG e DAG a partir da reacéo de glicerdlise, a fim de obter padrdes em escala labo-
ratorial. Para isso foi utilizada uma coluna de vidro contendo 20 cm de altura por 1,5
cm de didmetro de fase octadecilsilano e a fase movel foi composta por metanol e i-

propanol:n-hexano (5:4, v/v).

Desenvolvida em 2018, a metodologia de Souza et al. possibilitou a
guantificacdo de ESMAG em amostras de biodiesel utilizando a CLAE com deteccao
por UV. Este método se baseou, nas condi¢des experimentais propostas por Andrade
et al., em 2011, possibilitando, no entanto, a identificacdo e a quantificacdo dos

ésteres majoritarios (oleato, linoleato e linolenato de metila) nas amostras estudadas.

Em 2019, Matos e colaboradores desenvolveram um método para a quantifi-
cacao do teor de biodiesel em misturas com o 6leo diesel capaz de identificar e quan-
tificar eventuais adulteracfes utilizando 6leos vegetais. Para esse fim, utilizou-se a
CLAE, com deteccéo por indice de refracdo, uma coluna de silica e fase moével cons-
tituida de uma mistura de 90% volumétrica n-hexano e 10% volumétrica de MTBE

(éter metil-terc-butilico).

Em 2021, Costa e colaboradores desenvolveram uma metodologia para a de-
terminacdo do teor de ESMAG, TAG, DAG e MAG presentes no biodiesel utilizando a
CPG (cromatografia de permeacéo em gel, no inglés Gel Permeation Chromatography
- GPC). Neste estudo empregou-se tolueno com 0,5% volumétrica de THF (tetraidro-
furano) como fase movel, 40°C de temperatura no forno do equipamento, vazao de

1,0 mL/min e tempo de corrida de 15 minutos. A metodologia desenvolvida foi validada
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mediante a determinagéo da linearidade, do limite de detecgéo, do limite de quantifi-
cacao, da precisao (desvio padrao relativo) e da exatidao (recuperacao). Vale ressal-
tar que a metodologia em questao foi empregada apenas em amostras padrdo, ne-
cessitando, portanto, ser testada em amostras comerciais de biodiesel.

3.5 A cromatografia liqguida de alta eficiéncia

A cromatografia consiste na separacdo de componentes de uma mistura
guando presente em uma fase movel fluida em uma fase estacionaria (coluna
cromatografica). A separacdo € direcionada pela diferenca de velocidade de cada
componente na fase fluida, decorrente de forcas fisicas e interagdes quimicas entre
0s componentes e as duas fases. A cromatografia apresenta algumas classificacoes,
baseando-se na fase estacionaria, tipo de fase movel e mecanismo efetivo de
separacao (COLLINS, 2007).

A CLAE, no inglés HPLC (High Performance Liquid Chromatography), € muito
usada a fim de isolar e separar componentes de misturas, quando se requer altas
produtividade, rendimento e pureza. A separacdo dos componentes na cromatografia
se baseia nas diferentes interacdes fisicas e quimicas desses com as fases moéveis e
estacionaria (COLLINS et al., 2007).

Embora os métodos de referéncia para andalise de biodiesel sejam por
cromatografia gasosa (CG), a CLAE apresenta vantagens em comparacdo aos
meétodos de CG; uma delas diz respeito ao menor tempo de preparo da amostra, visto
gue ndo ha necessidade de derivatizacdo da mesma. Outro ponto positivo € que na
CLAE a pouca volatilidade da amostra ndao € um limitante (AQUINO NETO, NUNES,
2003). Outra vantagem da CLAE sobre a CG é a baixa temperatura do processo
durante a andlise, o que reduz o risco de isomerizacdo das ligacbes duplas das
cadeias carbodnicas (CZAUDERNA; KOWALCZYK, 2001; LI et al., 2009).

Faz-se necesséaria a revisdo de determinados conceitos, que se seguem,
relacionados a separacdo cromatogréfica (SEIDEL-MORGENSTERN et al., 2012)

para a melhor compreenséo dos termos utilizados ao longo deste trabalho.
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3.5.1 A porosidade

A porosidade é a fracao de volumes vazios em um determinado sélido. Em
relacdo a uma fase estacionaria, que preenche uma coluna cromatogréafica, podem

ser mencionados trés tipos de porosidade: das particulas, do leito e total.

A porosidade das particulas (ep) € calculada como a fracédo entre o volume de

vazios no interior de uma particula e o volume da particula inteira.

A porosidade do leito (¢l) se refere ao volume existente entre as particulas em

relagéo ao volume de coluna.

A porosidade total (€), ou porosidade da coluna quando for o caso, é calculada

a partir das porosidades das particulas e do leito, conforme Equacéao 1.

e=¢el+(1-¢eDep (1)

3.5.2 O tempo de volume morto

O tempo de volume morto (t,) é definido como o tempo necessario para que
haja o deslocamento entre a entrada e a saida, em uma coluna, de uma substancia
nao retida. Dessa forma, ele é definido pela Equacao 2, em que L € o comprimento
da coluna e v é a velocidade superficial da fase movel, que é calculada pela razéo

entre a vazao volumétrica e a area da secéo transversal da coluna.

ty = — )

VXE

3.5.3 O tempo de retencéo

O tempo de retencdo (t;z) é definido como o tempo necessario para um
determinado componente se deslocar pelo sistema cromatografico entre o ponto de
injecéo e o ponto de detecgéo, considerando que seu movimento, impulsionado pela

fase movel, é retardado por sua interacdo seletiva entre as fases estacionaria e mével.

19



O tempo de retencéo é determinado pelo tempo em que a intensidade do sinal

seja maxima em condicdes lineares de cromatografia, tais como em escala analitica.

3.5.4 As programacdes de composicao da fase mével

Existem trés formas de programacao de composicao da fase movel: isocratica,

gradiente e por etapas.

A programagcao isocratica consiste em alimentar o sistema cromatogréafico com
uma composicao constante de fase mével (Unico ou mistura) ao longo de todo o
processo de separacao dos componentes da mistura injetada. Essa é a programacao
preferida em escala preparativa, visto que é possivel reciclar o solvente utilizado, o
gue é dificultado na programacao gradiente, além de, se depender de uma Unica
bomba, em certos casos, diminuindo investimento inicial e de manutencédo. Ademais,
€ 0 mais indicado para separar substancias de estrutura similar (THERMO FISHER,
2018).

A programacéo por gradiente consiste na variagdo da composicéo do eluente
ao longo do processo cromatografico, 0 que permite um tempo total menos extenso,
implicando em fragcdes mais concentradas a saida da coluna, e uma separacéo
adequada de componentes da mistura com propriedades muito diferentes de
interacdo com a fase estacionaria em menos tempo e com menor uso de solvente
para eluicdo (RATHORE; VELAYUDHAN, 2003).

A programacdo por etapas inicia-se como a isocratica, mas variando a
composicdo da fase mével em pulsos imediatos, preferencialmente aplicada na
separacao de proteinas de diferentes pontos isoelétricos e pka. Tanto programacao
por etapas quanto em gradiente exigem equipamentos mais sofisticados de
bombeamento/programacéo para controlar a variacdo de composicado de fase movel

ao longo do tempo de eluicao.
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3.6 O equilibrio de distribuicdo em cromatografia liquida

As teorias de equilibrio assumem uma distribuicdo de uma substancia entre a
fase mével e a fase estacionaria. Essas teorias predizem de forma efetiva a retencao
ao maximo de concentracao das substancias a qualquer volume de inje¢cdo, mas nao
prediz a variagdo da concentracdo da substancia ao longo da coluna (SEIDEL-
MORGENSTERN et al., 2012).

As equacdes mais estudadas em cromatografia liquida em fase normal séo as
de Langmuir, quadrética, de Freundlich e de Levan-Vermeulen. Essas isotermas de
distribuicdo podem ser classificadas como convexas ou concavas (Figura 7) e se
aproximam ao comportamento linear a baixas concentracbes (SEIDEL-
MORGENSTERN et al., 2012).

Para a distribuicdo em fase reversa, que envolve preferencialmente fendbmenos
de particdo, estudos tém demonstrado que as isotermas séo lineares e que a
expressdo de Langmuir promove um bom ajuste aos dados observados com o

aumento da concentracdo como mostrado abaixo (POPPE, 1993).

Cs
Cs

(a) Cw (b) -

Figura 7. Isotermas de adsorcao da concentracdo de um componente entre as fases

movel e estacionaria: (a) convexa e (b) concava (reproduzido de COSTA, 2004).

O comportamento linear, em concentracdes muito baixas (diluicdo infinita), e
expresso pela Equacgéo 3, leva em consideracao que a razdo entre a concentracao
de soluto interagido com o volume de fase estacionéaria (Cs) e a concentracdo do

mesmo soluto na fase mével (C,,) € uma constante de equilibrio (SEIDEL-
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MORGENSTERN et al., 2012). Tal constante de proporcionalidade (K ou K.q) €

também chamada de coeficiente de particdo ou de distribuicdo na fase reversa
(ETTRE et al., 1993).

K. CM = CS (3)

No processo cromatografico, caso a retencdo seja regida por esse
comportamento linear, ele é classificado como cromatografia linear. Para esta
classificacdo, as alteragdes na concentracdo ndo afetam a altura de prato teérico e a
retencdo da substancia. A constante de distribuicdo linear (K,) esta relacionada a
razao de fase () e ao fator de retengéo das substancias (k), segundo as Equacdes
4,5e 6 (ETTRE, 1993):

Kc = ? (4)
k = (tR_ tM) (5)
ty
1--
el (6)

3.7 A transposicédo de escala no desenvolvimento de processo por CLAE

A separacao cromatografica em escala preparativa envolve custo elevado,
principalmente em relacdo a fase mével e a fase estacionaria (coluna). Dessa forma,
as condicbes oOtimas, no que se refere a seletividade e a produtividade, sdo
estabelecidas previamente, em escala analitica, por meio de um estudo de condi¢des
de resolucdo e quantidade de amostra, para que, depois, seja executada a
transposicdo de escala. Na escala analitica, estima-se, de maneira mais facil, os
parametros importantes e sao selecionadas as composi¢cdes das fases e a
temperatura, que, preferencialmente sdo invariaveis na transposicao de escala (GU,
1995; GUIOCHON, 2002).

O processo é otimizado com diferentes objetivos, dependendo da escala final
pretendida, bancada ou industrial. Em escala de bancada, producédo de pequenas
guantidades em poucos ciclos, essa otimizacdo tem como objetivo a pureza das
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substancias isoladas e a produtividade. J& na escala industrial, a otimizacédo
econdmica pode ser alcancada, mesmo com picos mal resolvidos (GU, 1995;
GUIOCHON, 2002).

3.7.1 A transposicao direta

A transposicgéao direta (ou “linear”, ou “matematica direta”) € comum a trabalhos
de separagcdo semipreparativa, e recomendada pelos fabricantes de colunas
cromatograficas para CLAE. Esse tipo de transposicdo tem como principal vantagem
o fato de ser simples, por se basear em apenas um fator de célculo a partir de um
cromatograma (MAZZEI; D’AVILA, 2003).

Na transposicao direta de escala, primeiramente sdo ajustadas a seletividade
e a resolucdo, em temperatura (T) fixa, nas condi¢des iniciais em escala analitica.
Apoés, um fator de transposicéo € calculado (Equacéo 7) a partir da relacéo entre os
comprimentos (L) e as areas seccionais (4.) da coluna preparativa (p) e analitica (a),
de modo a manter os tempos de retencéo apds a transposicdo. E importante ressaltar
gue, na Equacédo 7, ndo é considerado que os didmetros de particula de ambas

colunas possuam grandes diferencas entre si.

Fator de Transposicao Direta = % (7)

Nesta transposicdo, variaveis operacionais, como vazao de fase movel (F) e
volume de injecdo (V;,;), podem ser ajustadas nas condicGes preparativas a partir
desse fator. Além disso, também é possivel de se calcular o volume morto, o consumo
de fase mével e a produtividade; sendo este o planejamento mais simples e rapido de
transposicdo (GU, 1995; MAZZEI; D’AVILA, 2003). Esse tipo de transposicdo é
empregado pelos fabricantes de colunas cromatograficas para demonstrar a
repetibilidade da composicdo e do recheio da fase estacionaria entre as colunas
analiticas, semi-preparativas e preparativas. A retencdo, a intensidade relativa e a
largura dos sinais cromatograficos em larga escala tornam-se idénticos aos dos
ensaios em pequena escala (COSTA, 2004; MAZZEI; D’AVILA, 2003). Apesar desse
fato, essa similaridade do perfil cromatogréafico entre as duas escalas € obtida apenas

guando se executa a transposicdo das areas seccionais e se preserva a
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proporcionalidade do fator. Porém, quando deseja-se melhorar a separacao apés a
transposicao, alterando o volume de injecao (V;,;), concentracdo de injecao (Cy;), ou
comprimento de coluna (L) se recorre usualmente ao empirismo para otimizar a
separacao (COSTA, 2004).

3.7.2 A transposicdo por modelos de momentos estatisticos

O desenvolvimento de processos cromatograficos também pode ter como um
objetivo otimizar as condi¢cbes cromatograficas por meio de aplicacdo de modelos
matematicos sobre os fendbmenos que o0 encorporam, que podem ajudar nos
procedimentos de transposicdo de escala em CLAE e nas simulacbes de perfis
cromatograficos (GUIOCHON, 2002).

Os modelos cromatograficos sao diferenciados principalmente pelos
parametros e fendbmenos que sdo considerados e, também, pela dificuldade de sua
resolucdo matematica, que utiliza desde expressoes algébricas até métodos iterativos,
integracdo numérica ou sistemas de equacOes diferenciais (COSTA, 2004). Os
modelos de momentos estatisticos sdo baseados na hipotese de que cada elemento
(concentracdo de substancia) do perfil de entrada (injecdo) é disperso, numa
distribuicdo gaussiana, ao se propagar na coluna (VAN DEEMTER; ZUIDERWEG,;
KLINKENBERG, 1956). Pelo balanco global de massa de cada componente, o
momento de ordem zero da distribuicdo gaussiana é representado pela area total do
perfil de concentracdo de saida que corresponde a area de concentracdo de entrada
(relacionada a massa injetada). O momento de primeira ordem corresponde ao
tempo/volume de retencao (tz ou ;) do centro de massa do material injetado. Ja o
momento de segunda ordem (o?) - variancia do perfil no fim da coluna - corresponde
ao espalhamento do perfil de massa, durante a propagacao ao logo da coluna, que é
causado pelos efeitos dispersivos, como de difusdo, de distribuicdo nos espacos
vazios (de volumes aleatérios) e de transferéncia de massa inerente ao sistema
particulado (KALTENBRUNNER; JUNGBAUER; YAMAMOTO, 1997; STERNBERG,
1966; VAN DEEMTER; ZUIDERWEG; KLINKENBERG, 1956). Esses modelos de
momentos estatisticos representam perfis para quando a cromatografia é regida pela

isoterma de distribuicao linear (cromatografia linear), ou seja, para baixa concentragao
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total de amostra, sendo o perfil de concentracdo na saida da coluna (C,,) calculado

pela Equacéo 8, baseada na distribuicdo gaussiana (STERNBERG, 1966).

(t—tg)®

(Cons ¥ing) ks (—fg]”
-Emlft} = _!;III.,_ .J': f(tu} e 242 dtﬂ
F{2Zma?) 2 amin (8)

Sendo F a vazao de fase movel, V;,; o volume de injecéo, C;,; a concentracao
na injecdo e o2 a variancia do pico. Onde o perfil de inje¢do (entrada) ao longo do
tempo € descrito, matematicamente, pela funcao f(t,), e t, representa o tempo em
gue o centro de massa do pico sai da coluna, com contribuicdo do tempo de retencéo,
do tempo de injecao (t;,;) e do perfil de entrada. A integral resultante da Equacgao 8
tem sido resolvida pelo método de transformada de Laplace para diferentes perfis de

injecéo (Figura 8), como descrito a seguir:

Figura 8. Perfis de injecdo estudados para a funcéo f(t,) da expressdo genérica
(Equacéo 4) dos modelos de momentos estatisticos: a. pulso imediato (item 3.8.2.1)
e b. pulso retangular (item 3.8.2.2) (reproduzido de COSTA, 2004).

Embora haja potenciais vantagens da aplicacdo dos modelos nas separacoes
por CLAE de qualquer mistura multi-componente de baixo peso molecular, tais
metodologias ndo vém sendo utilizadas para o fim de isolamento de acilglicerdis,

dessa forma tem-se recorrido ao empirismo para otimizar a separacao.

3.7.2.1 A resolucédo de Van Deemter e colaboradores

A resolucao algébrica para pulso imediato (Figura 5) de perfil de injecédo (f(t,))
de tempo aproximado a zero de Van Deemter, Zuiderweg e Klinkenberg (1956) é
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considerado o modelo mais simples de momento estatistico, em que a sua funcéo
mateméatica da distribuicdo de probabilidade (Equac&o 9) representa os perfis

simétricos dos componentes da amostra na fase mével ao fim da coluna:

(t—tgit
.:Mm_&fﬁv_ e
F[Zrtr:zjl z (9)

A variancia do pico (0?) pode ser estimada a partir da largura a meia altura (wy,)
guando possivel de ser determinada, ou, com menos precisao a partir da largura da

base do pico (w,), por meio das Equacdes 10, 11 e 12.

0% = (8.In2)71. (w,)? = ()2 (10)
N =B (11)
h=— J (12)

Onde N € o nimero de pratos da coluna, d,, o diametro de particula da fase
estacionaria e h a altura reduzida do prato tedérico da fase para determinado

componente.

3.7.2.2 A resolucéo de Sternberg

Sternberg, em 1966, por transformada de Laplace, resolveu a equacao
genérica (Equacao 8) para outros perfis tedricos de injecdo, chegando a equacao
algébrica para pulso retangular (Figura 5) para qualquer tempo de injecdo. A equacao
gue representa o perfil dos picos (Equacédo 13), apresenta a funcéo erro (erf), que
representa uma integral com resolucdo numeérica por aproximacdes racionais ou

polinomiais, de acordo com as Equacdes 14 e 15:

Cul) =% Cing Ving v,,., ’ f[“ tg) [U ,_ER ;;nr]' ] 3)

erf(x)= 1 - (apu+a,u* +az v’ +a, ut +a.. u?‘}.e"‘z (14)

u=[1+(p.x)]™" (15)
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Sendo os valores dos coeficientes: p = 0,3275911; a, = 0,254829592; a, = -
0,284496736; a; = 1,421413741; a, = -1,453152027 e a; = 1,061405429
(ABRAMOWITZ; STEGUN, 1965).

Dessa forma, é possivel realizar a transposicdo de escala por modelos
mateméaticos no isolamento e aquisicdo de fracBes enriquecidas dos EsSMAG de
interesse por CLAE.

4. Material e Métodos

Com a finalidade de obter-se o objetivo do presente trabalho, foi necessario
preparar amostras de biodiesel de soja, canola, milho e sebo animal, isolar os ésteres
metilicos de acidos graxos dessas amostras e realizar estudos de solubilidade do
analito com possiveis fases moveis para assim analisa-las pelo método proposto
cromatografia liquida de alta eficiéncia em escala semipreparativa, utilizando o

detector de indice de refracao.

4.1 A reacao de transesterificacdo para producao de ESMAG

Os ESMAG utilizados nas analises do presente trabalho foram provenientes das
amostras de biodiesel produzidas. Essas amostras foram produzidas seguindo o
procedimento descrito por Miranda e Moura, em 2016. Isto &, utilizou-se KOH como
catalisador basico e o metanol como alcool na reacao de transesterificacdo. Assim,
dissolveu-se 1,0 g de hidréxido de potassio (Vetec, grau PA) em 35 mL de metanol
(Vetec, grau PA), em um bécher, com auxilio da agitacdo até a dissolu¢cdo completa
da base. Apds, adicionou-se 100 mL do 6leo vegetal comercial, comprado no mercado
(6leo de soja da marca Soya, 6leo de canola e de milho da marca Liza), em um balédo
de fundo redondo de 250 mL, com posterior adicdo de uma agitador magnético. No
caso da utilizacdo de sebo bovino, aqueceu-se o sebo adquirido de gordura bovina
até que este virasse um 6leo e este foi usado como reagente igualmente aos 6leos
vegetais comerciais. Posteriormente, o baldo foi aquecido em banho-maria até a
temperatura de 45°C, quando adicionou-se a solugdo de metdxido de potassio

previamente preparada. Em seguida, a mistura reacional foi mantida em 45°C, sob
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forte agitagao com refluxo durante uma hora. A mistura reacional foi transferida para
um funil de separagéo e deixada em repouso por 24 horas, quando observou-se a
formacado de duas fases: a superior, ou seja, menos densa, contendo biodiesel e a
mais densa, contendo glicerol, sabdes e excesso de base e alcool. Esta fase inferior
foi recolhida em uma proveta de 100 mL. Apads, foi necessario lavar o biodiesel com a
adicdo de uma sequéncia de substancias a fim de retirar qualquer resquicio de
catalisador basico presente. Em primeiro lugar, foi adicionado ao funil de decantacéo
contendo o biocombustivel 25 mL de solugdo aquosa de acido cloridrico (HCI) 10%
volumétrica e deixou-se 15 minutos em repouso. Como houve novamente a formacao
de duas fases, a fase aquosa mais densa foi removida e o procedimento de lavagem
com acido cloridrico foi repetido com 0 mesmo volume. Em seguida , empregou-se na
lavagem uma solucéo saturada de NaCl, o qual um volume de 20 mL foi adicionado
ao funil contendo o biodiesel, igualmente a utilizacdo do HCI, duas fases se formam,
sendo a mais densa que dispde da solucao saturada de NaCl, e apos 15 minutos de
repouso foi removida. Esse processo foi realizado novamente com 0 mesmo volume.
Por fim, 20 mL de agua destilada foi inserida ao biodiesel para lavagem e ambas as
fases formadas foram deixadas em repouso pelos mesmos 15 minutos, antes da fase
aquosa ser removida. A auséncia do catalisador basico foi confirmada medindo-se o
pH da agua de lavagem que foi neutro. Ademais, para a secagem do biodiesel, a
solucéo obtida foi transferida para um erlenmeyer de 250 mL e adicionou-se 10g de
Na.CO4 anidro (agente dessecante) e aguardou 15 minutos em repouso.
Posteriormente, a mistura foi filtrada e a fracdo de biodiesel obtida foi transferida para

uma proveta a fim de ter seu volume medido.

O procedimento descrito acima foi repetido para cada oleaginosa (soja, milho e
canola, assim como para o sebo animal) e todas apresentaram aspecto limpido com

colocaracao amarela.

4.2 A andlise das reacdes de transesterificacdo por CLAE

As andlises por CLAE foram analisadas por meio do método desenvolvido por
Andrade et al., em 2011, e foram realizadas em um equipamento da ThermoScientific

(Massachusetts, EUA), modelo Ultimate 3000, composto por uma bomba quaternaria
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(DionexUltimate 3000). Além disso, foi utilizada uma coluna Thermo Scientific
AcclaimTM de 250 mm de comprimento por 4,6 mm de diametro interno, com fase
estacionaria octadecilsilano de 5 ym de tamanho de particula, com 120 A de didmetro
de poro. Empregou-se uma pré-coluna Thermo Scientific AcclaimTM de 10 mm de
comprimento por 4,6 mm de didmetro interno, com fase estacionéaria octadecilsilano
de 5 uym de diametro de particula, com 120 A de didmetro de poro. A fase mével foi
composta por metanol (A) e uma solugéo de i-propanol:n-hexano (5:4, viv) (B). As
fases foram sonicadas por 30 minutos antes do uso. As analises foram realizadas a
temperatura de 40 °C (temperatura do forno) com vazao de 1 mL/min e detec¢do UV
a 205 nm. Um injetor automatico modelo WPS-3000 SL com alca de amostragem de
100 L foi utilizado. Foi empregado um gradiente binario com duas rampas lineares:
0% a 50% de B de 0 a 15 minutos, seguido de 50% a 100% de B até 25 minutos de
corrida seguidas por eluicdo isocratica com 100% de B por mais 5 minutos. Dessa
forma, o tempo de analise total foi de 40 minutos. O volume de injecdo das amostras
foi de 10 pL. Cada amostra foi injetada em ftriplicata, e os cromatogramas foram ana-
lisados, integrados e exportados para Excel 2013 (Microsoft, Estados Unidos) pelo

programa de aquisicdo Chromeleon.

Por meio da Tabela 3, é possivel identificar os componentes presentes no pro-
duto de transesterificacdo identificaveis pelo método da CLAE-FRNA (ANDRADE;
MAZZEI; D’AVILA, 2011), assim como a notacéo e o codigo de identificacdo nos cro-
matogramas, além do numero de carbonos equivalentes (NCE) e numero de ligacbes
duplas (NLD).
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Tabela 3. Componentes identificaveis no produto de transesterificacdo pelo método
da CLAE-FRNA (adaptado de ANDRADE, MAZZEI e D’AVILA, 2011).

~ Cddigo
Classes Nome Notacgao (NCE)[NLD]
MAG Monolinolenina Ln A (12) [3]
Monolinoleina L B (14) [2]
Monooleina O C (16) [1]
ESMAG Linolenato de metila MeLn D [3]
Linoleato de metila MeL E [2]
Oleato de metila MeO F [1]
DAG Dilinolenina LnLn G (24) [6]
Linoleoil-linolenoail-glicerol LLn H (26) [5]
Dilinoleina +Oleoil-linolenoil-glicerol LL + OLn I (28) [4]
Oleoil-linoleoil-glicerol oL J (30) [3]
Dioleina 00 L (32) [2]
TAG Trilinolenina LnLnLn M (36) [9]
Dilinolenoil-linoleoil-glicerol LLnLn N (38) [8]
D|I|npleqlI-Ilnolen0|l-gI|ceroI+ Dilinolenoil- LLLn+OLNnLn O (40) [7]
oleoil-glicerol
Trilinoleina+ oleoil-linoleoil-linolenoil-gli- LLL+OLLN P (42) [6]
cerol
D|I|npleqll-ole0|l-gllcerol+ Dioleoil-lino- OLL+OOLn  Q (44) [5]
lenoil-glicerol
Dioleoil-linoleoil-glicerol OoOoL R (46) [4]
Trioleina 000 S (48) [3]
Dioleoil-gadoleoil-glicerol 00G T (50) [3]

A nomenclatura e notagdo séo utilizadas sem identificacdo dos isdmeros de posi¢éo sn-1 e sn-2 dos
MAG e dos isémeros sn-1,2 e sn-1,3 dos DAG e dos isdbmeros de posi¢cdo dos TAG, quando estes
existem.
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A presencga ou auséncia destes componentes, bem como sua concentracéo,
variam de acordo com a oleaginosa usada na producéo do biodiesel e do grau de
conversao da reacao de transesterificagao.

4.3 Emprego da etapa de extracdo em fase sélida para separacdo dos ESMAG

presentes no produto de transesterificacao

Para que fosse possivel a separacdo dos ESMAG presentes no biodiesel, utili-
zou-se cloroférmio (VETEC, Rio de Janeiro, Brasil), metanol (VETEC, Rio de Janeiro,
Brasil) e n-hexano (TEDIA, Séao Paulo, Brasil).

O isolamento dos ESMAG e dos contaminantes do biodiesel (MAG, DAG, TAG
e glicerol) em duas fracgdes foi realizado em uma etapa de EFS como apresentado na
Figura 9.

100 pL da amostra

1

EFS |

3 mL de n-hexano Iy 4 mL de cloroformio/metanol (2:1)

ESMAG MAG, DAG, TAG e Glicerol

Figura 9. Representacdo esquematica do método de separacdo dos ESMAG, MAG,
DAG, TAG e Glicerol residual, por EFS, onde o cartucho € constituido da fase
estacionaria aminopropilsilano, 500 mg, 3 mL, tamanho de particula 40 pm, marca
Bond Elut. As fases moéveis sdo constituidas por: n-hexano e cloroférmio:metanol
(2:1).

Para que fosse possivel a realizacdo das extracdes foi utilizado um
equipamento de extracdo em fase solida com aplicacdo de vacuo (manifold), conforme
representacdo esquematica mostrada na Figura 10. Os cartuchos foram acoplados

ao manifold e submetidos a vacuo, empregando uma vazao de aproximadamente
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ImL/min, para a eluicdo das fases méveis. Cada fracdo obtida foi coletada em um

tubo de ensaio.

I 1

— ~ ~
f— ] f-—- ] f-—- ] —

Vacuo

>

T - -
ey 1 1 .
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Figura 10. Representacdo esquematica do sistema analitico usado na EFS (adaptado
de LANCAS, 2004).

Os cartuchos utilizados em todo processo de EFS foram condicionados com
guatro porcdes de 1 mL de n-hexano. Além disso, os processos de evaporacao das
fracOes e aliguotas foram executados sob fluxo lento de nitrogénio na capela do
laboratério e as transferéncias volumétricas da amostra, residuos e eluentes foram
realizadas utilizando pipetadores automaticos de volume variavel (100-1000 yL ou 10-
100 pL) da marca BRAND (Wertheim, Alemanha).

O cartucho foi acoplado ao sistema de EFS (manifold) e condicionado com
guatro porcdes de 1 mL de n-hexano, totalizando-se 4 mL. Uma aliquota de 100 uL
da amostra (produto de transesterificacao), constituida de ESMAG, MAG, DAG, TAG
e glicerol residual, foi adicionado no cartucho. Dessa forma, a fracdo 1 composta
majoritariamente por ESMAG foi eluida com 3 mL de solu¢do de n-hexano. A fracéo
2, composta majoritariamente pelos TAG, DAG, MAG e glicerol residual retidos no
cartucho, foi eluida com 4 mL de cloroférmio:metanol (2:1). Ambas as fracdes obtidas
foram evaporadas até secura, sob fluxo lento de nitrogénio e os residuos diluidos em

1,2 mL de n-hexano cada um.
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4.4 O estudo de diferentes constituicdes de fase moével para a separacdo dos
ESMAG do produto de transesterificagao por CLAE

A partir dos trabalhos de SCHOLFIELD, 1975; BRAVI et al., 2006 e SHANG et
al., 2012, concluiu-se que a adicao de agua na fase mével interfere na separacao dos
diferentes ESMAG. Desta forma, tendo em vista que o ESMAG, que € um composto
pouco polar, precisa ser sollvel na fase movel, o que é o principio mais importante da
CLAE, foi necessario realizar um estudo de solubilidade a fim de ter o conhecimento
da maior quantidade de agua possivel a ser adicionada na fase mével que permitisse
a solubilizacdo do produto de transesterificacdo (composto majoritariamente por
ESMAG). Isto posto, foram escolhidos o metanol devido ao menor custo e os relatos
da literatura e a acetonitrila visto que foi observada seu resultado em trabalhos

descritos na literatura como a maior composic¢ao da fase movel junto a agua.

O estudo da selecéo da fase movel mais adequada para ser empregada na
analise do produto de transesterificacdo (constituido majoritariamente por ESMAG) por
CLAE foi feito por meio do teste de 14 composicOes diferentes de fase movel
(acetonitrila:H20 (93:7) (v/v), acetonitrila:H20 (94:6) (v/v), acetonitrila:H20 (95:5) (v/v),
acetonitrila:H20 (96:4) (v/v), acetonitrila:H20 (97:3) (v/v), acetonitrila:H20 (98:2) (v/v),
acetonitrila:H20 (99:1) (v/v), acetonitrila pura, metanol:H20 (95:5) (v/v), metanol:H.0
(96:4) (v/v), metanol:H20 (97:3) (v/v), metanol:H20O (98:2) (v/v), metanol:H.O (99:1)
(v/iv) e metanol puro). Neste estudo, o produto de transesterificacdo (constituido
majoritariamente por ESMAG) foi analisado por CLAE-IR (ver item 4.6, pagina 34)
empregando diferentes composicdes de fase mdvel, mediante uso dos solventes

metanol e acetonitrila em diferentes propor¢cdes com agua.

45 O estudo da produtividade de diferentes composicdes da fase movel
utilizando modelos matematicos para a simulacéo do scale up a fim de produzir

os padrdes de ESMAG

A fim de que o estudo da produtividade usando modelos matematicos para a
simulacéo do scale up fosse realizado, o sotware Microsoft Excel ® — 2016 foi utilizado
para a elaboragéo de uma planilha eletrdnica automatizada, de acordo com Costa, em

2004. Nesta planilha foi possivel simular os perfis cromatograficos nas escalas
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analisadas (analitica) e pretendidas (semipreparativa) a partir dos dados
cromatograficos em escala analitica, como vazéo, tempo de retencéo, dimensdes da

coluna e largura a meia altura de cada pico.

Dessa forma, ap6s os produtos de transesterificacdo (constituidos
majoritariamente por ESMAG) serem analisados seguindo a metodologia descrita no
item 4.6 (pagina 34), as simulacdes de scale up foram realizadas para diferentes
colunas: a) Kinetex de 15 cm de comprimento por 1 cm de diametro interno, com fase
octadecilsilano (C-18) de 5 ym de tamanho de particula (escala analitica) e b)
Supelcosil de 25 cm de comprimento por 2,12 cm de diametro interno, com fase

octadecilsilano (C-18) de 12 ym de tamanho de particula (condi¢ao extrapolada).

As simulacdes de scale up foram realizadas primeiramente pela metodologia
de transposicdo direta (ver item 3.7.1, pagina 23) e apos a obtencdo dos
cromatogramas em escala analitica foi simulado a sobrecarga de volume pelos
modelos de Van Deemter (ver item 3.7.2.1, pagina 25) e de Sternberg (ver item
3.7.2.2, pagina 26). Assim, os resultados dos cromatogramas simulados e dos

cromatogramas experimentais foram comparados.

Além disso, a produtividade é definida como o volume de ESMAG produzido
por hora. Dessa forma, ela é definida pela Equacédo 16, onde a razédo entre o volume
de injecdo e o tempo total de corrida, multiplicada pelo fator de conversdo de minuto
para hora e pelo fator de diluicéo, visto que o analito é injetado sendo diluido em uma

proporcao de 3:97 para com a fase movel.

volume de injegdo (mL) 60 min

*
tempo total de corrida (min) 1 hora

Produtividade (mL/h) = * 0,03 mL/mL (16)

4.6 A separacado dos ESMAG do produto de transesterificacdo por CLAE-IR

A metodologia foi desenvolvida, por CLAE-IR, para a separacao de diferentes
ESMAG presentes em produtos de transesterificacdo. As amostras foram analisadas
em um equipamento Ultimate 3000 (Thermo Scientific), com uma coluna Thermo
Scientific AcclaimTM de 250 mm de comprimento por 4,6 mm de didametro interno,

com fase estacionéria octadecilsilano (C-18) de 5 ym de tamanho de particula, com
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120 A de diametro de poro, fluxo de 1 mL/min, a temperatura do forno foi mantida em
40°C, o modo de eluicao foi isocratico e o detector utilizado foi o indice de refragéo.
Ademais, o tempo de analise total foi de 40 minutos e o volume de injecdo das amos-
tras foi de 10 pL, sendo cada amostra injetada em triplicata.

Ap6s a concluséo da analise, os cromatogramas foram analisados, integrados
e exportados para Excel 2013 (Microsoft, Estados Unidos) pelo programa de aquisicéo
Chromeleon disponibilizado no equipamento.

5. Resultados e Discusséao
5.1 A reacao de transesterificacdo para producao de ESMAG

O procedimento de producao de biodiesel foi realizado utilizando os 6leos de
soja, canola e milho como fonte de triacilglicerois. Dessa forma, diferentes volumes
do biocombustivel foram obtidos visto que os processos de lavagem e neutralizac&o

impactam de maneira diferente em cada producéao.

5.2 A analise das reac0es de transesterificacdo por CLAE

Uma aliquota de cada um dos produtos da reacdo de transesterificacdo
advindos dos 0leos de soja, canola e milho foi analisada por CLAE de acordo com o
procedimento de ANDRADE, MAZZEI e D’AVILA, 2011. Os cromatogramas obtidos
sdo mostrados nas Figuras 11 a 13 respecivamente para os produtos dos 6leos de

soja, canola e milho:
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Figura 11. Cromatograma, obtido por CLAE-UV, do produto de transesterificacdo do
oleo de soja, utilizando uma fase mdével composta por metanol e uma solucao de i-
propanol:n-hexano (5:4, v/v), uma fase estacionaria de octadecilsilano de 5 ym de
diametro de particula e vazao de 1 mL/min (oleato de metila - C18:1, linoleato de metila
- C18:2 e linolenato de metila - C18:3).
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Figura 12. Cromatograma, obtido por CLAE-UV, do produto de transesterificacdo do
oleo de canola, utilizando uma fase moével composta por metanol e uma solucao de i-
propanol:n-hexano (5:4, v/v), uma fase estacionaria de octadecilsilano de 5 ym de
diametro de particula e vazao de 1 mL/min (oleato de metila - C18:1, linoleato de metila
- C18:2 e linolenato de metila - C18:3).
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Figura 13. Cromatograma, obtido por CLAE-UV, do produto de transesterificacdo do
oleo de milho, utilizando uma fase movel composta por metanol e uma solucéo de i-
propanol:n-hexano (5:4, v/v), uma fase estacionaria de octadecilsilano de 5 ym de
diametro de particula e vazao de 1 mL/min (oleato de metila - C18:1, linoleato de metila
- C18:2 e linolenato de metila - C18:3).

A partir dos resultados apresentados nas Figuras 11 a 13, € possivel observar
a diferenca de area dos picos que € a consequéncia da concentracdo de um
determinado composto no analito e, assim, proporcional ao tamanho. Embora haja
separacao dos picos, logo, buscou-se uma alternativa para aumentar a resolucdo dos

analitos.

Os resultados apresentados nas Figuras 11 a 13 evidenciam que a composi-
cdo dos ESMAG nos produtos de transesterificacdo obtidos varia de acordo com a
oleaginosa utilizada como fonte de triacilgliceréis. A Tabela 5 apresenta as
composicdes tipicas dos ESMAG dos produtos de transesterificacao dos 6leos de soja,
milho, canola e sebo animal (adaptado de ANDRADE, 2011).
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Tabela 4. Composicoes (% massica) dos ESMAG dos produtos de transesterificacdo

dos dleos de soja, milho, canola e sebo animal (adaptado de ANDRADE, 2011).

Composicao (g% massica)

Acido graxo
| SEBO SOJA CANOLA MILHO
C18:0 250-400 3,0-54 1,1-25 <33
C18:1 31,0-50,0 17,7-285 52,0-67,0 20,0-422
C18:2 1,0-50 498-571 16,0-250 39,4-65,6
C18:3 — 55-95 60-140 05-15

C18:0 - &cido esteéarico; C18:1 - acido oleico; C18:2 - acido linoleico; C18:3 - &cido linolénico

5.3 Emprego da etapa de extracdo em fase sélida para a separacédo dos ESMAG

presentes no produto de transesterificacao

A etapa de extracdo em fase solida foi empregada com o objetivo de isolar os
ESMAG presentes no produto de transesterificacdo dos 0leos de soja, canola, milho,
e sebo animal, dos outros componentes presentes (TAG, DAG, MAG e glicerol
residual). Os cromatogramas das fracdes compostas majoritariamente por ESMAG,
provenientes da etapa de EFS de cada um dos produtos de transesterificacdo podem

ser vistos nas Figuras 14, 15, 16 e 17.
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Figura 14. Cromatograma, obtido por CLAE-IR, da fragdo composta majoritariamente
por ESMAG, proveniente do produto de transesterificacdo do Oleo de soja, utilizando
uma fase movel composta por acetonitrila pura, uma fase estacionaria de octadecilsi-
lano de 5 um de didmetro de particula e vazao de 1 mL/min (C16:0 — palmitato de
metila; C18:0 — estearato de metila; C18:1 — oleato de metila; C18:2 — linoleato de

metila; C18:3 — linolenato de metila).

Como pode ser observado no cromatograma apresentado na Figura 14, a
fracdo composta majoritariamente por ESMAG, proveniente do produto de transeste-
rificacdo do Oleo de soja apresenta um comportamento no qual o linoleato de metila
(C18:2) possui maior intensidade, visto que esse é o éster predominante no 6leo de
soja, visto que, como € utilizado o indice de refracdo como detector, pode-se

determinar a composicdo de cada componente por normalizacdo de area.

40



250 | IR

C18:1 + C16:0
200
C18:2
150
C18:3
100
50
C18:.0 .
min
0 A/\
0 5 10 15 20 25 30

Figura 15. Cromatograma, obtido por CLAE-IR, da fragdo composta majoritariamente
por ESMAG proveniente do produto de transesterificacdo do Oleo de canola, utilizando
uma fase movel composta por acetonitrila pura, uma fase estacionaria de octadecilsi-
lano de 5 um de didmetro de particula e vazao de 1 mL/min (C16:0 — palmitato de
metila; C18:0 — estearato de metila; C18:1 — oleato de metila; C18:2 — linoleato de

metila; C18:3 — linolenato de metila).

Por meio do cromatograma apresentado na Figura 15, observa-se que a fracéao
composta majoritariamente por ESMAG, proveniente do produto de transesterificacédo

Oleo de canola apresenta predominancia de oleato de metila (C18:1).
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Figura 16. Cromatograma, obtido por CLAE-IR, da fragdo composta majoritariamente
por ESMAG, proveniente do produto de transesterificacao do 6leo de milho, utilizando
uma fase movel composta por acetonitrila pura, uma fase estacionaria de octadecilsi-
lano de 5 um de didmetro de particula e vazdo de 1 mL/min (C16:0 — palmitato de
metila; C18:0 — estearato de metila; C18:1 — oleato de metila; C18:2 — linoleato de

metila; C18:3 — linolenato de metila).

A Figura 16 apresenta um cromatograma da fragdo composta majoritariamente
por ESMAG, provenientes do produto de transesterificacdo do 6leo de milho, o qual
dispde de um comportamento diferente dos apresentados anteriormente. Como o 6leo
de milho possui 0 oleato de metila (C18:1) e o linoleato de metila (C18:2) como
composicdo majoritaria, o cromatograma apresenta grandes intensidades desses
picos. Além disso, nota-se que ha um pico com altura consideralvelmente grande
presente nos tracos do oléo de canola. Este pico € referente a outro éster presente

neste 6leo.

A fracdo composta majoritariamente por ESMAG, proveniente do produto de

transesterificacdo do sebo animal é apresentada no cromatograma da Figura 17.
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Figura 17. Cromatograma, obtido por CLAE-IR, da fragdo composta majoritariamente
por ESMAG, proveniente do produto de transesterificacdo do sebo animal, utilizando
uma fase movel composta por acetonitrila pura, uma fase estacionaria de octadecilsi-
lano de 5 um de didmetro de particula e vazao de 1 mL/min (C16:0 — palmitato de
metila; C18:0 — estearato de metila; C18:1 — oleato de metila; C18:2 — linoleato de

metila; C18:3 — linolenato de metila).

A partir da Figura 17, € possivel observa que este produto de transesterificacao
€ composto predominantemente pelo estearato de metila (C18:0) e pelo oleato de
metila (C18:1). Além disso, € importante salientar que o sebo bovino nédo é composto
pelo linolenato de metila (C18:3) (ver Tabela 1), portanto, ndo ha o pico desse éster

no cromatograma.

Dessa forma, foi possivel confirmar a hipétese proveniente das pesquisas e
estudos realizados anteriormente acerca das diferentes composi¢des dos produtos de
transesterificacdo dos 6leos de soja, canola, milho e sebo animal. Com isso, a analise
das fases moveis e o estudo de produtividade foram facilitadas visto que o 6leo de
soja se mostrou como uma otima fonte de EsSMAG: oleato de metila (C18:1), linoleato
de metila (C18:2) e linolenato de metila (C18:3) enquanto o sebo animal uma 6tima

fonte de estearato de metila (C18:0).

43



5.4 O estudo de diferentes constituicbes de fase movel para separacdo dos
ESMAG do produto de transesterificagao por CLAE

O estudo de diferentes constituicbes de fase movel para a separagdo dos
ESMAG do produto de transesterificacdo por CLAE-IR foi realizado, conforme descrito
no item 4.4 (ver pagina 33) com a finalidade de otimizar o isolamento dos produtos de
interesse (estearato de metila - C18:0, oleato de metila - C18:1, linoleato de metila -
C18:2 e linolenato de metila - C18:3). Assim, ao obter os resultados cromatograficos,
seria possivel identificar a melhor fase movel tendo como critérios a resolucdo dos

picos, o custo e o tempo de corrida.

Dessa forma, apoOs realizar as analises utilizando a fragdo constituida
majoritariamente por ESMAG do produto de transesterificacdo do Oleo de soja, foram
obtidos os cromatogramas sobrepostos apresentados nas Figura 18 e 19:
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Fases Moveis: ACN:H20 em diferentes proporgdes de agua
c18:2 7% de agua
i C18:1 + C16:0
C18:3 . . C18:0
ci8:2 |
c18:3 C16:0 + C18:1 C18:0
c18:2 F.‘ C16:0 + C18:1 ; :
C18:3 c18:0 5% de agua
. A J \_ )'r\’\
y
f. C16:0 + C18:1
C18:3 | I". If_ i C18:0
\ ~ A JN\C JM .
C18:2 |
C16:0 + C18:1
C18:3 C18:0
c1e:z | C16:0 + C18:4
cte | i\ c18:0 2% de agua
) i M J VA S
C1i8:2
C16:0 + C18:1
C18:3 J\J\ c18:0 1% de agua
C18:2 | (46:0+ C18:1
C18:3 C18:0
Figura 18. Cromatogramas, obtidos por CLAE-IR, da fracdo composta

majoritariamente por ESMAG (estearato de metila - C18:0, oleato de metila - C18:1,
linoleato de metila - C18:2 e linolenato de metila - C18:3), proveniente do produto de
transesterificacdo do 6leo de soja, variando fases moveis constituidas de acetonitrila
(ACN) e agua.

A Figura 18 apresenta os cromatogramas sobrepostos da analise da composta
majoritariamente por ESMAG, proveniente do produto de transesterifcacdo do 6leo de
soja, variando fases moveis constituidas de acetonitrila e agua. A partir dos resultados
apresentados na Figura 18, observa-se que quanto mais agua ha na fase mével,
maiores sdo 0s tempos de retencdo e consequentemente o tempo de separacédo dos
ESMAG estudados (estearato de metila - C18:0, oleato de metila - C18:1, linoleato de
metila - C18:2 e linolenato de metila - C18:3). Todavia, ao utilizar acetonitrila pura,
nota-se a maior resolucdo dos picos e uma boa separacdo dos diferentes ESMAG.
Ademais, nota-se que ha coeluicdo do estearato de metila e outro ESMAG que néo
esta presente no escopodo deste trabalho, pelo cromatograma utilizando a fase movel
acetonitrila:H20 (93:7, v/v).
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Fases Moveis: Metanol:H20 em diferentes proporgoes de agua

c18:2 |
C16:0 + C18:1
c18:3 c18:0

cis:2 |
| c16:0+C18:1

c18:3 |I A c18:0
i A__J L _/" S —~ O - .

Cc18:2

I‘ C16:0 + C18:1
' c18:3 'l. c18:0 3% de agua

C16:0 +C18:1
C18:0

C16:0 + C18:1
Cc18:3 | c180
c18:2
C16:0 + C18:1

c18:3 c18:0 Metanol Puro

Figura 19. Cromatogramas, obtidos por CLAE-IR, da fracdo composta
majoritariamente por ESMAG (estearato de metila - C18:0, oleato de metila - C18:1,
linoleato de metila - C18:2 e linolenato de metila - C18:3), proveniente do produto de
transesterificacdo do 6leo de soja, variando fases moveis constituidas de metanol e

agua.

Em contrapartida, na Figura 19 um comportamento diferente da analise da fra-
cdo composta majoritariamente por ESMAG, provenientes do produto de
transesterifcacdo do 6leo de soja € apresentado, visto que foram utilizadas fases
moveis constituidas de metanol e 4gua. A partir dos resultados apresentados na
Figura 19, observa-se que quanto mais agua ha na fase mével, maiores séo o tempo
de retencdo e consequentemente o tempo de separacao dos ESMAG estudados (es-
tearato de metila - C18:0, oleato de metila - C18:1, linoleato de metila - C18:2 e
linolenato de metila - C18:3). Entretanto, ao utilizar metanol puro, como fase maével,

observa-se a menor resolugéo dos picos.
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A partir dos cromatogramas apresentados nas Figuras 18 e 19, observa-se que
hé& coelui¢do do oleato de metila (C18:1) com o palmitato de metila (C16:0). Isto posto,
torna-se necessario estabelecer uma estratégia na qual ndo ocorra coeluicdo entre
ésteres de interesse, de forma a separar e isolar os diferentes ESMAG com uma boa
resolucdo cromatografica. Ademais, constatou-se que ao utilizar uma mistura de
acetonitrila e agua, a composi¢cao maxima de agua, em % volumétrica, possivel a fim
de haver a solubilidade do analito foi de 7%, enquanto ao usar uma mistura de metanol
e a agua, a composicdo maxima de agua, foi de 5% volumétrica. A partir dos
cromatogramas apresentados nas Figuras 18 e 19 observa-se que as fases moveis
gue apresentam a melhor separagcdo entre os diferentes ESMAG presentes nas
amostras e a melhor resolugéo dos picos, sao acetonitrila:H2>0 (93:7) e metanol:H20
(95:5).

Além disso, para minimizar o problema da coeluicéo do oleato de metila (C18:1)
com o palmitato de metila (C16:0), a melhor estratégia é utilizar a fonte de
Triacilglicer6is mais conveniente de acordo com a sua composicdo, levando em

consideracdo o ESMAG majoritario.

5.5 O estudo da produtividade de diferentes composicdes da fase movel
utilizando modelos matematicos para a simulacéo do scale up a fim de produzir

os padrdes de ESMAG

Além de realizar estudos visando a melhor resolucdo para a separacao dos
diferentes ESMAG, para fins econémicos, entendeu-se que o estudo e o levantamento
da produtividade de cada uma dessas fases moveis em analise era igualmente
relevante para o presente trabalho. Dessa forma, a relacdo da metodologia de analise
descrita anteriormente as possiveis fases méveis em estudo e aos modelos
matematicos para simualcdo do scale up, possibilitou uma investigacdo mais

detalhada a fim de desenvolver o melhor método em termos econdmicos e analiticos.

Em vista disso, as Figuras 20 a 25 séo apresentadas para a comparacao entre
0s cromatogramas obtidos experimentalmente e 0s encontrados por meio da

simulacdo, empregando os modelos de Van Deemter e de Sternberg.
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Figura 20. Cromatograma simulado a partir das condi¢gdes de didmetro da coluna:
0,46 cm; vazao: 1 mL/min; diametro de particula: 5 um e volume de inje¢&o: 0,01 mL,
utilizando o modelo de Van Deemter e colaboradores, para condicdo de acetonitrila
pura como fase movel (C18:0 — estearato de metila; C18:1 — oleato de metila; C18:2

— linoleato de metila; C18:3 — linolenato de metila).

C18:2
ci18:1
C18:3
N Cc18:0
0 5 min

Figura 21. Cromatograma simulado a partir das condi¢cGes extrapoladas de diametro
da coluna: 2,12 cm; vazao: 21 mL/min; diametro de particula: 12 um e volume de
injecdo: 12 mL, utilizando o modelo de Sternberg, para condicdo de acetonitrila pura
como fase mével (C18:0 — estearato de metila; C18:1 — oleato de metila; C18:2 —

linoleato de metila; C18:3 — linolenato de metila).
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Figura 22. Cromatograma simulado a partir das condi¢cdes de didmetro da coluna:
0,46 cm; vazao: 1 mL/min; diametro de particula: 5 um e volume de inje¢&o: 0,01 mL,
utilizando o modelo de Van Deemter e colaboradores, para condicdo de 7%
volumétrica de H20O em acentonitrila como fase movel (C18:0 — estearato de metila;

C18:1 — oleato de metila; C18:2 — linoleato de metila; C18:3 — linolenato de metila).

C18:2
ci18:1
C18:3
\ C18:0
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T y y T ‘/'\\ .
0 5 10 15 20 25 MiN

Figura 23. Cromatograma simulado a partir das condicbes extrapoladas de diametro
da coluna: 2,12 cm; vazao: 21 mL/min; didmetro de particula: 12 um e volume de
injecdo: 36 mL, utilizando o modelo de Sternberg, para condi¢cdo de 7% volumétrica
de H20 em acentonitrila como fase movel (C18:0 — estearato de metila; C18:1 — oleato

de metila; C18:2 — linoleato de metila; C18:3 — linolenato de metila).
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Figura 24. Cromatograma simulado a partir das condi¢cdes de didmetro da coluna:
0,46 cm; vazao: 1 mL/min; diametro de particula: 5 um e volume de inje¢&o: 0,01 mL,
utilizando o modelo de Van Deemter e colaboradores, para condicdo de 5%
volumétrica de H.O em metanol como fase mével (C18:0 — estearato de metila; C18:1

— oleato de metila; C18:2 — linoleato de metila; C18:3 — linolenato de metila).

ulR
H C18:2
cil8:1
C18/53_J k C18:0
y y y y T y T T T T T T T y T T T y y T y y y y T y
0 5 10 15 20 25 MmN

Figura 25. Cromatograma simulado a partir das condi¢cdes extrapoladas de diametro
da coluna: 2,12 cm; vazao: 21 mL/min; diametro de particula: 12 um e volume de
injecdo: 40 mL, utilizando o modelo de Sternberg, para condi¢cdo de 5% volumétrica
de H.O em metanol como fase mével (C18:0 — estearato de metila; C18:1 — oleato de

metila; C18:2 — linoleato de metila; C18:3 — linolenato de metila).
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Ao comparar os cromatogramas simulados empregando o modelo de Van
Deemter e colaboradores (Figuras 20, 22 e 24), nota-se que ha grande semelhanca
nas simulacdes, quando utilizada para condicdo de 7% volumétrica de H>O em
acentonitrila como fase movel levando-se em conta o tempo de retencdo dos EsMAG.
Em contrapartida, ao analisar os cromatogramas simulados para condi¢cdes de
diametro da coluna, vazao e volume de injecao extrapoladas, utilizando o modelo de
Sternberg e uma fase mével composta por 5% volumétrica de H,O em metanol,
observa-se uma condicdo de sobrecarga na coluna cromatografica, na Figura 25, o
gue indica o excesso de analito na injecdo. Entretanto, ao analisar o cromatograma
simulado para condi¢cdes extrapoladas e uma fase moével composta por 7%
volumétrica de H.O em acetonitrila, na Figura 23, nota-se que nessas condicfes a
coluna comeca a se sobrecarregar, diferentemente utilizando a fase movel composta
majoritariamente por metanol. Desta forma, é possivel realizar o estudo de

produtividade variando as fases moveis ja mencionadas anteriormente.

A Tabela 5 apresenta as condicfes de analise de cada uma das fases moveis

estudadas, empregando diferentes composi¢cdes de acetonitrila e agua.

Tabela 5. Condicdes transpostas variando fases moveis contituidas de acetonitrila e

agua.

% volumétrica Volume

de H:0em  deinje- Tempo total de  Produtividade

acetonitrila  cdo (mL) corrida (min) (mL/h)
0 12,0 13 1,66
1 14,0 14 180
2 18,0 16 203
3 21,0 17 2,22
4 24,0 19 297
5 28,0 22 229
6 32,0 25 2,30
7 36,0 28 231

A Figura 26 apresenta a curva de produtividade das andlises para fases

moveis constituidas de diferentes composicdes de acetonitrila e agua.
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Figura 26. Curva de produtividade das condi¢cdes transpostas utilizando fases méveis

constituidas de diferentes composi¢cdes de acetonitrila e agua.

Igualmente, a Tabela 6 apresenta as condi¢cbes de analise de cada uma das

fases moéveis estudadas, empregando diferentes composi¢cdes de metanol e agua.

Tabela 6. Condi¢Bes transpostas variando fases moveis constituidas de metanol e

agua.

% volume- Volume -
trica de de inje- Tempo tota_l de Produtividade
H20 em ~ corrida (min) (mL/h)

cao (mL)
metanol
0 4,0 9 0,80
1 6,0 10 1,08
2 9,0 12 1,35
3 11,0 13 1,52
4 14,5 16 1,63
5 18,0 18 1,80
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Figura 27. Curva de produtividade das condi¢des transpostas utilizando fases méveis

contituidas de diferentes composi¢des de metanol e agua.

A partir das curvas de produtividade apresentadas nas Figuras 26 e 27,
observa-se que as fase moveis metanol:H20 (95:5) (v/v) e acetonitrila:H20 (93:7) (v/v)
sdo boas escolhas para analise visto que possuem as mais altas produtividade entre
as fases moveis contituidas majoritariamente por metanol e acetonitrila,
respectivamente, 1,80 mL/h e 2,31 mL/h, além de cumprirem 0s requisitos de

isolamento e resolucao dos picos ja citados.

Deste modo, como as produtividades das fases moéveis acetonitrila pura e
metanol:H>O (95:5) (v/v) séo proximas e a separacdo dos picos na fase movel
acetonitrila:H-O (93:7) (v/v) é boa, ao levar em consideragdo a produtividade e a
transposicdo de escalas, entende-se que haveria 3 fases moveis com potencial para
atingir os objetivos do presente trabalho. Sendo assim, para realizar a separacéo e o
isolamento dos diferentes ESMAG por CLAE-IR, foi escolhida a fase movel
acetonitrila:H-O (93:7) (v/v), levando em consideragdo a separacdo dos diferentes

ESMAG, a resolucgéo dos picos e a produtividade.
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5.6 A separacédo dos ESMAG por CLAE

A Figura 28 apresenta o cromatograma, obtido por CLAE-IR da fracéo
conituida majoritariamente por ESMAG, proveniente do produto de transesterificacéo
do 6leo de soja utilizando acetonitrila:H20 (93:7) (v/v) como fase movel.

80
MUIR

70 C18:2

60
50
40
C16:0+ C18:1

30

20
C18:3

10
C18:0
/\ min

-10

Figura 28. Cromatograma, obtido por CLAE-IR, da fracdo constituida
majoritariamente por ESMAG, proveniente do produto de transesterificacdo do 6leo de
soja, utilizando acetonitrila:H>O (93:7) (v/v) como fase moével (C16:0 — palmitato de
metila; C18:0 — estearato de metila; C18:1 — oleato de metila; C18:2 — linoleato de

metila; C18:3 — linolenato de metila).

A partir do cromatograma apresentado na Figura 28, pode-se concluir que
utilizando a mistura acetonitrila:H20 (93:7) (v/v) como fase mével € possivel separar e
isolar os ESMAG de interesse (estearato de metila - C18:0, oleato de metila - C18:1,
linoleato de metila - C18:2 e linolenato de metila - C18:3) com alta produtividade. E
importante ressaltar que a metodologia desenvolvida permitiu a separacdo e o
isolamento dos diferentes ESMAG, provenientes de produtos de transesterificacéo,

por CLAE-IR em escala semipreparativa.
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6. Conclusao

O método proposto neste trabalho, baseado na CLAE-IR, foi capaz de separar
e isolar os ESMAG que comp&em o produto de transesterificacdo do 6leo de soja,
canola e milho e do sebo animal (estearato de metila - C18:0, oleato de metila - C18:1,
linoleato de metila - C18:2 e linolenato de metila - C18:3). Desta forma, o método
desenvolvido possui potencial para ser empregado no isolamento de cada um dos
ESMAG, para a obtencéo de padrdes aplicaveis no controle da qualidade do biodiesel
diminuindo custos assim a caracterizacdo quimica do biodiesel por métodos

analiticos.

A implementacédo do método proposto para obtencéo de padrdes pelos labora-
torios de controle de qualidade para seu proprio abastecimento € viavel e vantajoso,
uma vez que apresentou eficiéncia de recuperacdo superior a 80% em todas as

classes de componentes.

Por fim, a andlise, por CLAE-FRNA, das fracdes obtidas por CLAE-IR apés a
realizacdo da EFS do produto de transesterificacdo do 6leo de soja, canola e milho e
do sebo animal, mostrou que a separacao e o isolamento dos ESMAG do biodiesel

foram eficientes.

7. Perspectivas

1. Utilizar duas colunas Thermo Scientific AcclaimTM de 250 mm de comprimento
por 4,6 mm de didmetro interno, com fase estacionaria octadecilsilano de 5 um
de tamanho de particula, com 120 A de didmetro de poro em série para estudo
da coeluicéo.

2. Estudar a viabilidade da separacédo e isolamento do Palmitato de metila.

3. Analisar as condicdes de sobrecarga para todas as fases moéveis estudadas.

4. Utilizar a fonte de triacilglicer6is mais conveniente de acordo com a sua

composic¢do, levando em consideracdo o ESMAG majoritario.
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