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A reacdo de transesterificacdo de Oleos vegetais para a producdo do
biodiesel acontece em trés etapas. Nesta reacdo, existe a formacdo de
monoacilglicerois (MAG) e diacilglicerdis (DAG) que sé&o intermediérios da
reacdo. Além destes intermediarios, os triacilglicerois (TAG) ndo reagidos,
oriundos do 6leo vegetal, também podem estar presentes no produto final. Os
MAG, DAG e TAG constituem os principais contaminantes do biodiesel, e sua
presenca altera as propriedades do combustivel, podendo causar problemas
operacionais quando utilizados em motores de combustao.

Com o aumento da importancia do biodiesel na matriz energética
brasileira, o controle da qualidade quimica do mesmo, principalmente em relacéo
aos teores de MAG, DAG e TAG, se torna fundamental para fornecer um produto
de qualidade ao mercado. Sendo assim, novas técnicas de analise menos
dispendiosas e mais rapidas devem ser desenvolvidas.

Neste projeto, a técnica da extracdo em fase solida (EFS), utilizando
cartuchos constituidos com fase aminopropilsilano e silica, foi desenvolvida para
a separacdo e o isolamento das principais classes constituintes (MAG, DAG,
TAG e ésteres metilicos de acidos graxos (EsSMAG)) de um produto de
transesterificacao de baixa converséo. Este produto foi produzido a partir do 6leo
de soja e do metanol (razdo molar 1:3). O produto de transesterificacdo bem
como as fracdes enriquecidas em cada uma das quatro classes (MAG, DAG,
TAG e ESMAG), obtidas por EFS, foram analisados por cromatografia liquida de
alta eficiéncia em fase reversa ndo aquosa (CLAE-FRNA).

Foi possivel nas condicbes empregadas, separar cada classe constituinte
em fragdes individuais empregando trés EFS consecutivas com diferentes fases
moéveis. Os componentes mais polares (MAG e DAG) apresentaram fatores de
recuperacdo da ordem de 80%, enquanto os menos polares (TAG e ESMAG)
apresentaram fatores de recuperacéo da ordem de 90%.

Vi



ABSTRACT

SEPARATION AND ISOLATION OF BIODIESEL MAIN
COMPONENT CLASSES IN SOLID PHASE EXTRACTION AND
HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY
CHARACTERIZATION
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Agosto, 2014
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D. Sc. Luiz Antonio d’Avila.

The transesterification of vegetable oils for biodiesel production happens
in three stages. In this reaction, there is the formation of monoacylglycerols
(MAG) and diacylglycerols (DAG) which are the reaction intermediates. Beyond
these intermediates, unreacted triacylglycerols (TAG), derived from vegetable oil,
can also be present in the final product. MAG, DAG and TAG are the main
contaminants of biodiesel, and its presence alters the properties of the fuel, may
causing operational problems when used in combustion engines.

With the increasing importance of biodiesel into the Brazilian energy
matrix, the chemical quality control of it, especially in relation to MAG, DAG and
TAG levels, becomes critical to provide a quality product to the market. Hence,
new less expensive and faster analysis techniques should be developed.

In this project, the solid phase extraction (SPE) technique using
aminopropylsilane and silica phase cartridges, was developed for the separation
and isolation of the main constituent classes (MAG, DAG, TAG and fatty acids
methyl esters (FAMES)) of a low conversion transesterification product. This
product was obtained from soybean oil and methanol (molar ratio 1:3). The
transesterification product and the fractions enriched in each of the four classes
(MAG, DAG, TAG and FAMES) obtained by EFS were analyzed by non-aqueous
reverse phase high performance liquid chromatography (NARP-HPLC).

Was possible, under the employed conditions, separate each constituent
class in individual fractions using three consecutive SPE with different mobile
phases. The more polar components (MAG and DAG) showed recovery factors
of around 80%, while the less polar (TAG and FAMESs) showed recovery factors
of around 90%.

Vil



indice de Figuras

Figura 1. Reacéao de transesterificacéo geral e global de um triacilglicerol.
O grupo R representa a cadeia do alcool. Os grupos R, R” e R”
representam as cadeias hidrocarbbnicas alifaticas saturadas ou
insaturadas; podendo ser iguais ou diferentes (adaptado de CARDOSO,
2012).

Figura 2: Reacdes consecutivas reversiveis para a transesterificacdo dos
triacilglicerdis. Os grupos R, R e R’ representam as cadeias
hidrocarb6nicas alifaticas saturadas ou insaturadas; podendo ser iguais
ou diferentes (Adaptado de MEHER, VIDYA SAGAR, NAIK, 2006).

Figura 3: Cromatograma tipico, obtido por CLAE-FRNA, de um produto
de transesterificagdo de baixa conversdo (ANDRADE, MAZZEI, d’AVILA,
2011).

Figura 4. Representacdo esquematica do método de separacdo dos
ESMAG, MAG, DAG e TAG, por EFS. Onde os cartuchos (1) e (3) sao
constituidos da fase estacionéaria silica, 500mg, 3 mL, tamanho de
particula 230-400 mesh, marca SILICYCLE ULTRA PURE e o cartucho (2)
da fase estacionaria aminopropilsilano, 500 mg, 3 mL, tamanho de
particula 40 um, marca Bond Elut. As fases moveis sdo constituidas por:
solugdo A- 15% (v/v) éter dietilico em éter de petroleo, solugdo B- éter
dietilico, solugdo C- n-hexano, solu¢cdo D- cloroférmio:metanol (2:1) e
solucéo E- 45% (v/v) éter dietilico em éter de petréleo.

Figura 5: Representacao esquematica do sistema analitico usado na EFS
(adaptado de LANCAS, 2004).

Figura 6: Cromatograma, obtido por CLAE-FRNA, do produto de
transesterificacdo do 6leo de soja de baixa converséo (primeiro controle).
Figura 7: Cromatograma, obtido por CLAE-FRNA, do produto de
transesterificacdo do 6leo de soja de baixa conversdo — aproximagao na
regiao dos MAG.

Figura 8: Cromatograma, obtido por CLAE-FRNA, da fragéo 1, contendo
ESMAG e TAG, obtida na primeira EFS através da eluicdo com solucéo

15% (v/v) de éter dietilico em éter de petroleo.

11

27

41

42

48

49

51

viii



Figura 9: Cromatograma, obtido por CLAE-FRNA, da fracdo 2, Contendo
MAG e DAG, obtida na primeira EFS através da eluicdo com éter dietilico.
Figura 10: Cromatograma, obtido por CLAE-FRNA, da segunda amostra
controle, contendo ESMAG e TAG (Fracédo 1 da 12 Extracao).

Figura 11: Cromatograma, obtido por CLAE-FRNA, da fracdo 3, contendo
ESMAG, obtida na segunda EFS, através da eluicdo com n-hexano.
Figura 12: Cromatograma, obtido por CLAE-FRNA, da fragéao 4, contendo
TAG, obtida na segunda EFS através da eluicdo com solugéo
cloroférmio:metanol (2:1).

Figura 13: Cromatograma obtido, por CLAE-FRNA, da terceira amostra
controle, constituida de MAG e DAG (Fragéo 2 da 12 extracao).

Figura 14: Cromatograma obtido, por CLAE-FRNA, da fragdo 5,
constituida de DAG, obtida na terceira EFS, através da eluicdo com
solucéo 45% de éter dietilico em éter de petréleo.

Figura 15: Cromatograma, obtido por CLAE-FRNA, da fracdo 6,
constituida de MAG, obtida na terceira EFS, através da eluigdo com éter

dietilico.

53

56

57

58

61

62

63



indice de Tabelas

Tabela 1: Concentracdo massica (% p/p) de AGL em algumas matérias
primas (VAN GERPEN et al. 2006).

Tabela 2: Nomenclatura, férmula estrutural condensada, massa molecular
(MM), nimero de carbonos (NC) e nimero de ligacdes duplas (NLD) de alguns
AG constituintes de TAG em 0leos e gorduras naturais (adaptado de
SRIVASTAVA, PRASAD, 2000; SAAD, 2005).

Tabela 3: Concentracdo massica (% p/p) de AG em alguns 6leos vegetais
usados para a producao de biodiesel (Baseado em dados de ANVISA,
1999; MA, HANNA, 1999; SRIVASTAVA, PRASAD, 2000; COSTA NETO
et al., 2000; DEMIRBAS, 2003; DMYTRYSHYN et al., 2004; PINTO et al.,
2005; GUARIEIRO, 2006 e CONCEICAO et al., 2007).

Tabela 4: Limites em porcentagem massica dos MAG, DAG, TAG, GL, GT
e EsSAG exigidos pelas normas americana, europeia e brasileira,
respectivamente.

Tabela 5: Componentes identificaveis no produto de transesterificacéo
pelo método da CLAE-FRNA (adaptado de ANDRADE, MAZZEI e
d’AVILA, 2011).

Tabela 6: Composi¢des (%), em MAG, ESMAG, DAG e TAG, da amostra
controle da primeira EFS (primeiro controle) do produto de
transesterificacdo do 6leo de soja de baixa converséao.

Tabela 7: Composicdo (%) da fragcdo 1 obtida pela primeira EFS e
recuperacao (%) das classes constituintes em relacao a primeira amostra
controle.

Tabela 8: Composicdo (%) da fracdo 2 obtida pela primeira EFS e
recuperacao (%) das classes constituintes em relacao a primeira amostra
controle.

Tabela 9: Composicdo (%) da fracdo 3 obtida pela segunda EFS e
recuperacao (%) das classes constituintes em relagéo a segunda amostra
controle.

Tabela 10: Composicao (%) da fracdo 4 obtida pela segunda EFS e
recuperacao (%) das classes constituintes em relacdo a segunda amostra

controle.

14

17

18

21

39

50

52

54

58

59



Tabela 11: Composicdo (%) da fracdo 5 obtida pela terceira EFS e
recuperacao (%) das classes constituintes em relacao a terceira amostra
controle.

Tabela 12: Composicao (%) da fracdo 6 obtida pela terceira EFS e
recuperacao (%) das classes constituintes em relacao a terceira amostra
controle.

Tabela 13: Fator de recuperacéo das classes constituintes do biodiesel

apos a sequéncias de EFS.

63

64

65

Xi



indice de Equacdes

Equacdo 1. Determinacdo da area corrigida (Ac) de cada componente
(codigos A até T — tabela 5) identificado nos cromatogramas obtidos por
CLAE.

Equacédo 2. Determinacdo da recuperacdo de cada classe (Rciasse) de
componentes (MAG, ESMAG, DAG e/ou TAG) presentes nas fracdes
obtidas pelo processo de EFS.

Equacédo 3. Determinacdo da composicao relativa percentual de cada
classe (Ccilasse) de componentes (MAG, ESMAG, DAG e/ou TAG) presente
nas fragcdes obtidas pelo processo de EFS.

Equacdo 4. Fator de recuperacdo percentual de cada classe (Efciasse) de
componentes (MAG, ESMAG, DAG e TAG) ao final de todas as etapas de
EFS.

40

45

45

46

Xii



Aclasse

AControIe

ABIOVE
ATCIasse

AG
AGL
ANP
ASTM
B100
B2

B5

BX

CCIasse

CCF
CEN

CG

cL
CLAE
CNPE
DAG
DEEL
DRD
EM-IQPA

EsAG

Nomenclatura

Area obtida diretamente de cada componente identificado no
cromatograma obtido por CLAE

Area de cada classe de componentes, obtida por CLAE, das
amostras controle.

Associacio Brasileira das Industrias de Oleos Vegetais

Area total corrigida de todas as classes de componentes
(MAG, ESMAG, DAG e/ou TAG)

Acidos graxos

Acidos graxos livres

Agéncia Nacional de Petr6leo, Gas Natural e Biocombustiveis
American Society for Testing and Materials

Biodiesel puro

Mistura de biodiesel e diesel de petréleo contendo 2% de
biodiesel em volume

Mistura de biodiesel e diesel de petrdleo contendo 5% de
biodiesel em volume

Mistura de biodiesel e diesel de petrdleo contendo X% de
biodiesel em volume

Composicédo percentual de cada classe de componentes
(MAG, ESMAG, DAG e/ou TAG)

Cromatografia em camada fina

Comité Européen de Normalisation

Cromatografia gasosa

Cromatografia liquida

Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Conselho Nacional de Politica Energética

Diacilglicerdis

Detector evaporativo de espalhamento de luz

Detector por refratometria diferencial

Espectrometria de massas com ionizacdo quimica a pressao
atmosférica

Esteres de 4cidos graxos

Xiii



EsMAG
EUA
FR
GCom
GL

GT
HPLC
v

L
LABCOM
LL

Ln
LnLn
LLn
LnLnLn
LLnLn
LLLn
LLL
MAG
MeL
MeLn
MeO
MM
NARP
NC
NCE
NLD

(0]0)

oL
OLn
OLnLn
OLLn
OLL

Esteres metilicos de &cidos graxos
Estados Unidos da América
Fase reversa

Glicerina Combinada

Glicerina livre

Glicerina total

High Performance Liquid Chromatography
Infravermelho

Monolinoleina

Laboratério de Combustiveis e Derivados de Petroleo
Dilinoleina

Monolinolenina

Dilinolenina
Linoleoil-linolenoil-glicerol
Trilinolenina
Dilinolenoil-linoleoil-glicerol
Dilinoleoil-linolenail-glicerol
Trilinoleina

Monoacilglicerois

Ester metilico do &cido linoleico
Ester metilico do &cido linolénico
Ester metilico do &cido oleico
Massa molecular

Non aqueous reverse phase
Numero de carbonos

Numero de carbono equivalente
Numero de ligacdes duplas
Monooleina

Dioleina

Oleoil-linoleoil-glicerol
Oleoil-linolenoil-glicerol
Dilinolenoil-oleoil-glicerol
Oleoil-linoleoil-linolenoil-glicerol

Dilinoleoil-oleoil-glicerol

Xiv



OOLn
OoOL
000
000G
RMN H
TAH
TAG

us

uv

Dioleoil-linolenoil-glicerol
Dioleoil-linoleoil-glicerol

Trioleina

Dioleoil-gadoleoil-glicerol

Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
Teste colorimétrico do acido hidroxamico
Triacilglicerdis

United States

Ultravioleta

XV



Sumario

I [0 oo [U o> o 1 UUUPRRPPRPPPPRPPRRIN 2
P2 © ] o] = 1Yo S URSRSSPRPRPN 7
2.1 ODJELIVO GEIAI ... e 7
2.2 ODjetiVOS ESPECITICOS ...uuvviiiiiiiiieeeiee et e e e e 7

3 ReViISA0 bIbHOGrafiCa ........cccooiiiii e s 9
3. L O DIOAIESEI ..o 9
3.2 Os Oleos Vegetais cOmo Matérias Primas............ccccveurerivieeieeeeesceeeeannns 15
3.3 O Controle de Qualidade e a Especificagcdo do Biodiesel........................... 19
3.4 Métodos Empregados para a Analise do Biodiesel..............cccceeeveiiieiennnn.n. 21
3.4.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)............c.cccceeeeeeen.. 22

3.4.2 Extracdo em Fase Solida (EFS)......cccceveiieiiiiiieereee e 28

4 MateriaiS € MELOUOS. ... ...ttt ee e e e e e e e e e s ee reaeeeeas 35
4.1 Produto de Transesterificacdo de Baixa Convers&o do Oleo de Soja ...... 36

4.2 Preparo da Amostra do Produto de Transesterificacdo de Baixa
ConVErsao do OlE0 € SOJA........ceevreereeeeeeeeeeeeeetee et e, 36
4.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em Fase Reversa N&o

70 U0 PSSP 36

4.3.1 Determinacéo da Area Corrigida 40

4.4 Extracao em Fase SOlida............c.oovvviiiiiiiiiicrces e e 40

N I Bq =T T [T g (T PP 40

4.4.2 Separagao de ESMAG, TAG, DAG e MAG por EFS.........ccccccvnvvneee 40
4.4.2.1 Primeira EFS (obtencdo de fracdes enriquecidas em

ESMAG e TAG —Fracdo 1 e em DAG e MAG —Fraca80 2) .......cccevvvvevvevvvnnneeneenennnns 42

4.4.2.2 Segunda EFS (obtencao de fragces enriquecidas em

ESMAG — Fragao 3 e em TAG — FraGao4) ......cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee et 42
4.4.2.3 Terceira EFS (obtencdo de fracbes enriquecidas em DAG

—Fracdo 5 e em MAG — Frag8i0 6) ........ccoeveiiiiiiiiiiieeieeie e 43

4.4.3 DeterminaCao da reCUPEraCa0........ueeeeeieeeeeeeeeeeeeeeereeeeeeeveeennnneeeeeeeens 45

4.4.4 Determinacao da COMPOSIGAD. ......eveiieeeereeriiiiriiiiriieiie e e eeeee s eeeeeeens 45

4.4.5 Fator de RECUPEIAGED. ........cevviieiieeeiiieiciitiie ettt 46

5 ReSUIAAOS € DISCUSSA0. ... ...cciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee s e e e e e e e e e e eeeeeeeeeaeebeaaann erennenns 48

XVi



5.1 Analise do Produto de Transesterificacdo de Baixa Converséo do Oleo de

S0ja POr CLAE-FRINA . ...t 48
5.2 Andlise das Fracdes obtidas, por EFS, por CLAE-FRNA..........ccccccoiiiiiininnnen. 51
5.2.1 Fragdes da Primeira EFS...........oouiiiiiiiiiiii e 51
5.2.2 Fracdes da Segunda EFS..............iiiiiiiiiiii e e 55
5.2.3 FracBes da Terceira EFS...........c.coiiiiiiiiiiii e 60
5.2.4 Fator de RECUPEIAGED. ........cceeviiiiiieiiiiiiiie ettt 65
LS 0] o] 1110 1P 67
7 PerspecCtiVas FULUIAS. ........cuuuiiie ittt e e e et e e e e e aaa e e seaeeeans 69
8 Referéncias BibliOgrafiCas.............uuuveuiiiiiiiiiiiiiiii e e 71
N 1= (01 TP PUPPPTRIN 86

XVii



Capitulo 1
Introducao



Capitulo 1. Introducéo

A tentativa de utilizar biomassa como combustivel, remonta ao ano de
1900, quando a French Otto Company apresentou em uma exposi¢do um motor
de ciclo Diesel funcionando, adequadamente, usando 6leo de amendoim como
combustivel (KNOTHE et al., 2006). Devido ao baixo custo dos combustiveis
fésseis, 0 uso de biomassa como fonte de energia ndo foi importante até a
primeira crise petrolifera, na década de 1970, quando a biomassa se tornou uma
significativa fonte de energia alternativa. Dada a dependéncia do setor dos
transportes em relacao ao petréleo, a biomassa ganhou atengéo especial devido
ao seu potencial para a producao de combustiveis alternativos, como o biodiesel,
gue pode ser utilizado em substituicdo ao diesel de petréleo em motores com
funcionamento baseado no ciclo diesel (KNOTHE, 2002; HAAS et al., 2001), sem
haver a necessidade de nenhuma modificacdo no motor (LUE et al., 2001).

O biodiesel pode ser definido, de um modo geral, como sendo uma
mistura de mono-alquil éster de &cidos graxos derivados de fontes renovaveis,
como Oleos vegetais e gorduras animais (CANAKCI et al., 2001; MONYEM et al.,
2001), obtido através de um processo de transesterificacdo, no qual ocorre a
transformacéao de triacilgliceréis (TAG) em ésteres de acidos graxos (ENCINAR
etal., 1999; NOUREDDINI et al., 1998). O biodiesel pode ser usado puro a 100%
(B100) ou misturado ao diesel de petréleo (BX, onde X e a porcentagem de
biodiesel em volume adicionado ao diesel de petrdleo) (RAMOS et al., 2000). No
Brasil, a lei federal n.° 11.097 de 2005 introduz o biodiesel na matriz energética
brasileira. Atualmente, a Medida Proviséria N° 647 de 2014 estipula a adicao de

6% de biodiesel ao diesel comercializado em todo territério nacional (B6).



Dentre as caracteristicas do biodiesel podemos destacar as seguintes:
apresenta alto namero de cetano, possui oxigénio diferentemente do diesel de
petréleo, maior ponto de fulgor que o diesel convencional, é praticamente isento
de aromaéticos, apresenta mercado diretamente associado a atividades agricolas
(RAMOS, 1999), é biodegradavel, possui maior viscosidade que o diesel de
petréleo (DEMIRBAS, 2003) e reduz drasticamente as emissfes de dioxido de
enxofre (100% a menos), hidrocarbonetos (37% a menos), mondxido de carbono
(46% a menos) e material particulado (84% a menos) quando comparado ao
diesel de petréleo (MCMILLEN et al., 2005).

O biodiesel é geralmente obtido através da reagdo de transesterificagdo
de 6leos vegetais com alcoois primarios. Quimicamente, os 6leos vegetais sao
triésteres ou TAG naturais de acidos graxos, contendo cadeias de 8 a 24 atomos
de carbono com diferentes graus de instauracdo. Dependendo da espécie de
oleaginosa, existem variagdes na composi¢ao quimica do 6leo vegetal, pois cada
Oleo ter4d uma diferente razdo molar dos diferentes acidos graxos presentes
(OLIVEIRA, et al., 2008). Desta forma a composi¢cdo quimica do biodiesel
depende da fonte oleaginosa usada.

Durante a reacao de transesterificagdo para producéo do biodiesel, ocorre
a formacgéo de intermediarios da reacao, monoacilgliceréis (MAG) e diacilglicerois
(DAG), que podem estar presentes no produto final caso as conversdes nao sejam
elevadas. Além disso, podem estar presentes TAG, ndo reagidos, e o glicerol, que
€ um sub produto da reacdo. De acordo com a concentracdao dos contaminantes
(TAG, DAG, MAG e glicerol) a viscosidade do combustivel podera aumentar e,
como consequéncia, pode haver reducdo da eficiéncia de combustéo,
entupimento do filtro de combustivel e ainda levar a ocorréncia de depositos em

partes do motor (BOWMAN, HILLIGOSS, RASMUSSEN, 2006).



A manutencdo da oferta de um combustivel de alta qualidade, que
minimize os problemas operacionais, € um pré-requisito para a aceitacdo do
biodiesel no mercado (KNOTHE et al., 2006). Devido ao grande numero de fontes
de matérias primas (oleaginosas e alcoois) e de processos disponiveis para a
producao do biodiesel, diversas regulamentacdes e portarias foram criadas para
especificar o produto (ASTM D6751, 2008; EN 14214, 2008 e Resolugcao N° 14
ANP, 2012). Dentre os parametros descritos nas especificacbes do biodiesel,
destacam-se os que se referem ao grau de converséo da rea¢cdo, como 0s niveis
maximos de contaminantes tolerados (KNOTHE et al., 2006). Sendo assim, o
controle da qualidade do biodiesel € fundamental para sua comercializacdo e
novas técnicas capazes de separa-lo de seus contaminantes devem ser
desenvolvidas (ANDRADE, 2011).

Diversas técnicas analiticas tém sido usadas para a caracterizacado do
biodiesel, sendo a cromatografia em fase gasosa (CG) a mais comum (PINTO et
al., 2005) sendo, também, método de referéncia da norma brasileira (Resolucao
N° 14 ANP, 2012). A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) ainda é uma
técnica pouco utilizada para a separacdo dos componentes do biodiesel, no
entanto, apresentam algumas vantagens operacionais. Dentre as vantagens da
CLAE sobre a CG, podemos destacar a nao necessidade do uso de agentes
derivatizantes, o que torna a analise menos dispendiosa e mais rapida.

A extracdo em fase sdlida (EFS) é uma técnica que vem sendo
empregada para a separacao de classes lipidicas em matrizes complexas.
Entretanto, vem sendo pouco empregada na separacdo das principais classes
constituintes do biodiesel (MAG, DAG, TAG e ESMAG). Desta forma, o principal
objetivo deste trabalho é empregar a EFS e a cromatografia liquida de alta

eficiéncia (CLAE) para a separacéo e isolamento das principais classes presentes
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no biodiesel (ESMAG, MAG, DAG e MAG), visando a obtencdo de fracdes
enriguecidas nos seus constituintes para simplificar sua caracterizacao por
métodos analiticos. E importante ressaltar que para a quantificacdo de MAG,
DAG, TAG e ESMAG, faz-se necessaria a aquisicdo de padrbes de cada uma
dessas classes de componentes. No entanto, esses padrdes apresentam um
custo muito elevado. Sendo assim, a obtencdo de fracdes enriquecidas nas

principais classes presentes no biodiesel é de fundamental importancia para o

controle de qualidade do biodiesel.
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Capitulo 2. Objetivo

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver um método para a separagao e o isolamento das principais
classes constituintes do biodiesel (MAG, DAG, TAG e EsMAG), através da EFS,
visando a obtencao de fracfes, enriquecidas em cada uma destas classes. O
desenvolvimento deste método possibilitard a simplificacdo da analise do
biodiesel por métodos analiticos, em especial a CLAE, bem como a geracdo de

padrbes dessas classes constituintes.

2.2. Objetivos Especificos

1) Caracterizacdo do produto de transesterificacdo do 6leo de soja de baixa

conversao, por CLAE.

2) Otimizar as condi¢des da extracdo em fase sélida (fase estacionéria e fase
moével) de modo a obter fragbes enriquecidas em cada uma das classes

presentes no biodiesel (MAG, DAG, TAG e ESMAG).

3) Acompanhar a eficiéncia de separacao, obtida através da extracdo em fase

sélida, por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

4) Obtencao de fracfes enriquecidas em cada uma das classes constituintes do

biodiesel (MAG, DAG, TAG e ESMAG).
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Capitulo 3. Revisao Bibliografica

3.1. O biodiesel

No Brasil, o biodiesel é definido como um combustivel composto de alquil
ésteres de &cidos carboxilicos de cadeia longa, produzido a partir da
transesterificacdo ou esterificacdo de matérias graxas, de gorduras de origem
vegetal ou animal (Resolugdo ANP N° 14, 2012).

A forma mais amplamente utilizada para a obtencdo de biodiesel € o
processo de transesterificacdo, no qual ocorre a transformacédo de TAG em
ésteres de acidos graxos (ESAG) e glicerina, na presenca de um catalisador
(acido, béasico ou enzimatico) (FREEDMAN, BUTTERFIELD, PRYDE, 1986). Os
catalisadores alcalinos proporcionam processos mais rapidos que o0s
catalisadores éacidos (FREEDMAN, PRYDE, 1982; FREEDMAN, PRYDE,
MOUNTS, 1984; CANAKCI, VAN GERPEN, 1999). A reacdo de

transesterificacdo geral e global de um triacilglicerol pode ser vista na figura 1.

ROCOR
H.C-OCOR’ H>C-OH
| catalisador |
Hclz-oco:a - 3 ROH ROCOR" N HC-OH
H-.C-OCOR" t |
2 H,C-0H
ROCOR™
TAG EsAG Glicerol

Figura 1: Reacdo de transesterificacdo geral e global de um triacilglicerol. O
grupo R representa a cadeia do &lcool. Os grupos R’, R” e R’ representam as
cadeias hidrocarb6nicas alifaticas saturadas ou insaturadas; podendo ser iguais
ou diferentes (adaptado de CARDOSO, 2012).



A reacao de transesterificacdo global dos TAG é a soma de trés reacdes
reversiveis consecutivas que produzem ESAG de uma das cadeias graxas em
cada etapa (figura 2). Os TAG reagem com uma molécula de alcool sendo
convertidos a DAG, estes por sua vez sdo convertidos a MAG e finalmente a
glicerol (FREEDMAN, BUTTERFIELD, PRYDE, 1986), portanto os DAG e o0s

MAG séo intermediarios neste processo (MEHER et al., 2006).
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H:iZ-O COR/ H-.C-OH
catalisador |
- " + ROH ' +
HT OCOR ROCOR HC-OCOR"
H,C-OCOR H,C-OCOR"
TAG EsAG DAG
HJT'OH HyC-OH
" . catalisador . _ |
H(li-OCOR ROH ROCOR HC-OH
H,C-OCOR" H,C-OCOR"
DAG EsAG MAG
H;(lz-OH H.C-0H
catalisador N |
H(IZ-OH ROH ROCOR HC-OH
H-.C-OCOR" |
- H.C-0H
MAG EsAG Glicerol

Figura 2: Reacdes consecutivas reversiveis para a transesterificacdo dos
triacilglicerdis. O grupo R representa a cadeia do alcool. Os grupos R’, R” e R”
representam as cadeias hidrocarbdnicas alifaticas saturadas ou insaturadas;
podendo ser iguais ou diferentes (Adaptado de MEHER, SAGAR, NAIK, 2006).

A reacao de transesterificacdo é a transformac&o de um éster em outro a
partir da substituicdo da parte alcéxi da molécula, no caso de uma reacdo com
um alcool a reacdo é chamada alcodlise. O uso de catalisadores acelera o

equilibrio da reagdo sendo que os catalisadores alcalinos sdo muito mais
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eficientes que os acidos (FREEDMAN, PRYDE, 1982; FREEDMAN, PRYDE,
1984; CANAKCI, VAN GERPEN, 1999).

Atualmente, a catdlise heterogénea vem sendo estudada na
transesterificacdo para a producédo de biodiesel com o objetivo de melhorar a
gualidade do produto e diminuir a producdo de residuos (CORDEIRO et al.,
2012; DI SERIO et al.,, 2008). Diversos compostos quimicos vém sendo
estudados como catalisadores solidos para esterificagdo e transesterificacdo na
producdo de biodiesel, entre eles as zedlitas, as resinas de troca ibnica, 0s
oxidos inorganicos, as guanidinas e os complexos metalicos (CORDEIRO et al.,
2011).

Apesar da natureza reversivel da reacdo de transesterificagédo, a reacéo
inversa a formacdo de ESAG nado ocorre em escala apreciavel, pois o glicerol
ndo é soluvel no produto e forma um sistema de duas fases conforme acontece
a reacao (SCHWAB et al., 1987). Porém, esta mesma natureza reversivel da
reacdo, torna o uso de excesso de alcool para a producdo do biodiesel um fator
importante. Para se obter altos graus de converséo, valores da ordem de 60%
até 200% de excesso de é&lcool sdo utilizados sendo 100% um valor comum
(VAN GERPEN, 2005).

O processo de producdo do biodiesel pode ser influenciado por vérios
fatores operacionais, tais como: a razdo molar de alcool: 6leo, a concentracéo e
o tipo de catalisador, o tempo de reacdo, a temperatura, a intensidade de
agitacao e por caracteristicas das matérias primas como o tipo de alcool, o grau
de refino do 6leo vegetal e a pureza dos reagentes (FREEDMAN, PRYDE,
MOUNTS, 1984).

O mecanismo e a cinética da reacao de transesterificacdo séo alvos de

muitos trabalhos na literatura (MA, HANNA, 1999; MEHER, SAGAR, NAIK, 2006;
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ENCINAR, GONZALEZ, RODRIGUEZ-REINARES, 2007). O uso da reagéo de
transesterificacdo para a producéo de biodiesel também é amplamente descrito
na literatura (DEMIRBAS, 2003; BONDIOLI, 2004; HOYDONCKX et al., 2004;
PINTO et al., 2005; MEHER, SAGAR, NAIK, 2006; MURUGESAN et al.,2009).

Os alcoois mais amplamente utilizados para a producao de biodiesel séo
o0 metanol e o etanol devido aos seus baixos custos e caracteristicas fisico-
guimicas (peguena cadeia e alta polaridade). O metanol, entretanto, é o alcool
mais comumente utilizado nas plantas produtoras de biodiesel devido ao seu
baixo custo em relagc&o ao etanol. Por consequéncia, a maior parte do biodiesel
utilizado no mundo é composto por ESMAG. Nos Estados Unidos o preco do
metanol chega a ser a metade do preco do etanol, mas em areas ricas em
matérias primas, como o0 Brasil, a produgdo de etanol por processos
fermentativos torna seu uso economicamente viavel na producao de biodiesel
(KNOTHE et al., 2006).

As principais fontes de matéria prima para a producao do biodiesel séo os
Oleos de origem vegetal (SCHUCHARDT, SERCHELI, VARGAS, 1998). Outras
fontes de acidos graxos como, 6leo de fritura, gordura de esgoto e gordura
animal vem sendo estudadas como possiveis matérias primas (LOTERO et al.,
2005). Estas fontes possuem baixo custo e boa disponibilidade e seu uso na
producdo de biodiesel representa um bom modo de reciclagem. Em
contrapartida, essas e outras fontes animais e ndo naturais possuem altas

concentra¢des de acidos graxos livres (AGL) como pode ser visto na tabela 1.
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Tabela 1: Concentracdo massica (% p/p) de AGL em algumas matérias primas
(VAN GERPEN et al., 2006).

Gordura ou Oleo Concentracao de AGL (%)
Oleos Vegetais Refinados < 0,05
Oleos Vegetais Crus 0,3-0,7
Oleo de Fritura de Restaurante 2-7
Gordura Animal 5-30
Gordura de Caixa de Gordura 40-100

Em concentracdes superiores a 5%, os AGL podem reagir com 0
catalisador béasico gerando sabdo, portanto, matérias primas com alta
concentracdo de AGL devem receber um pré-tratamento para reduzi-los a
valores inferiores a 0,5% antes de serem usadas na producdo de biodiesel
(VERTES et al., 2010). O pré-tratamento aumenta o custo do produto final.

Apesar das vantagens técnicas e ambientais do biodiesel sobre o diesel
de petroleo, a viabilizacdo econémica de sua producdo em larga escala continua
sendo o maior obstaculo a sua utilizacdo, devido ao alto custo dos 6leos vegetais
(LANG et al., 2001). Além disso, o biodiesel de primeira geracéo (produzido a
partir de Oleos vegetais comestiveis) e o biodiesel de segunda geracédo
(produzido através de 6leos vegetais ndo comestiveis) geram polémica, pois as
plantacdes destinadas a producao do biodiesel usam terreno fértil que poderia
ser usado para a producédo de alimentos (CHISTI, 2008; MARSH, 2009).

Atualmente, o foco das pesquisas em biodiesel esta voltado para a
terceira geracao, que utiliza algas microscoépicas, cultivadas hidroponicamente
(GUPTA et al., 2014). As principais vantagens do uso das algas sdo: a) a alta

produtividade de Oleo por hectare, maior que qualquer cultura vegetal (CHISTI,
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2007; HAAG, 2007), b) ndo ha necessidade do uso de terras férteis, pois as algas
sdo cultivadas na agua e c) as algas podem crescer em alguns efluentes
industrias ricos em fosforo e nitrogénio podendo ajudar no seu tratamento
(MALLICK,2002) e assim ndo competem por agua potavel (CAMPBELL, 2008).
A caracteristica mais interessante do uso das algas para a producéo de biodiesel
€ que estas crescem melhor se diéxido de carbono extra for fornecido ao meio.
Desta forma, emissfes de algumas industrias, como as termo elétricas, podem
ser usadas no cultivo de algas diminuindo seu impacto ambiental (CHISTI, 2007).

No Brasil, a introducdo do biodiesel na matriz energética é disposta pela
Lei N° 11.097, publicada em 13 de janeiro de 2005, onde se torna obrigatéria a
adicao de 2%, em volume (B2), de biodiesel ao diesel a partir de 2008.

A resolugdo CNPE N° 6, de 16 de setembro de 2009, do Conselho
Nacional de Politica Energética (CNPE), antecipou a obrigatoriedade da adicédo
de 5% de biodiesel ao diesel de petrdleo comercializado no Brasil (B5).

A resolucdo ANP N° 14, de 11 de maio de 2012, da Agéncia Nacional do
Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP), estabelece, dentre outras, as
especificacdes do biodiesel brasileiro bem como os métodos que devem ser
utilizados para o controle de sua qualidade.

Atualmente, a Medida Provisoria N° 647 de 28 de maio de 2014, fixa em
6% o0 percentual minimo de biodiesel que deve ser adicionado a todo o 6leo
diesel comercializado em territorio nacional (B6) e estipula um percentual minimo

de 7% (B7) a partir de novembro de 2014.

3.2 Os Oleos Vegetais como Matérias Primas
Os oOleos vegetais sdo constituidos predominantemente por TAG, com

menores concentracdes de outros compostos como DAG, MAG, AGL, agua e
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outros. Quimicamente os TAG sao tri ésteres de acidos graxos (AG) com glicerol
(1,2,3-propanaotriol, também chamado de glicerina). Os AG apresentam cadeias
longas saturadas ou insaturadas, tendo, predominantemente, 12 a 26 &tomos de
carbono e normalmente apenas uma carboxila. Os 6leos vegetais, séo
predominantemente compostos por TAG de AG insaturados, que apresentam
menor ponto de fusdo, sendo liquidos a temperatura ambiente.

Cada Oleo vegetal possui diferentes tipos de AG que variam em sua
predominancia. Como cada AG possui propriedades quimicas diferentes, o
principal fator determinante das caracteristicas quimicas e fisicas de cada 6leo,
serd a concentracao dos diferentes AG ou perfil de AG.

A tabela 2 mostra as caracteristicas de alguns dos principais AG
presentes nos 6leos vegetais e gorduras animais. A tabela 3 apresenta as
composi¢cBes massicas de AG em alguns 6leos vegetais usados na producéo de

biodiesel.
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Tabela 2: Nomenclatura, férmula estrutural condensada, massa molecular (MM),

namero de carbonos (NC) e numero de ligacdes duplas (NLD) de alguns AG

constituintes de TAG em 6leos e gorduras naturais (adaptado de SRIVASTAVA,

PRASAD, 2000; SAAD, 2005).

Acido

Férmula

NC

Graxo Nomenclatura Condensada (NLD) MM
L. Acido .

Laurico Dodecanéico CHs3(CH2)10COOH 12:0 200

Palmitico Acido CHa(CH2)14COOH 16:0 256
Hexadecandico ’

o Acido c-9- _ 16:1
Palmitoleico Hexadecensico CHs(CH2)sCH=CH(CH2)7COOH (0 254
Estearico Acido CH3(CH2)16COOH 18:0 284

Octadecandico
: Acido c-9- _ 18:1
Oleico Octadecensico  CHP(CH27CH=CH(CH27COOH x5 282
Acido c-9, c-12-
. . " 7. CHs(CH2)4aCH=CHCH2CH=CH 18:2
Linoleico Octadeccoadlenm (CH2):COOH (192) 280
Acido c-9, c-12,
S c-15- CH3CH2(CH=CHCH_2)3(CH2)sC 18:3
Linolénico Octadecatriendi OOH (A>1215) 278
co
- 12 OH
Acido 12-
o 0 e CH3(CH2)sCH(OH)CH2CH=CH  18:1
Ricinoleico Hidroxi-9 (CH2)7COOH (29) 298

Octadecenoico

(A™: Posicéo da ligacdo dupla.

Tabela 3: Concentracdo massica (% p/p) de AG em alguns O6leos vegetais

usados para a producéo de biodiesel (Baseado em dados de ANVISA, 1999; MA,
HANNA, 1999; SRIVASTAVA, PRASAD, 2000; COSTA NETO et al., 2000;
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DEMIRBAS, 2003; DMYTRYSHYN et al., 2004; PINTO et al., 2005; GUARIEIRO,
2006 e CONCEICAO et al., 2007).

Acidos Graxos

Sleo Saturados Insaturados
Vegetal 16:1 18:1 18:2 18:3 12 OH
14:0 16:0 18:0
(Ag) (A9) (A9,12) (A9,12,15) 181(A9)
Algodao <? 17-31 0,9-4 <20 13-44 33-59 <21 -
Canola <02 15- 0,5-3.1 <30 870 9-30 5,013 -
6,5
Girassol <05 3-10 1-10 <10 13-40 48-75 <03 -
Milho <2 6-14 0,5-5 <05 24-49 6-62 <0,2 -
Soja <05 6-14 1455 <05 18-30 44-64 4-11 -
Palma 05-2 3547 3565 <06 36-47 6,515 <0,5 -
Mamona 0,1-2 0931 <30 2,86 1,25 <0,5 84-91
Linhaca 4-7 2-4 <03 13-40 17,5- 25-60,7 -
40
Dendé 1411 818_ 1!3_5 18,5‘ 0,7'10 - -
Colza 2-4 8-2 52-66 17-25 8-11 -

(AM: Posicao da ligacdo dupla.

Os principais 0leos vegetais usados no mundo para a producéo industrial

do biodiesel sé&o os de colza, soja, algodao, girassol, amendoim, milho e palma

(GUPTA et al., 2014). A decisao de qual 6leo usar depende da disponibilidade

da oleaginosa na regido. A Unido Europeia, o maior produtor de biodiesel

mundial, utiliza 6leo de colza como principal fonte de matéria prima (European

Biodiesel Board, 2013). No entanto, paises como o Brasil e os Estados Unidos

utilizam 6leo de soja como principal matéria prima (United State Department of

Agriculture, 2014, Ministério de Minas e Energia, 2012).

Segundo a ANP e a Associacdo Brasileira das Industrias de Oleos

Vegetais (ABIOVE), no ano de 2013, o Brasil produziu aproximadamente 2,917
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milhdes de metros cubicos de biodiesel, sendo 73% produzidos a partir de 6leo
de soja.

O dleo de soja também correspondeu, em 2013, a aproximadamente 56%
das matérias primas usadas para a producdo de biodiesel nos Estados Unidos
(U.S. Energy Information Administration, 2014) e 7,5% das usadas na Unido
Européia em 2012 (European Biodiesel Board, 2012). Isto torna o 6leo de soja

muito importante para a produ¢cdo mundial de biodiesel.

3.3 O Controle de Qualidade e a Especificagcédo do Biodiesel

Com o crescente interesse do mercado no biodiesel, surge a necessidade
de um rigoroso controle de qualidade sobre a produ¢do do combustivel. Devido
a grande diversidade de processos e matérias primas que podem ser usadas
para obtencdo do biodiesel, o combustivel produzido pode apresentar
caracteristicas diferentes de acordo com a sua origem. Sendo assim, normas
gue especifiqguem o combustivel e garantam sua qualidade sdo fundamentais
para o uso e a comercializagcéo do biodiesel (ANDRADE, 2011).

Dentre os parametros mais importantes a serem monitorados estao as
concentragcdes dos constituintes do biodiesel. A presenca de contaminantes
pode alterar as propriedades do combustivel e acarretar em problemas
operacionais graves como o entupimento do filtro e a formacao de depdsitos no
motor (MITTELBACH et al., 1983; PLANK, LORBEER; 1995; HOLCAPEK et al.,
1999).

Para garantir a qualidade do biodiesel € necessario o estabelecimento de
limites nos teores dos contaminantes para que estes ndo comprometam a

gualidade da queima do combustivel, a integridade e o desempenho do motor,
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bem como o transporte, manuseio e estocagem de combustivel (LOBO,
FERREIRA, 2009).

Dependendo da eficiéncia do processo usado na producao do biodiesel,
podem existir em diferentes concentracdes: glicerina livre, AG ndo reagidos
(glicerina combinada), residuos de catalisador e &lcool, sab&o e agua (LOBO,
FERREIRA, 2009).

A (glicerina ou glicerina livre (GL) é um subproduto da reacdo de
transesterificagdo empregada na producao do biodiesel. Altas concentracdes de
glicerina no biodiesel provocam problemas de armazenamento, formagao de
depdsitos, entupimento dos bicos injetores do motor e emissdo de aldeidos
durante a queima (KNOTHE et al., 2006; LOBO, FERREIRA, 2009).

Outros contaminantes que podem estar presentes no biodiesel sdo MAG
e DAG, intermediarios da reacao (FOGLIA et al., 2004; KNOTHE et al., 2006), e
os TAG oriundos da matéria prima nédo reagida. Os MAG, DAG e TAG compdem
a glicerina combinada (GCom). Dependendo da sua concentragdo, a GCom
pode aumentar a viscosidade do biodiesel, diminuindo a eficiéncia da combustéo
(LOBO, FERREIRA, 20009).

Durante o armazenamento, podem ocorrer a absor¢cédo de umidade além
de processos oxidativos, que contribuem para a presenca de impurezas como
agua, peroxidos e acidos carboxilicos de baixo peso molecular (KNOTHE, 2006;
LOBO, FERREIRA, 2009).

Nos Estados Unidos, as especificacoes do biodiesel sdo determinadas
pela Norma ASTM D6751, de novembro de 2008, da American Society of Testing
and Materials (ASTM), enquanto na Unido Europeia pela norma EN 14214, de
novembro de 2008, do Comité Européen de Normalisation (CEN). Ambas as

normas sdo utilizadas como referéncia ou base para outros paises (LOBO,
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FERREIRA, 2009). No Brasil, 0 Regulamento Técnico N° 4, parte integrante da
Resolucdo ANP N° 14 de 2012, contém as especificacbes que devem ser
atendidas pelo biodiesel produzido no pais (ANP, 2012).

Dentre os diversos parametros especificados por estas normas e
resolugdo, alguns dos mais importantes sao os que se referem ao grau de
converséo da reacgéo de transesterificacao que limitam o teor de contaminantes.
Esses parametros sdo o limite minimo de ESAG e os limites maximos de GL,
MAG, DAG, TAG e Glicerina Total (GT). A tabela 4 mostra uma comparacao
entre os limites dos parametros citados exigidos pelas especificagfes

americana, europeia e brasileira.

Tabela 4: Limites em porcentagem massica dos MAG, DAG, TAG, GL, GT e

ESAG exigidos pelas normas americana, europeia e brasileira, respectivamente.

Parametros ASTM D6751 EN 14214 Resolucédo N° 14
(2008) (2008) ANP (2012)
MAG - <0,8 <0,8
DAG - <0,2 <0,2
TAG - <0,2 <0,2
GL <0,02 <0,02 <0,02
GT <0,24 <0,25 <0,25
ESAG - = 96,5 > 96,5

MAG. Monoacilgliceréis; DAG. Diacilglicerois; TAG. Triacilglicerois; GL. Glicerina Livre; GT.
Glicerina Total; ESAG. Esteres de acidos graxos.

3.4 Métodos Empregados para a Anélise do Biodiesel
Diversos métodos cromatogréficos vém sendo utilizados na andlise do
biodiesel, dentre eles destacam-se a CG (STAVARACHE et al., 2005; LIU et al.,

2008), a cromatografia em camada fina (CCF) (SHAH et al., 2004,
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STAVARACHE et al., 2005) e a CLAE (CUNHA, OLIVEIRA, 2006; KALO et al.,
2006; STAVARACHE et al., 2007; TURKAN, KALAY, 2006, ANDRADE, MAZZEI,
d’AVILA, 2011; JONES et al., 2012).

A CG é o método mais amplamente utilizado atualmente para a analise
do biodiesel (KNOTHE, 2006). As normas brasileira, americana e europeia
utilizam métodos baseados na CG para a determinacdo dos teores de ESAG,
MAG, DAG, TAG e glicerina (livre e total) presentes no biodiesel (LOBO e
FERREIRA, 2009).

A CLAE vem sendo apontada como uma alternativa a CG pois apresenta
um menor tempo de analise e ndo necessita de agentes derivatizantes, o que
permite a reducdo do custo da andlise e assim viabiliza seu emprego no
monitoramento da reac&o de transesterificacdo (LOBO e FERREIRA, 2009).

A EFS é uma ferramenta muito util em cromatografia, pois pode servir
como pré tratamento das amostras visando sua purificacdo, ou a separagao e
concentracdo de analitos especificos. O mecanismo da EFS € o mesmo da
cromatografia em fase liquida (LANCAS, 2004). A CLAE e a EFS e seus usos ha

analise do biodiesel serdo abordados neste trabalho.

3.4.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Nas ultimas quatro décadas, a CLAE tem sido a técnica analitica mais
difundida e empregada em laboratérios de andlise das industrias quimicas e
farmacéuticas e até em Orgdos governamentais. Essa expansdo esta
diretamente associada a necessidade de andlises mais rapidas sem que haja a
perda da qualidade e do desempenho cromatografico (MALDANER e JARDIM,

2009).
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A CLAE apresenta uma série de vantagens em relacdo a CG, como o
tempo reduzido de andlise, ndo possuir a necessidade de derivatizacdo e a
capacidade de quantificar componentes ndo volateis (NETO, NUNES, 2003).
Além destas, a CLAE opera em temperatura baixas, o que diminui o risco de
isomerizagdo das ligagdes duplas presentes nos AG, possibilitando a analise de
componentes termicamente instaveis (CZAUDERNA, KOWALCZYK, 2001; LI et.
al., 2001).

Em 2004, Foglia et. al compararam o uso da CLAE e da CG na analise de
gliceréis em biodiesel. Ndo foram encontradas diferencas significativas entre os
resultados obtidos pelos dois métodos, porém foram apontadas algumas
desvantagens na utilizagdo da CG. Entre as desvantagens estao a necessidade
de derivatizacdo, a necessidade de uso de padrdes internos de glicerdis, a
necessidade do uso de diferentes padrdes em funcdo da matéria-prima do
biodiesel e a limitagdo na determinacao dos EsAG.

As colunas utilizadas em CLAE geralmente possuem a fase estacionéria
compactada em uma coluna de ago inoxidavel com diametro interno que varia
entre 0,45 e 2,2 cm e comprimento que varia entre 10 e 30 cm dependendo do
objetivo da separacgédo. O detector mais utilizado para as separagdes por CLAE
€ o detector de absorcdo no ultravioleta (UV), sendo também empregados
detectores de fluorescéncia, de indice de refracdo e eletroquimicos. O registro
de dados é feito através de um computador (DEGANI, CASS, VIEIRA, 1998).

Apesar do detector UV ser o mais utilizado em CLAE, como os acilgliceréis
e 0s ESMAG né&o absorvem em comprimentos de onda maiores que 220 nm, a
deteccdo UV somente € possivel em comprimentos de onda muito baixos, sendo
necessario o uso de solventes transparentes na regido de 200 a 220 nm e com

alto grau de pureza (HOLCAPEK et al.,1999; HOLCAPEK et al., 2001; HERON,
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TCHAPLA, 1999). A ndo quantificacdo de compostos saturados é considerada a
principal desvantagem da deteccao UV (HOLCAPEK et al., 1999). Por outro lado,
a deteccao UV a 205-210 nm pode fornecer curvas de calibracao lineares e com
sensibilidade elevada (GEERAERT, DESCHEPPER, 1983).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (CLAE-FR) é
uma técnica versatil e de ampla aplicabilidade, o que incentivou nos ultimos anos
muitos estudos para o seu desenvolvimento. As fases estacionarias usadas em
CLAE-FR sao compostos organicos apolares fixados a um suporte
cromatografico, sendo muitos estudos dedicados ao aperfeicoamento destas
fases. (MALDANER, COLLINS, JARDIM, 2010).

Semporé e Bézard (1992), usaram a CLAE-FR para a separacdo de
misturas complexas de MAG. Diferentes propor¢cdes entre acetonitrila e agua
foram usadas para eluicdo. Os MAG foram separados de acordo com o tamanho
da cadeia e o grau de insaturacdo. As areas dos picos foram usadas para
guantificar os MAG detectados.

Holcapek et al. (1999), empregaram a CLAE-FR para a separacao de
TAG, DAG, MAG e ESMAG dos &cidos oleico, linoleico e linolénico, assim como
0s AGL, em uma corrida de 25 min, usando como eluente um gradiente linear de
agua, acetonitrila e uma mistura de 2-propanol:n-hexano (5:4).

Holcapek, Jandera e Fischer (2001), empregaram a CLAE-FR, com duas
colunas cromatogréficas com fase octadecilsilano em série, para a separacao de
TAG, DAG, MAG e ESMAG com o mesmo numero de carbono equivalente
(NCE). Foram empregados diferentes métodos para a deteccdo: detector de
absorcédo no UV a 205 nm, detector evaporativo de espalhamento de luz (DEEL)
e o detector por espectrometria de massas com ionizagdo quimica a pressao

atmosférica (EM-IQPA), no modo de ions-positivos. Todos os componentes

24



individuais da amostra foram identificados usando o detector por EM-IQPA. A
determinacdo de TAG com diferentes NCE foi possivel usando o detector de
absorcédo no UV a 205 nm, o DEEL e o detector por EM-IQPA. A detec¢do UV
nao permitiu a quantificacdo de AG saturados.

Komers et al. (2001), aplicaram a CLAE-FR para a quantificacdo de MAG,
DAG, TAG e ESMAG presentes na metandlise do 6leo de colza.

Holcapek et al. (2003), empregaram a CLAE-FR para a separacao de
TAG, DAG, MAG e ESMAG com o mesmo NCE, fornecendo informacdes
detalhadas sobre a composi¢cdo dos acilgliceréis na amostra. A separagado de
alguns TAG com NCE semelhantes foi possivel.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa ndo aquosa
(CLAE-FRNA) vem sendo largamente usada para a separacédo de amostras de
TAG naturais. Esta técnica utiliza os modos de elui¢do isocratico (STOLYHWO
et al., 1985; HERON, TCHAPLA, 1994; HERON, LESELLIER, TCHAPLA,1995)
e gradiente (BYRDWELL, EMKEN, 1995; NEFF, BYRDWELL, 1995; LIN,
WOODRUFF, MCKEON, 1997).

A CLAE-FRNA usando acetonitrila-diclorometano (68:32, v/v) como fase
movel, foi usada por Héron, Lesellier e Tchapla (1995) e permitiu a distingdo
entre os TAG com semelhantes massas moleculares (MM) e diferentes NCE.

Noureddini e Zhu (1997), também empregaram a CLAE-FRNA, com
detector por refratometria diferencial (DRD), para o estudo da cinética de
transesterificacdo do 6leo de soja com metanol.

Holcapek et al. (1999), utilizaram a CLAE-FRNA para o monitoramento da
conversdo dos TAG do 6leo de colza em ESMAG e para a determinacdo

guantitativa de TAG com diferentes NCE. Os resultados mostraram que os TAG
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com os mesmos valores de NCE eluem juntos, mostrando apenas um pico no
cromatograma.

Chen e Wu (2003), aplicaram a técnica da CLAE-FRNA, adaptado de
Holcapek et al. (1999), para a determinagédo do teor de ESMAG em misturas
reacionais obtidas pela metandlise do 6leo de soja. A utilizacdo de metanol e iso-
propanol:n-hexano (5:4, v/v), como fases moveis, foi descrita nos trabalhos de
Holcapek et al. (1999 e 2001) apenas para a separacdo de TAG e ESMAG. A
adaptacao realizada permitiu a separacéo de ESMAG, MAG, DAG e TAG.

Cunha e Oliveira (2006), aplicaram a CLAE-FRNA com DEEL para a
analise de 6leos vegetais de diferentes origens (algodao, milho, amendoim, soja,
avela, noz, gergelim e oliva). Foram separados e identificados 15 picos neste
estudo.

Di Nicola et al. (2008) descreveram o desenvolvimento e a otimizagao de
um método para a anélise de ESMAG e de glicerina combinada por CLAE-FRNA,
com detecgao UV.

Em 2011, nosso grupo de pesquisa desenvolveu um método alternativo
utilizando a CLAE-FRNA na determinacédo da conversado e caracterizagdo dos
principais componentes do biodiesel B100 (ESMAG, MAG, DAG e TAG). Neste
estudo utilizou-se como fase estacionaria o octadecilsilano (C18), a fase moével
foi um gradiente de metanol e iso-propanol/n-hexano (5:4, v/v). Foi utilizado o
detector UV a 205 nm. Este método conseguiu separar e identificar os ESMAG e
os acilglicerois em trés classes (MAG, DAG e TAG) como pode ser visto na

figura 3 (ANDRADE, MAZZEI, d'AVILA, 2011).
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Figura 3: Cromatograma tipico, obtido por CLAE-FRNA, de um produto de
transesterificacdo de baixa conversdo (ANDRADE, MAZZEI, d’AVILA, 2011).

Santos (2012), desenvolveu uma metodologia de separacdo e
identificacdo de adulterantes presentes em B5. Um dos métodos utilizados foi a
metodologia de CLAE-FRNA com deteccao UV, desenvolvida por Andrade em
2011. Os resultados mostraram que o método poderia identificar adulterantes
com eficiéncia.

Ainda em 2012, nosso grupo de pesquisa realizou um trabalho para a
identificacdo da adulteracdo de biodiesel, por 6leos vegetais, usando a CLAE-
FRNA com deteccdo UV, como metodologia de andlise. Foram utilizados
biodieseis produzidos a partir de diversos 6leos vegetais e 0 método se mostrou
eficiente para detectar adulterantes em uma concentracdo minima de 1%
(BROUCK, 2012).

Em 2013, nosso grupo de pesquisa (FERNANDES, LEITE, 2013)
empregou, dentre outras técnicas, a CLAE-FRNA para a caracterizacdo de
misturas biodiesel:diesel (BX) e identificacdo de adulteracdes por 6leos vegetais.

A CLAE-FRNA se demonstrou viavel na identificacéo de adulteracdes por 6leos
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vegetais desde que o BX passe por uma etapa prévia de EFS para separar o
diesel do biodiesel.

Em 2014, nosso grupo de pesquisa (BLATT, 2014) empregou a CLAE-
FRNA para a caracterizacao das fracdes enriquecidas nas principais classes de
constituintes presentes no biodiesel (ESMAG, MAG, DAG e TAG). Neste
trabalho, desenvolveu-se uma metodologia, empregando a cromatografia liquida
em coluna, para a separacdo e o0 isolamento das principais classes de

constituintes presentes no biodiesel.

3.4.2 Extracdo em Fase Solida (EFS)

A EFS é uma técnica de separacdo liquido-sélido baseada nos
mecanismos de separacdo da cromatografia liquida de baixa pressdo, porém
emprega-se uma pequena coluna aberta, denominada cartucho, que contém a
fase estacionaria (LANCAS, 2004).

Esta técnica é comumente usada em substituicdo a extracdo liquido-
liquido (ELL), pois possui vantagens como: a) nao ocorre formacdo de emulséo
(RUIZ-GUTIERRREZ, PEREZ-CAMINO, 2000), b) os tempos de analise sio
reduzidos, c) emprega-se menores volumes de solvente, d) o analito é
manipulado menos vezes e e) possui um processo facilmente automatizado
(LANCAS, 2004).

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

A silica (6xido de silicio) foi o material empregado nas primeiras

separacoes cromatograficas e atualmente, com caracteristicas
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tecnologicamente mais avancadas, ainda é o material mais apropriado para a
cromatografia (MALDANER, COLLINS e JARDIM, 2010), sendo o adsorvente
mais comumente usado em EFS de fase normal seguido pela alumina (6xido de
aluminio) (LANCAS, 2004).

A superficie da silica é constituida por grupos silandis (Si-OH) e siloxano
(Si-O-Si) (BRAMBILLA, 2007). Tais grupos podem ser alterados quimicamente
para receber compostos organicos que séo imobilizados na superficie da silica.
Esta silica funcionalizada tem recebido grande destaque como fase estacionaria
em processos de cromatografia em fase reversa. Atualmente sao utilizados em
cromatografia liquida os derivados da silica: metila (-CHs), octila (-CgHz17),
octadecila (-CisHs7) e fenila (-CsHs) (PAVIA et al., 2009). Alguns derivados da
silica também s&o utilizados em cartuchos para EFS, como o aminopropilsilano,
usado neste projeto.

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

Kaluzny et al. (1985), descreveram o uso da EFS para a separacéao de
classes lipidicas. Foram empregados trés cartuchos com fase estacionéria
aminopropilsilano, condicionados com n-hexano. A mistura de lipidios, contendo
TAG, DAG, MAG, éster colesteril, colesterol, AGL e fosfolipideos, foi dissolvido
em cloroférmio e aplicado no primeiro cartucho. Os lipideos neutros (TAG, DAG,
MAG, éster colesteril e colesterol) foram eluidos com cloroférmio:i-propanol (2:1,
v/v) (Fragédo 1). Os AGL, retidos no cartucho, foram eluidos com 2% de acido

acético em éter dietilico (Fracao 2) e os fosfolipidios foram eluidos com metanol
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(Fracdo 3). A Fracdo 1 foi seca sob nitrogénio, redissolvida em n-hexano e
aplicada no segundo cartucho. Os ésteres de colesterol foram eluidos com n-
hexano (Fracéo 4) e os TAG, DAG, MAG e colesterol ficaram retidos no segundo
cartucho. Este cartucho foi entdo conectado ao terceiro cartucho e uma solucéo
de n-hexano com 1% éter dietilico e 10% cloreto de metileno foi utilizada para
eluir os TAG (Fragao 5). O colesterol retido no sistema formado pelos segundo
e terceiro cartuchos foram eluidos com uma solucdo 5% de acetato de etila em
n-hexano (Fracdo 6). Apods eluicdo do colesterol ficaram retidos no segundo
cartucho os DAG e MAG. Os DAG foram eluidos com uma solucdo 15% de
acetato de etila em n-hexano e os MAG com uma solugé&o de cloroférmio:metanol
(2:1, viv). Através da andlise das recuperacdes de todas as classes de lipidios
envolvidas no estudo, a EFS se mostrou uma técnica apropriada e eficiente.

Hamilton e Comai (1988), descreveram um método simples para a
separacao de lipideos neutros, AGL e lipideos polares. Diferentes proporcdes
dos solventes n-hexano e metil t-butil éter foram empregados para a eluicao
progressiva dos ésteres de colesterol e os TAG obtendo-se ao final do estudo
altas recuperacoes.

Perez-Camino, Moreda e Cert (1996), descreveram um método eficiente
e de boa reprodutibilidade para a determinacdo de isdbmeros dos DAG em 6leos
vegetais, por EFS, seguida pela andlise por CG. Este método permitiu a
guantificacao e separacao de DAG de acordo com o NC, a estrutura isomérica
(1,2 e 1,3) e o grau de instauragao.

Pinkart, Devereux e Chapman (1998), desenvolveram um método por
EFS para a separacao de classes de lipideos encontrados em microorganismos
(polihidroxialcanoatos, fosfolipideos, esterdis, TAG, DAG, MAG e ésteres). O

método é baseado no uso de cartuchos de aminopropilsilano como fase
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estacionaria e lipideos extraidos da cianobactéria Spirulina platensis como
amostra. O método apresentou alto rendimento para todas as classes com
excecao para os esterois e os polihidroxialcanoatos.

Ruiz et al. (2004), utilizaram a EFS para a analise das principais classes
lipidicas (lipideos neutros, acidos graxos livres e lipideos polares) de uma
amostra de musculo de porco. O método adotado foi adaptado do método
desenvolvido por Pinkart, Devereux e Chapman (1998). A gordura intramuscular
foi dissolvida em n-hexano:cloroférmio:metanol (95:3:2) e uma aliquota foi
adicionada a uma coluna de aminopropilsilano, previamente condicionada com
n-hexano. As trés classes de lipideos foram separadas por eluicdo com
diferentes solugbes. O método apresentou alta recuperagdo e alto grau de
separagao.

Li et al. (2009), empregaram a EFS para a separacao de classes lipidicas.
O estudo mostrou que foi possivel a obtencéo de fragdes enriquecidas em uma
determinada classe proveniente do biodiesel. Utilizando de uma fase
estacionaria contendo sais de prata e silica, os autores mostraram que foi
possivel separar ésteres insaturados do biodiesel de soja. Observou-se ao final
do trabalho, que a emissdo de 6xidos de nitrogénio diminuiu e a resisténcia a
oxidacao do combustivel melhorou apés a retirada destes ésteres insaturados.

Nosso grupo de pesquisa (ANDRADE, MAZZEI, d’AVILA, 2011)
desenvolveu um método para a separacdo entre ESMAG e glicerina combinada
(MAG, DAG e TAG) do biodiesel B100, produzido a partir de diferentes
oleaginosas e com diferentes graus de conversao, por EFS, utilizando cartuchos
de aminopropilsilano. Neste trabalho, as fracdes obtidas por EFS, foram
caracterizadas por CLAE-FRNA com detector UV a 205 nm. Os ESMAG foram

eluidos utilizando n-hexano como solvente e a glicerina combinada foi eluida
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utilizando uma mistura de cloroférmio:metanol (2:1, v/v). A EFS obteve alta
recuperacdo e permitiu a separacdo do biodiesel de seus principais
contaminantes.

Nosso grupo de pesquisa (CARDOSO, 2012), utilizou a EFS para separar
o biodiesel da glicerina combinada, gerando fragdes enriquecidas em cada uma
das classes, visando a simplificacdo da sua caracterizacao analitica. As fracfes
obtidas foram analisadas por CLAE-FRNA e CG mostrando uma alta
recuperacado na etapa de extragdo, corroborando os resultados obtidos por
Andrade, Mazzei e d'Avila em 2011.

Ainda em 2012, nosso grupo de pesquisa (SANTOS, 2012) empregou 0
teste colorimétrico do &cido hidroxdmico (TAH) para a identificacdo de
adulteracdes em misturas biodiesel:diesel, por Oleo vegetal. Neste estudo,
empregou-se a EFS para a separacdo da mistura biodiesel:diesel:6leo vegetal
em duas fra¢des, uma constituida de diesel (fracdo F1) e outra constituida de
biodiesel e 6leo vegetal (fracéo F2). A partir da fragé@o F2, foi realizada outra EFS,
para a separacdo da mistura biodiesel:0leo vegetal nas fracdes Fs e Fa,
contendo, respectivamente, biodiesel e 6leo vegetal, baseados no método
desenvolvido por Andrade, 2011. Empregou-se o TAH nas fracdes constituidas
por diesel (fracdo F1), biodiesel (fracdo Fz) e Oleo vegetal (fracdo F4). Como a
fracao F1 € constituida apenas por diesel, esta fracdo ndo apresentou coloracao.
Contudo, as fracdes Fs e F4 apresentaram uma coloragdo amarela, laranja ou
vermelha, dependendo da concentracdo de biodiesel e/ou 6leo vegetal. Com
isso, 0 aparecimento de cor na fragdo F4 € uma forma de identificar a presenca
de adulteracao por 6leo vegetal na mistura biodiesel/diesel.

Em 2013, nosso grupo de pesquisa (FERNANDES, LEITE, 2013)

desenvolveu um método para a identificacdo de adulteracdo em BX, por 6leos

32



vegetais, utilizando duas etapas de EFS, que permitiram separar o diesel, o
biodiesel e a glicerina combinada em fra¢des individuais. Na primeira etapa, a
mistura de diesel:biodiesel:6leo vegetal € aplicada em um cartucho de silica onde
o diesel é separado por cromatografia frontal. O biodiesel e o 6leo vegetal retidos
no cartucho séo eluidos com etanol. ApGs a evaporacao e ressuspensao em n-
hexano, a fracdo contendo o biodiesel e o 6leo vegetal foi adicionada ao segundo
cartucho, de fase estacionaria aminopropilsilano. O biodiesel foi eluido com n-
hexano e a glicerina combinada (MAG, DAG e TAG) com uma solucéo de
cloroférmio metanol (2:1). Os resultados foram analisados por CLAE-FRNA,
espectroscopia na regidao do infravermelho (IV) e pelo teste colorimétrico do
acido hidroxamico. Foi mostrado no estudo que o uso da CLAE-FRNA como
técnica analitica para analise do BX, demanda que a amostra seja submetida a
primeira etapa de EFS, enquanto as técnicas de IV e TAH demandam as duas
etapas de EFS para serem utilizadas.

Em 2014, nosso grupo de pesquisa (BLATT, 2014) desenvolveu uma
metodologia, empregando a cromatografia liquida em coluna, para a separagao
e o isolamento das principais classes de constituintes presentes no biodiesel
(ESMAG, MAG, DAG e TAG). Esta metodologia desenvolvida visa a obtencao
de fragOes enriquecidas em cada uma dessas classes. Os resultados
mostraram que empregando-se uma fase estacionaria de octadecilsilano (C18),
com diferentes composi¢cdes dos solventes metanol e iso-propanol:n-hexano
(5:4, viv), foram obtidas fragcbes distintas, enriquecidas em MAG, DAG, TAG e
em ESMAG, separadamente. Neste estudo, 0 acompanhamento da separacao
obtida através da cromatografia liquida em coluna foi feito por cromatografia
em camada delgada e por CLAE-FRNA. A CLAE se mostrou uma ferramenta

simples, eficiente e bastante Util para a caracterizacdo dos constituintes de
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cada fracdo. Esta técnica mostrou que a separacao e o isolamento das classes

constituintes do biodiesel foi eficiente.

O presente trabalho visa dar continuidade aos métodos desenvolvidos
pelo nosso grupo de pesquisa para a analise do biodiesel. Este projeto, difere
dos demais trabalhos ja realizados pelo grupo, pois utiliza as técnicas de EFS e
CLAE-FRNA objetivando a separacao de cada classe constituinte do biodiesel
(ESMAG, MAG, DAG e TAG), em fragGes individuais enriquecidas, para facilitar
0 emprego de métodos analiticos e possibilitar o futuro desenvolvimento de
padrdes destas classes através do aperfeicoamento do método. Este projeto
difere do realizado por Blatt (2014), pois empregamos cartuchos de EFS (500
mg) contendo fase silica e aminopropilsilano, enquanto que Blatt (2014),
empregou uma coluna de vidro (200 mm de comprimento e 15 mm de diametro

interno) recheada com fase octadecilsilano (C18).
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Capitulo 4. Materiais e Métodos

4.1 Produto de Transesterificacdo de Baixa Conversédo do Oleo de Soja

O produto de transesterificacdo utilizado neste projeto, fornecido pelo
LABCOM, foi produzido a partir do 6leo de soja refinado da marca Liza (Cargill,
Sao Paulo, Brasil) em uma reagcdo de transesterificacdo com metanol anidro
(VETEC, Rio de Janeiro, Brasil), utilizando como catalisador o carbonato de
potassio (MERCK, Darmstadt, Alemanha). A razdo molar entre o 6leo de soja e
o alcool (metanol) foi de 1:3 e o tempo de reacédo foi de 10 minutos, com objetivo
de se produzir um produto de transesterificacéo de baixa conversdo (CARDOSO,
2012).

O produto de transesterificacdo foi previamente caracterizado por
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN H) e CLAE-FRNA. Os
resultados da RMN H mostraram uma conversédo em ésteres de 44% e a CLAE-

FRNA mostrou uma conversao de 34% em ésteres (CARDOSO, 2012).

4.2 Preparo da Amostra do Produto de Transesterificacdo de Baixa
Converséo do Oleo de Soja.

A amostra foi preparada em um micro tubo, dissolvendo-se uma massa
de biodiesel, previamente pesada em balanca analitica eletrénica, em n-Hexano
grau cromatografico (TEDIA, Sao Paulo, Brasil) de modo a se obter uma solucéo

5% (p/v).

4.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em Fase Reversa Nao Aquosa
As analises por CLAE-FRNA foram realizadas de acordo com o método

desenvolvido por Andrade, Mazzei e d’Avila, em 2011. Foi utilizada uma coluna
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Thermo Scientific Acclaim™ 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 diametro de poro. Empregou-se uma pré-coluna Thermo Scientific
Acclaim™ de 10 mm de comprimento por 4,6 mm de diametro interno, com fase
estacionaria octadecilsilano de 5 um de diametro de particula, com 120 A de
didmetro de poro. A fase movel foi composta por metanol (A) e uma solugéo de
iIso-propanol:n-hexano (5:4, v/iv) (B). As fases foram sonicadas por 30 minutos
antes do uso. As analises foram realizadas a temperatura de 40 °C (temperatura
do forno) com vazédo de 1 mL/min e deteccdo UV a 205 nm. Empregou-se o
equipamento da Thermo Scientific (Massachusetts, EUA) modelo Ultimate 3000,
composto por uma bomba quaternaria modelo LPG-3400 SD, um detector por
varredura de espectro ao ultravioleta modelo DAD-3000 e um injetor automatico
modelo WPS-3000 SL com alga de amostragem de 100 pL. Foi utilizado 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 elui¢cao
isocratica com 100 % de B por mais 5 minutos. O tempo de analise total foi de
40 minutos. O volume de injecdo das amostras foi de 10 yL. Cada amostra foi
injetada em triplicata, e os cromatogramas foram analisados, integrados e
convertidos para Excel 2013 (Microsoft, Estados Unidos) pelo programa de
aquisicao Chromeleon.

A tabela 5 mostra 0s componentes presentes no produto de
transesterificacdo identificaveis pelo método da CLAE-FRNA (ANDRADE,
MAZZEl e d’AVILA, 2011), sua notacdo e codigo de identificacdo nos
cromatogramas, além do namero de carbono equivalente (NCE) e nimero de

ligacdes duplas (NLD). A presenca ou auséncia destes componentes, assim
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como sua concentragao, variam de acordo com a oleaginosa usada na producéo

do biodiesel e do grau de conversao da reacdo de transesterificacao.
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Tabela 5: Componentes identificaveis no produto de transesterificacdo pelo
método da CLAE-FRNA (adaptado de ANDRADE, MAZZEI e d’AVILA, 2011).

~ Cdédigo
Classes  Nome Notacéo (NCE)[NLD]
MAG Monolinolenina Ln A (12) [3]
Monolinoleina L B (14) [2]
Monooleina 0] 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-linolenoil-glicerol LLn H (26) [5]
D|_I|nole|na +Oleoil-linolenoil- LL + OLn | (28) [4]
glicerol
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!nole0|I-.I|noler'10|l-.gllcerol+ LLLn+OLnLn O (40) [7]
Dilinolenoil-oleoil-glicerol
'I_'rlllnole_lnafr oleoil-linoleoil- LLL+OLLn P (42) [6]
linolenoil-glicerol
Dilinoleoil-oleoil-glicerol+ OLL+OO0LN Q (44) [5]
Dioleoil-linolenoil-glicerol
Dioleoil-linoleoil-glicerol OOL R (46) [4]
Trioleina 000 S (48) [3]
Dioleoil-gadoleoil-glicerol 00G T (50) [3]

A nomenclatura e notacéo séo utilizadas sem identificagdo dos isdbmeros de posicdo sn-2 e sn-1
dos MAG e dos isdmeros sn-1,2 e sn-1,3 dos DAG, quando estes existem.
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4.3.1 Determinacéo da Area Corrigida
A érea corrigida (Ac) de cada componente (codigos A até T — tabela 5)

identificado no cromatograma obtido por CLAE, foi determinada através da

equacao 1.
4 E ao 1
= uacao
Onde:

Ac e A referem-se, respectivamente, as areas, em mAU x min, corrigida e obtida

diretamente de cada componente.

As areas corrigidas de cada classe de componentes (ESMAG, MAG, DAG

e TAG) foram obtidas através da soma das Ac dentro de cada classe.

4.4 Extracdo em Fase Solida

4.4.1 Reagentes

Os reagentes utilizados na EFS foram: éter de petroleo (P.A., ISOFAR,
Rio de Janeiro, Brasil), alcool etilico (P.A., 99,8% de pureza, ACS), éter etilico
(P.A., ACS), cloroférmio (VETEC, Rio de Janeiro, Brasil) e n-hexano (TEDIA,

Séo Paulo, Brasil).

4.4.2 Separacao de ESMAG, TAG, DAG e MAG por EFS
A separagao dos principais componentes e contaminantes do biodiesel
(ESMAG, MAG, DAG e TAG) em fracgOes individuais foi realizada em trés etapas

de EFS como apresentado na figura 4.
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EsMAG + TAG
+ DAG + MAG

!

Solugdo B I Solugdo A
F2 DAG + MAG F1 EsMAG + TAG
U H
Solugdo E I Solugdo B Solugdo C I Solugdo D
F& DAG F& MAG F3 | EsMAG F4 TAG

Figura 4: Representacdo esquematica do método de separacdo dos EsMAG,
MAG, DAG e TAG, por EFS. Onde os cartuchos (1) e (3) sédo constituidos da
fase estacionéria silica, 500mg, 3 mL, tamanho de particula 230-400 mesh,
marca SILICYCLE ULTRA PURE e o cartucho (2) da fase estacionaria
aminopropilsilano, 500 mg, 3 mL, tamanho de particula 40 ym, marca Bond Elut.
As fases moéveis sao constituidas por: solucéo A- 15% (v/v) éter dietilico em éter
de petréleo, solucdo B- éter dietilico, solucdo C- n-hexano, solucdo D-
cloroférmio:metanol (2:1) e solucdo E- 45% (v/v) éter dietilico em éter de

petroleo.

Para realizar as extracdOes foi utilizado um equipamento de extragdo em
fase sélida (Manifold), conforme representacédo esquematica mostrada na figura
5. Os cartuchos foram acoplados ao Manifold e submetidos a vacuo,
empregando uma vazéo de aproximadamente 1mL/min, para a eluicdo das fases

moveis. Cada fragdo obtida foi coletada em um tubo de ensaio.
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Figura 5: Representacdo esquematica do sistema analitico usado na EFS
(adaptado de LANCAS, 2004).

Os trés cartuchos usados nas etapas de EFS foram condicionados com
duas porcbes de 2 mL de n-hexano, totalizando 4 mL. Todos o0s processos de
evaporacdo das fracbes e aliquotas foram executados sob fluxo lento de
nitrogénio. As transferéncias volumeétricas da amostra, residuos e eluentes foram
realizadas utilizando pipetadores automaticos de volume variavel (100-1000 uL

ou 10-100 uL) da marca BRAND (Wertheim, Alemanha).

4.4.2.1 Primeira EFS (obtencéo de fragdes enriquecidas em ESMAG e TAG
— Fracéo 1 e em DAG e MAG - Fragéo 2)

Uma aliquota de 200 pL da amostra (produto de transesterificacdo de
baixa conversdo do 6leo de soja), na concentracdo de 5% (p/v) em n-hexano
grau cromatografico (TEDIA, Sao Paulo, Brasil), foi transferida diretamente para
um vial, para servir como amostra controle da primeira EFS (primeiro controle) e

permitir o célculo do rendimento desta etapa. Esta aliquota, foi evaporada até
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secura, sob fluxo lento de nitrogénio e diluida em 1,2 mL de solucéo i-propanol:n-
hexano (5:4 v/v).

O cartucho 1 (fase estacionaria silica, 500mg, 3 mL, tamanho de particula
230-400 mesh, marca SILICYCLE ULTRA PURE) — (1, figura 4) foi acoplado ao
sistema de EFS (manifold) e condicionado com duas porcoes de 2 mL de n-
hexano, totalizando 4 mL. Uma aliquota de 200 yL da amostra (produto de
transesterificacdo de baixa conversédo do 6leo de soja), constituida de ESMAG,
TAG, DAG e MAG, foi aplicada no cartucho 1. A fracdo 1 (F1, figura 4),
constituida majoritariamente de EsSMAG e TAG, foi eluida com 8 mL de solucéo
15% (v/v) de éter dietilico em éter de petréleo (Solucdo A, figura 4). A fracdo 2
(F2, figura 4), constituida majoritariamente pelos MAG e DAG retidos no
cartucho 1, foi eluida com 5 mL de éter dietilico (Solugdo B, figura 4). 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, para que os analitos
apresentem o mesmo fator de diluicdo da amostra controle da primeira EFS

(primeiro controle).

4.4.2.2 Segunda EFS (obtencédo de fracdes enriquecidas em ESMAG -
Fracdo 3 e em TAG - Fracéo 4)

Uma aliguota de 200 uL da fracdo 1, constituida majoritariamente por
ESMAG e TAG, foi evaporada até secura, sob fluxo lento de nitrogénio e diluida
em 400 pL de solugao iso-propanol:n-hexano (5:4 v/v), para servir como amostra
controle da segunda extracdo (segundo controle) e permitir o calculo do
rendimento desta etapa. O cartucho 2 (fase estacionaria aminopropilsilano, 500
mg, 3 mL, tamanho de particula 40 ym, marca Bond Elut) — (2, figura 4) foi

acoplado ao manifold e condicionado com duas por¢des de 2 mL de n-hexano,
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totalizando 4 mL. A fracdo 3 (F3, figura 4), constituida majoritariamente pelos
ESMAG, foi eluida com 8 mL de n-hexano (Solucéo C, figura 4). A fracdo 4 (F4,
figura 4), constituida majoritariamente pelos TAG retidos no cartucho 2, foi
eluida com 5 mL de solugéo cloroférmio:metanol (2:1, v/v) (Solugéo D, figura 4).
Ambas as fracdes foram evaporadas até secura, sob fluxo lento de nitrogénio e
os residuos foram diluidos em 400 yL de solugéo iso-propanol:n-hexano (5:4

VIV).

4.4.2.3 Terceira EFS (obtencéo de fracdes enriquecidas em DAG - Fragéo 5
e em MAG - Fracéao 6)

Uma aliquota de 200 yL da fracdo 2, constituida majoritariamente por
DAG e TAG, foi evaporada até secura, sob fluxo lento de nitrogénio e diluida em
400 yL de solugao iso-propanol:n-hexano (5:4 v/v), para servir de amostra
controle da terceira extracao (terceiro controle) e permitir o calculo do rendimento
desta etapa. O cartucho 3 (fase estacionaria silica, 500mg, 3 mL, tamanho de
particula 230-400 mesh, marca SILICYCLE ULTRA PURE) - (3, figura 4) foi
acoplado ao manifold e condicionado com duas por¢des de 2 mL de n-hexano,
totalizando 4 mL. A fracdo 5 (F5, figura 4), constituida majoritariamente pelos
DAG, foi eluida com 5 mL de solugao 45% (v/v), de éter dietilico em éter de
petréleo (Solucdo E, figura 4). A fracdo 6 (F6, figura 4), constituida
majoritariamente pelos MAG retidos no cartucho 3, foi eluida com 6 mL de éter
dietilico. Ambas as fracdes foram evaporadas até secura, sob fluxo lento de
nitrogénio e os residuos foram diluidos em 400 yL de solugéo iso-propanol:n-
hexano (5:4 v/v).

ApoOs a terceira extragcao, os vials contendo as fracfes 1 e 2 dissolvidas

em 800 uL de n-hexano (volume restante apos a retirada das aliquotas para as
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amostras controle e para injecdo no cartucho) tiveram seus contetudos
evaporados e ressuspensos em 800 pL de solugéo iso-propanol:n-hexano (5:4
vIV).

Todo o método de separacédo, por EFS, foi realizado em triplicata e todas
as amostras controle e fragoes obtidas foram analisadas em triplicata, por CLAE-

FRNA, de acordo com a técnica descrita no item 4.3.

4.4.3 Determinagédo da recuperagao
A recuperagao de cada classe (Rciasse) de componentes (MAG, ESMAG,
DAG e/ou TAG) presentes nas fragOes obtidas pelo processo de EFS foi

determinada através da equagéao 2.

Relasse = 100 x (M) Equacéo 2

Acontrole
Onde:
Aciasse € Acontrole referem-se, respectivamente, as areas de cada classe de
componentes, obtidas por CLAE, apdés o processo de EFS e das amostras

controle correspondentes.

4.4.4 Determinacao da composicéao
A composicao relativa percentual de cada classe (Cciasse) de componentes
(MAG, ESMAG, DAG e/ou TAG) presente nas fracOes obtidas pelo processo de

EFS foi determinada através da equacéao 3.

Cclasse = 100 x (M) Equacdo 3

Tciasse

Onde:
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Aciasse € ATclasse referem-se, respectivamente, as areas de cada classe e de

todas as classes de componentes, obtidas por CLAE, ap0s o processo de EFS.

4.4.5 Fator de Recuperagéo
O fator de recuperacéo de cada classe (Efciasse) de componentes (MAG,
ESMAG, DAG e TAG) ao final de todas as etapas de EFS é determinado pela

equacao 4.

Efclasse = (R1l¢iasse X R2¢1asse)/100 Equacao 4
Onde:

Rlciasse € R2classe referem-se, respectivamente, as recuperagdes percentuais de
cada classe calculadas pela equacédo 2 apds a primeira e segunda EFS pela

gual sdo submetidas (primeira e segunda EFS para ESMAG e TAG e primeira e

terceira EFS para MAG e DAG).
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Capitulo 5. Resultados e Discussao

5.1 Anélise do Produto de Transesterificacdo de Baixa Conversio do Oleo
de Soja por CLAE-FRNA

Uma aliquota do produto de transesterificacédo de baixa converséo do 6leo
de soja (sem ser submetida a nenhuma etapa de EFS) foi separada como
amostra controle da primeira etapa de EFS (primeiro controle). A aliquota foi
analisada por CLAE-FRNA como descrito no item 4.3. O cromatograma obtido

€ mostrado na figura 6.

EsMAG

1040 E

830

Altura (mAU)

0 5 10 15 20 25 30
Tempo (min)

Figura 6: Cromatograma, obtido por CLAE-FRNA, do produto de

transesterificacdo do 6leo de soja de baixa converséo.

O resultado apresentado na figura 6 mostra que a amostra controle da
primeira EFS (primeiro controle) apresenta todas as quatro classes de
constituintes do biodiesel separadas em regides bem definidas: MAG (picos A,
B e C, 4 a 5 minutos), ESMAG (picos D, E e F, 5 a 10 minutos), DAG (picos H, I,

JelL, 10 a 18 minutos), e TAG (picos M, N, O, P, Q e R, 20 a 25 minutos), Os
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picos marcados com asterisco (*) sdo atribuidos a presenca de residuos de
solventes ndo evaporados (figuras 1 a 5 - Anexo). A figura 7 mostra o
cromatograma do produto de transesterificacdo do 6leo de soja de baixa

conversao aproximado na regido dos MAG.

MAG

550 B

438

326

Altura (mAU)

214

102

-10

Tempo (min)

Figura 7: Cromatograma, obtido por CLAE-FRNA, do produto de
transesterificacéo do 6leo de soja de baixa conversédo — aproximacao na regiao
dos MAG.

Os picos correspondentes aos MAG (picos A, B e C) podem ser
identificados observando-se a figura 7. Os trés picos sao eluidos em um
intervalo inferior a um minuto sendo apenas a monolinoleina (pico B) presente
em quantidade significativa.

A ordem na qual os acilglicerdis séo eluidos esta diretamente relacionada
ao NCE (HOLCAPEK et al., 1999, HOLCAPEK et al., 2001 e ANDRADE, MAZZEI
e d’AVILA, 2011), como mostrado por Andrade, 2011. Nas condicées utilizadas,
a CLAE-FRNA néo foi capaz de separar componentes com mesmo NCE. Sendo

assim, os isdmeros de posi¢cao sn-2 e sn-1 dos MAG e os isdmeros sn-1,2 e sn-
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1,3 dos DAG nao foram separados e portanto cada pico contém ambos 0s
isbmeros. Ainda dentro da classe dos DAG, a LL também néo foi separada do
OLn, por terem o mesmo NCE. Os pares de TAG, LLLn/OLnLn (NCE 40),
LLL/OLLNn (NCE 42) e OLL/OOLN (NCE 44) também néo foram separados por
este método (ANDRADE, MAZZEI| e d’AVILA, 2011). A tabela 6 apresenta as
composicoes (%), em MAG, ESMAG, DAG e TAG, da amostra controle da
primeira EFS (primeiro controle) do produto de transesterificacdo do dleo de soja

de baixa converséo; calculadas pela equacéo 2.

Tabela 6: Composicdes (%), em MAG, ESMAG, DAG e TAG, da amostra
controle da primeira EFS (primeiro controle) do produto de transesterificacao do

Oleo de soja de baixa converséo.

Componente Composicao (%)
MAG 7,7+1,22
ESMAG 59,9+0,42
DAG 17,1+0,82
TAG 15,3+0,82

dIncertezas calculadas pelo desvio padréo das réplicas.

Os resultados apresentados na Tabela 6 mostram que a amostra controle
da primeira EFS (primeiro controle), referente ao produto de transesterificacéo
do dleo de soja de baixa conversao € constituida majoritariamente por ESMAG
(59,9%). Esta amostra controle também apresenta quantidade significativa de
TAG (15,3%), materiais ndo convertidos durante a reagao de transesterificagao,
e de DAG (17,1%) e MAG (7,7%), intermediarios formados durante a reacdo de

transesterificagéo.
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5.2 Andlise das Fracdes obtidas, por EFS, por CLAE-FRNA

5.2.1 Fragbes da Primeira EFS

A primeira EFS foi realizada com o objetivo de separar a amostra do
produto de transesterificacdo de baixa converséo do 6leo de soja, constituida de
ESMAG, MAG, DAG e TAG em duas fra¢des, uma constituida de ESMAG e TAG
(fracdo 1) e outra constituida de MAG e DAG (fracdo 2). Os cromatogramas das
fracbes 1 e 2 podem ser vistos nas figuras 8 e 9 respectivamente. As
composicoes das fracdes 1 e 2 bem como as recuperagcbes de cada classe
constituinte da amostra, calculadas pela equacé&o 4, podem ser vistos na tabela

7 e 8 respectivamente.
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Figura 8: Cromatograma, obtido por CLAE-FRNA, da fracéo 1, contendo ESMAG
e TAG, obtida na primeira EFS através da eluicdo com solugdo 15% (v/v) de éter

dietilico em éter de petroleo.
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Como pode ser observado pelo cromatograma apresentado na figura 8,
a fracdo 1 é constituida majoritariamente de ESMAG (picos D, E e F, na regido
de 5 a 10 minutos) e TAG (picos M, N, O, P, Q e R, naregido de 20 a 25 minutos).
Nesta fracdo néo foi detectada a presenca de DAG e MAG. Podemos observar
a presenca de picos de baixa intensidade na regido dos 2 a 5 minutos (*)

pertencentes a residuos ndo evaporados de solvente (figura 1 — anexo).

Tabela 7: Composicéo (%) da fracdo 1 obtida pela primeira EFS e recuperagéo

(%) das classes constituintes em relacéo a primeira amostra controle.

Componente Composicao (%) Recuperacgéo (%)
MAG 0 -
EsSMAG 79,5+0,2° 95,6+3,6°
DAG? 0 -
TAG 20,5+0,9° 96,1+3,4°

2N&o foi detectado DAG e MAG na Fracéo 1, obtida pela primeira EFS.
bIncertezas calculadas pelo desvio padrédo das réplicas.

Os resultados apresentados na tabela 7 mostram que a fracdo 1, obtida
pela primeira EFS, é composta majoritariamente por ESMAG (79,5%) com
guantidade significativa de TAG (20,5%). A recuperacdao em ESMAG e TAG foi

superior a 95% e nao foi detectada a presenca de DAG e MAG nesta fracao.

52



MAG

490 B

365

DAG
240 J

Altura (mAU)

115 L

* *
L‘\ H
-10 ”

0 5 10 15 20 25 30
Tempo (min)

Figura 9: Cromatograma, obtido por CLAE-FRNA, da fracéo 2, Contendo MAG

e DAG, obtida na primeira EFS através da eluigdo com éter dietilico.

Através do cromatograma apresentado na figura 9, pode-se observar que
a fragcéo 2 é constituida de MAG (picos A e B, na regiao de 4 a 5 minutos) e DAG
(picos H, I, J e L, naregidao de 10 a 18 minutos). Nesta fracdo néo foi detectada
a presenca de ESMAG (picos D, E e F, 5 a 10 minutos) e TAG (picos M, N, O, P,
Q e R, 20 a 25 minutos). Os picos marcados com asterisco (*) sdo atribuidos a

presenca de residuos de solventes ndo evaporados (figura 2 — anexo)

53



Tabela 8: Composicéo (%) da fracdo 2 obtida pela primeira EFS e recuperacao

(%) das classes constituintes em relagao a primeira amostra controle.

Componente Composicao (%) Recuperacao (%)
MAG 30,3+1,02 92,2+2,52
ESMAGP 0 -
DAG 69,7+0,42 95,0+3,72
TAGP 0 -

dIncertezas calculadas pelo desvio padrdo das réplicas.
®N&o foram detectados ESMAG e TAG na Fracgéo 2, obtida pela primeira EFS.

Os resultados apresentados na tabela 8 mostram que a fragéo 2, obtida
pela primeira EFS, € composta majoritariamente por DAG (69,7%) com
quantidade significativa de MAG (30,3%). A recuperacao de ambas as classes
foi superior a 92% e nao foram detectadas as presencas de ESMAG e TAG nesta

fracéo.

A separacdo da amostra constituida de ESMAG, MAG, DAG e TAG em
duas fragcOes, uma constituida de ESMAG e TAG (fracdo 1) e outra constituida
de MAG e DAG (fracdo 2) acontece desta forma em virtude da diferenca de
polaridade dos componentes. Os DAG e MAG, mais polares, ficam retidos na
fase estacionéaria constituida por silica, enquanto os TAG e ESMAG, menos
polares sdo eluidos com solucédo 15% (v/v) de éter dietilico em éter de petrdleo,
de baixa polaridade. Em seguida, a mudanca de fase mével para o éter dietilico,
mais polar que a solucdo anterior, faz com que os DAG e MAG que estavam
retidos no cartucho, sejam eluidos.

A primeira EFS apresentou recuperacdes de todas as classes

constituintes (EsMAG, MAG, DAG e TAG) superiores a 92%, além de alta
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eficiéncia ao separar as classes mais polares (MAG e DAG) das menos polares

(TAG, ESMAG).

5.2.2 FragOes da Segunda EFS

A segunda EFS foi realizada com o objetivo de separar os ESMAG e TAG
presentes na fracdo 1 em duas fracdes, uma constituida de ESMAG (fracdo 3) e
outra contendo os TAG (fragdo 4). Para isso, uma aliquota da fragdo 1 foi
aplicada em um cartucho de fase aminopropilsilano, a fragéo 3 foi eluida com n-
hexano e a fracédo 4 com solucéo de cloroférmio:metanol (2:1).

As fracdes obtidas através da segunda EFS encontravam-se em diluicdes
diferentes a diluicdo da fragdo 1. Sendo assim, foi necessario usar uma segunda
amostra controle (segundo controle) para realizar os calculos de rendimento
desta etapa. O cromatograma correspondente ao segundo controle € exibido na
figura 10. As composic¢des sdo idénticas as da fragdo 1 porém as concentracées

sao diferentes.
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Figura 10: Cromatograma, obtido por CLAE-FRNA, da segunda amostra
controle, contendo ESMAG e TAG (Fragao 1 da 12 Extragao).

Como pode ser observado pelo cromatograma apresentado na figura 10,
a segunda amostra controle é constituida majoritariamente de EsSMAG (picos D,
E e F, na regido de 5 a 10 minutos) e TAG (picos M, N, O, P, Q e R, na regiao
de 20 a 25 minutos). Nao foi detectada a presenca de DAG e MAG nesta fragéo.
Podemos observar a presenca de picos de baixa intensidade na regiao entre 2
e 5 minutos (*) atribuidos a presenca de residuos de solventes ndo evaporados
(figuras 1, 2 e 3— anexo).

Os cromatogramas das fracdes 3 (constituida majoritariamente por
ESMAG) e 4 (constituida majoritariamente por TAG) podem ser vistos nas
figuras 11 e 12, respectivamente. As composicOes das fracbes 3 e 4 e as
recuperacoes de cada classe constituinte, podem ser vistas na tabela 9 e 10

respectivamente.
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Figura 11: Cromatograma, obtido por CLAE-FRNA, da fracdo 3, contendo

ESMAG, obtida na segunda EFS através da eluicdo com n-hexano.

Através do cromatograma apresentado na figura 11, pode-se observar
gue a fracdo 3 é constituida majoritariamente de EsMAG (picos D, E e F, na
regidao de 5 a 10 minutos). Nesta fracdo nao foi detectada a presenca de TAG
(picos M, N, O, P, Q e R, naregiao de 20 a 25 minutos) e DAG (picos H, I, Je L,
na regiao de 10 a 18 minutos). Contudo, observamos a presenca de picos de
baixa intensidade na regido de 2 a 5 minutos (*) que séo atribuidos a presenca

de residuos de solvente ndo evaporados (figura 1, 3 e 4— anexo).
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Tabela 9: Composicao (%) da fracdo 3 obtida pela segunda EFS e recuperacéo

(%) das classes constituintes em relagdo a segunda amostra controle.

Componente Composicao (%) Recuperacao (%)
MAG 0 -
ESMAG 100 94,9+1,4°
DAG? 0 -
TAG? 0 -

aNao foram detectados DAG e TAG na Fracéo 3, obtida pela segunda EFS.
bIncertezas calculadas pelo desvio padrédo das réplicas.

Os resultados apresentados na tabela 9 mostram que a fragéo 3, obtida
pela segunda EFS, é composta por ESMAG (100%). A recuperacdo em ESMAG
foi superior a 94% e ndo foram detectadas as presencas de MAG, DAG e TAG

nesta fragao.
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Figura 12: Cromatograma, obtido por CLAE-FRNA, da fracdo 4, contendo TAG,
obtida na segunda EFS através da eluicdo com solucdo cloroférmio:metanol
(2:1).
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Através do cromatograma apresentado na figura 12, pode-se observar
gue a fracéo 4 é constituida de TAG (picos M, N, O, P, Q e R, naregido de 20 a
25 minutos). Nesta fracdo néo foi detectada a presenca de EsSMAG (picos D, E
e F, na regido de 5 a 10 minutos), DAG (picos H, I, J e L, na regido de 10 a 18
minutos) e MAG (picos A, B e C na regido de 4 a 5 minutos). Os picos de baixa
intensidade na faixa de 2 a 5 minutos (*) sdo devidos a residuos de solvente ndo

evaporados (figura 1 a 5 — anexo).

Tabela 10: Composicao (%) da fracao 4 obtida pela segunda EFS e recuperacéo

(%) das classes constituintes em relacdo a segunda amostra controle.

Componente Composicao (%) Recuperacao (%)
MAG 0 -
ESMAG? 0 -
DAG? 0 -
TAG 100 97,5+0,4°

2N&o foram detectados ESMAG e DAG na Fracéo 4, obtida pela segunda EFS.
bIncertezas calculadas pelo desvio padrédo das réplicas.

Os resultados apresentados na tabela 10 mostram que a fragcéo 4, obtida
pela segunda EFS, é composta por TAG (100%). A recuperacdo em TAG foi
superior a 97% e nao foram detectadas as presencas de MAG, DAG e ESMAG
nesta fracao.

Antes da segunda etapa de EFS a amostra contém ambos TAG e ESMAG
como classes constituintes. Apds a EFS fica evidente a separacéo das classes

constituintes em duas fracées enriquecidas em apenas um componente cada. A
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fracdo 3 é constituida por ESMAG, enquanto a fracao 4 por TAG e a recuperacao
desta etapa foi superior a 94% para ambas as classes.

A EFS usando o cartucho de fase aminopropilsilano foi descrita por
Andrade, Mazzei e d’Avila, em 2011, para separar o biodiesel (ESMAG) da
glicerina combinada (MAG, DAG, TAG). Neste projeto, aplicou-se a EFS usando

0 mesmo cartucho para a separagéo dos ESMAG dos TAG.

5.2.3 Fracdes da Terceira EFS

A terceira EFS foi realizada com o objetivo de separar os DAG e MAG
presentes na fracdo 2 em duas fragdes, uma constituida de DAG (fracéo 5) e
outra contendo os MAG (fracdo 6). Para isso, uma aliquota da fracdo 2 foi
aplicada em um cartucho de fase silica. A fracdo 5 foi eluida com uma solucao
45% (v/v) de éter dietilico em éter de petréleo e a fragdo 6 com éter dietilico.

As fragOes obtidas através da terceira EFS encontravam-se em diluicdes
diferentes da diluicdo da fracédo 2. Sendo assim foi necessério usar uma terceira
amostra controle (terceiro controle) para realizar os calculos de rendimento desta
etapa. O cromatograma correspondente ao terceiro controle é exibido na figura
13. As composicdes sdo idénticas as da fracdo 2 porém as concentracdes sdo

diferentes.
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Figura 13: Cromatograma, obtido por CLAE-FRNA, da terceira amostra controle,

constituida de MAG e DAG (Fragéo 2 da 12 extracao).

Como pode ser observado pelo cromatograma apresentado na figura 13
a terceira amostra controle é constituida de MAG (picos A e B, naregido de 2 a
5 minutos) e DAG (picos H, I, J e L, na regido de 10 a 18 minutos). Nao foi
detectada a presenca de ESMAG (picos D, E e F, na regido de 5 a 10 minutos)
e TAG (picos M, N, O, P, Q e R, na regido de 20 a 25 minutos) nesta amostra.
Os picos de baixa intensidade (*) anteriores aos MAG se devem a presenca de
residuos de solventes ndo evaporados (figura 1 e 2 — anexo).

Os cromatogramas das fracdes 5 (constituida majoritariamente por DAG)
e 6 (constituida por MAG) podem ser vistos nas figuras 14 e 15 respectivamente.
As composicdes das fracdes 5 e 6 e as recuperacdes de cada classe constituinte,

podem ser vistas na tabela 11 e 12, respectivamente.
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Figura 14: Cromatograma, obtido por CLAE-FRNA, da fracdo 5, constituida de
DAG, obtida na terceira EFS através da eluicdo com solucéo 45% de éter dietilico

em éter de petroleo.

A partir do cromatograma apresentado na figura 13, podemos observar
gue a fracdo 5 é constituida majoritariamente de DAG (picos H, |, J e L, na regido
de 10 a 18 minutos). Nao foi detectada a presenca de ESMAG (picos D, E e F,
na regido de 5 a 10 minutos) e TAG (picos M, N, O, P, Q e R, naregido de 20 a
25 minutos) nesta fracdo. Contudo, observamos a presenca de picos de pequena
intensidade na regido dos MAG (picos B e C na regiao de 4 a 5 minutos). Os
picos de baixa intensidade anteriores aos MAG (*), sdo atribuidos a presenca de

residuos de solvente ndo evaporado (figura 1, 2 e 5 — anexo).
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Tabela 11: Composicao (%) da fragcéo 5 obtida pela terceira EFS e recuperacéo
(%) das classes constituintes em relagdo a terceira amostra controle.

Componente Composicao (%) Recuperacao (%)
MAG 0,3+0,2 -
ESMAG? 0 -
DAG 99,7+1 84,7+8,2°
TAG? 0 -

aNao foram detectados ESMAG e TAG na Fragéo 5, obtida pela terceira EFS.
bIncerteza calculada pelo desvio padréo das réplicas.

Os resultados apresentados na tabela 11 mostram que a fragédo 5, obtida
pela terceira EFS, é composta majoritariamente por DAG (99,7%). Contudo,
observamos a presenca de quantidades relativamente pequenas de MAG (0,3
%). A recuperacdo em DAG foi superior a 84% e ndo foram detectadas as

presencas de TAG e ESMAG nesta fragao.
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Figura 15: Cromatograma, obtido por CLAE-FRNA, da fracdo 6, constituida de

MAG, obtida na terceira EFS através da eluicdo com éter dietilico.
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A partir do cromatograma apresentado na figura 14, podemos observar
gue a fracdo 6 é constituida majoritariamente de MAG (picos A e B, na regido de
4 a 5 minutos). Nao foi detectada a presenca de ESMAG (picos D, E e F, na
regido de 5 a 10 minutos), DAG (picos H, I, J e L, na regido de 10 a 18 minutos)

e TAG (picos M, N, O, P, Q e R, na regido de 20 a 25 minutos) nesta fracéo.

Tabela 12: Composicao (%) da fragcéo 6 obtida pela terceira EFS e recuperagéo

(%) das classes constituintes em relagdo a terceira amostra controle.

Componente Composicao (%) Recuperacao (%)
MAG 100 88,7+3,4°
ESMAG? 0 -
DAG? 0 -
TAG? 0 -

aN&o foram detectados ESMAG, DAG e TAG na Fracéo 6, obtida pela terceira EFS.
bIncerteza calculada pelo desvio padréo das réplicas.

A separacao da fracdo 2 (constituida de MAG e DAG) em duas fracdes,
uma constituida de DAG (fracdo 5) e outra constituida de MAG (fracéo 6) é
possivel em virtude da diferenca de polaridade dos componentes. Os DAG (ver
figura 2, pagina 10), que possuem uma hidroxila, s&o menos polares que 0s
MAG, que possuem duas hidroxilas, por isso, interagem menos com a fase
estacionaria constituida por silica. Sendo assim, os DAG sao eluidos com
solucao 45% de éter dietilico em éter de petréleo (menos polar) antes dos MAG,
eluidos com éter dietilico (mais polar).

As recuperacOes das classes constituintes (tabelas 11 e 12) para esta
etapa de EFS foram menores que as recuperacdes das etapas anteriores, sendo

de 84,748,2 %, para os DAG e 88,7+3,4 %, para os MAG.
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5.2.4 Fator de Recuperacéo

O fator de recuperacédo, proposto neste trabalho, definido como o fator de
recuperacdo maxima de uma amostra de biodiesel apds ser submetida a
sequéncia de EFS como descrito no item 4.4.5, dado pela equacgdo 3, foi

calculada e os resultados encontram-se na tabela 13.

Tabela 13: Fator de recuperacao das classes constituintes do biodiesel apos a

sequéncias de EFS.

Componente Fator (%)
MAG 81,8+3,22
EsMAG 90,9+2,9
DAG 80,4+4,8?2
TAG 93,7+3,22

4Incertezas calculadas pelo desvio padréo das réplicas.

Os resultados exibidos na tabela 13, mostram que o fator de recuperacéo
das classes mais polares (MAG e DAG) estao na ordem de 80%, sendo menores
gue o fator de recuperacédo das classes menos polares (ESMAG e TAG) que
estdo na ordem de 90%. Esta diferenca pode ocorrer devido a adsorcoes
irreversiveis das classes mais polares na fase estacionaria constituida de silica,
0 que faz uma parte destas classes ndo serem eluidas com os solventes

utilizados.
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Capitulo 6. Conclusdes

O método proposto neste projeto, baseado na EFS, foi capaz de gerar
fracOes enriquecidas em cada uma das principais classes constituintes do
biodiesel (MAG, DAG, TAG e ESMAG). Desta forma, o método desenvolvido
possui potencial para ser empregado na obtencdo de padrdes aplicaveis no
controle da qualidade do biodiesel simplificando assim a caracterizagdo quimica
do biodiesel por métodos analiticos, como por exemplo, a CLAE.

A implementacdo do método proposto para obtencdo de padrdes pelos
laboratérios de controle de qualidade para seu proprio abastecimento é viavel e
vantajoso, uma vez que apresentou fator de recuperacdo superior a 80% em
todas as classes de componentes (MAG — 81,8%, ESMAG — 90,7%, DAG —
80,4% e TAG — 93,7%).

A analise, por CLAE-FRNA, das fracGes obtidas na EFS do produto de
transesterificacdo de baixa conversao do 6leo de soja, mostrou que a separacao

e o isolamento das classes constituintes do biodiesel foi eficiente.
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Capitulo 7. Perspectivas Futuras
Dentre as perspectivas futuras para a continuidade do projeto, podemos
destacar:

1. Planejar o isolamento de materiais de referéncia das classes (EsMAG,
MAG, DAG e TAG), através de transposicOes de escala, a partir dos
dados de recuperacdo e eficiéncia obtido no desenvolvimento dos

métodos analiticos, para biodiesel de diversas oleaginosas;

2. Isolar materiais de referéncia das classes (ESMAG, MAG, DAG e TAG) ou

de seus constituintes para biodiesel de diversas oleaginosas;

3. Realizar os estudos de caracterizacdo do Material de Referéncia,
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Figura 1: Cromatograma obtido por CLAE-FRNA da solugéo A (15% (v/v) éter

dietilico em éter de petroleo)
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Figura 2: Cromatograma obtido por CLAE-FRNA da solucéo B (éter dietilico)
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Figura 3: Cromatograma obtido por CLAE-FRNA da solu¢céo C (n-hexano)
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Figura 4: Cromatograma obtido por CLAE-FRNA da solucdo D

(cloroférmio:metanol (2:1)).
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