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RESUMO

MATTOS, Danielle Ignacio Mangano de. Transposicdo de escala da
cromatografia liquida semipreparativa na obtencao de frac6es de acilglicerois.
Rio de Janeiro, 2019. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias) — Curso de P6s-Graduacéao
em Engenharia de Processos Quimicos e Bioquimicos da Escola de Quimica,
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

A partir da insercdo do biodiesel na matriz energética brasileira, se fez necessario
assegurar sua qualidade ao longo de toda a cadeia produtiva. O biodiesel é produzido
por meio da reacdo de transesterificacdo de 6leos vegetais e gorduras animais.

A transesterificacdo ocorre por meio de reacdes sucessivas, tendo monoacilglicerois
(MAG) e diacilglicerois (DAG) como produtos intermediarios e a glicerina (GL)
como subproduto. A quantificacdo desses constituintes e de triacilglicerois (TAG)
ndo reagido no controle de qualidade de biodiesel é realizada pela técnica de
cromatografia a gas (CG). Essa analise de CG faz uso de padrdes dessas classes de
acilglicer6is que, por conta de sua elevada pureza implicam em um alto custo de
aquisicao.

O presente trabalho visou desenvolver um processo de producéo de fragdes ricas de
MAG e DAG, a partir da reacdo de glicerdlise do dleo de soja, seguida da
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), na qual modelos matematicos foram
aplicados na simulacdo de separagdes para previsdo e planejamento de transposicao
de escala visando o isolamento das classes de acilglicerdis. Nesse trabalho foram
aplicados dois tipos de transposi¢do (dimensao da coluna e volume de injecdo). No
primeiro caso foi aplicada a transposicéo direta e no segundo caso foi aplicado o
modelo de momento estatistico de Stenberg. Para o segundo tipo de transposicéo, 0s
parametros (tempo de retencéo e largura dos picos a meia altura) foram estimados a
partir da deconvolucdo dos picos pelo programa MagicPlot e os parametros foram
verificados por meio da expressdo de momento estatistico de Van Deemter.

Nesse trabalho, a mistura bruta de MAG e DAG foi preparada pela reacdo de
glicerdlise do dleo de soja. Para o isolamento das classes de acilglicerdis (MAG e
DAG) se utilizou a fase movel em programacdo gradiente na coluna Kinetex em
temperatura ambiente. A caracterizacdo das fragOes recolhidas foi avaliada por um
método de CG desenvolvido especificamente para a matriz trabalhada, uma vez que
0 método de referéncia (ASTM D6584, 2017) é aplicavel para anélise de matrizes
com baixas concentracdes de MAG e DAG. Também foi possivel separar a classe de
monoacilgliceréis sem contaminagdo com outras classes, utilizando fase movel
isocratica (55% metanol + 45% i-propanol:n-hexano 5:4, em volume) e caracterizar
essas fracdes recolhidas pelo método de CG e CLAE. Com isso, foi possivel obter
sucesso na transposicédo de escala pela metodologia aplicada.

Palavras-chaves: Acilglicerois, Glicerélise, Cromatografia Liquida Semipreparativa,
Transposicao de Escala.
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ABSTRACT

MATTOS, Danielle Ignacio Mancano de. Scale up of semipreparative liquid
chromatography in obtaining acylglycerol fractions. Rio de Janeiro, 2019.
Dissertation (Master of Sciences) — Curso de Pos-Graduacdo em Engenharia de
Processos Quimicos e Bioquimicos da Escola de Quimica, Universidade Federal do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

From the insertion of biodiesel in the Brazilian energy matrix, it was necessary to
ensure its quality throughout the entire production chain. Biodiesel is produced by
the transesterification reaction of vegetable or animal fats.

Transesterification occurs through successive reactions having monoacylglycerols
(MAG) and diacylglycerols (DAG) as intermediates products and glycerin (GL) as a
byproduct. The quantification of these constituents and of unreacted triglycerides
(TAG) in biodiesel quality control is performed by gas chromatography (GC)
technique. This GC analysis employs standards of these classes of acylglycerols
implying a high cost of acquisition due to their high purity.

The present work aimed to develop a process producing MAG and DAG-rich
fractions from the reaction of glycerolysis of soybean oil, followed by high
performance liquid chromatography (HPLC), in which mathematical models were
applied in the simulation of separations to predict and to plan scale up at the isolation
of the acylglycerol classes. In this work, two types of transposition were applied
(column size and injection volume). In the first case, the direct transposition was
applied and in the second case the Stenberg statistical moment model was done. For
the second type of transposition, the parameters (retention time and peak width at half
height) were estimated from the deconvolution of the peaks by the MagicPlot
program and the parameters were verified using the Van Deemter statistical moment
expression.

In this work, the crude mixture of MAG and DAG was prepared by the glycerolysis
reaction of soybean oil. For the isolation of the acylglycerol classes (MAG and DAG),
a gradient of the mobile phase was programed in the Kinetex column at room
temperature. The characterization of the collected fractions was performed by a GC
method developed specifically for the worked matrix, since the reference method
(ASTM D6584, 2017) is applicable for analysis of matrices with low MAG and DAG
concentrations. It was also possible to isolate the monoacylglycerol class without
contamination with other classes using isocratic programming of mobile phase (55%
methanol + 45% i-propanol: n-hexane 5:4 by volume) and characterize these fractions
collected by GC and CLAE. Thus, the transposition of scale by the applied
methodology was successful.

Keywords: Glycerolysis, Acylgycerols, Semipreparative Liquid Chromatograph,
Scale up.
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1. INTRODUCAO

Segundo a Agéncia Nacional do Petréleo, G&s Natural e Biocombustiveis (ANP) o
biodiesel é definido como um combustivel composto de alquil ésteres de &cidos
carboxilicos de cadeia longa, produzido a partir da transesterificacdo e/ou esterificacdo
de matérias graxas, de gorduras animais de origem vegetal ou animal, que atendam as
especificacfes contidas no Regulamento Técnico de sua Resolucdo (Resolugcdo ANP N°
45, 2014).

Na Figura 1 sdo apresentadas as reacdes envolvidas na transesterificagcdo, por meio
da qual normalmente o biodiesel tem sido produzido no Brasil (MEHER; SAGAR,;
NAIK, 2006; SUAREZ, 2016).

o
Triacilghicerol Metanol Ester metflico Diacilglicercl

J\ o 0
R n/\]/\cuu
+ CHi0H — -
0 R R o R C'/\hﬂu
\H/ @H

0 . . _
Diacilglicerol Ester metilico Monoacilghcerol

Q

0
R)kc OH + CHOH — )J\ o ok
/\(\ . O//
OH

OH
Monoacilglicerol Ester metilico Gliceral

Figura 1: Reacdes consecutivas reversiveis para transesterificacdo dos triacilglicerois (TAG).
Os grupos R’, R”” e R”*’ representam as cadeias hidrocarbonicas do acido graxo saturado ou
insaturado, podendo ser iguais ou diferentes (reproduzido de SANTOS, 2015).



Como é possivel observar na Figura 1, a transesterificacdo ocorre por meio de reagdes
sucessivas, tendo diacilglicerois (DAG) e monoacilglicerois (MAG) como produtos
intermediarios e a glicerina (GL) como subproduto, além de triacilglicerdis (TAG) nao
reagido. Por isso, quando a reacdo de transesterificagdo & incompleta, observa-se a
presenca de MAG, DAG e TAG no biodiesel. Os acilglicerois residuais podem levar a
problemas operacionais severos quando o biodiesel € utilizado nos motores, incluindo a
formacdo de depdsitos, entupimento de filtro e deterioracdo do combustivel
(HOLCAPEK et al., 1999; MITTELBACH et al., 1983; PLANK; LORBEER, 1995).
Desta forma, a necessidade de monitorar a qualidade do biodiesel adicionado ao 6leo

diesel é de extrema importancia.

A ANP estabelece, por meio da resolu¢cdo ANP N° 45, de 25/08/2014, os parametros
de qualidade do biodiesel, entre estes os teores maximos para glicerol livre, MAG, DAG
e TAG. Os métodos regulamentados para a determinacdo desses parametros sdo 0S
descritos pela American Society for Testing and Materials (ASTM) D6584 e/ou pela
Norma Europeia (EN) 14105, que aplicam a cromatografia a gas (CG) (ANP, 2014).

Essas metodologias de CG possuem uma etapa de derivatizacdo com o reagente
silanizante MSTFA (N-metil-N-trimetilsilil-trifluoroacetamida) e a quantificacdo dos
MAG, DAG e TAG ¢ feita por padronizacdo interna com tricaprina. Além disso, para
obter os tempos de retencédo da regido do cromatograma de cada classe de acilglicerol séo
utilizados padrBes de monooleina, dioleina e trioleina. Por sua elevada pureza (> 99%),

esses padrbes possuem um alto custo de aquisicdo (ASTM, 2017).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) oferece algumas vantagens quando
comparadas a CG, como a ndo necessidade da etapa de derivatizacdo e a possibilidade de
analisar MAG, DAG, TAG e os ésteres em uma mesma analise por padronizagdo externa,
também com vantagem econémica, e de menor propagacéo de erros, sobre a padronizacao
interna (ANDRADE, 2011).

A CLAE também pode ser aplicada na separacao e isolamento de materiais quimicos
de referéncia, principalmente nas escalas semi-preparativa e preparativa (COLLINS,

2007; LETTER, 1992; TOSTES; SILVA,; KUSTER, 2019).



Visto que a obtencédo de fragOes ricas nas principais classes presentes no biodiesel é
de fundamental importancia para o controle de qualidade do biodiesel, a técnica de CLAE
semipreparativa pode ser uma ferramenta Util para obté-los em escala laboratorial,

principalmente para os laboratorios de controle de qualidade de biodiesel.

Para a obtencdo de material rico em acilglicerois, Blatt (2014) desenvolveu uma
metodologia partindo do biodiesel de baixa conversdo e empregou a cromatografia
liquida em coluna aberta para a separacdo/isolamento das classes, porém esse produto
possui baixo teor das classes de acilglicerois. Ja Carvalho (2018) realizou essa separa¢do
partindo do produto de reacéo de glicer6lise otimizada, a qual possui um maior teor dessas
classes.

Em um planejamento de scale up em CLAE os pardmetros sdo estimados em escala
reduzida de concentracdo e volume na injecao, caracterizando condi¢do de cromatografia
linear e, apoOs isso, é realizada a transposicdo de escala. A transposicdo direta é
recomendada pelos fabricantes de colunas cromatograficas e € o planejamento mais
simples e rapido de transposicdo, mas sem predi¢do para otimizacdo da maioria das
variaveis do processo. Para o desenvolvimento de processos cromatograficos, a aplicacao
de modelos matematicos vem sendo utilizada para otimizar as condi¢fes cromatogréaficas
e estimar os parametros, de forma a prever os resultados da transposicdo de escala com
maior abrangéncia de parametros a serem otimizados (COSTA, 2004; GUIOCHON,
2002).

Com isso, 0 presente trabalho propde estudar a transposicdo de escala por modelos
matematicos na obtencgdo de fragGes ricas em MAG e DAG por CLAE semipreparativa

da mistura produzida pela reacdo de glicerélise do éleo de soja.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Desenvolver processo de producédo de fracGes de monoacilglicerdis e diacilglicerdis

a partir da reacdo de glicero6lise seguida de cromatografia liquida semipreparativa de alta

eficiéncia aplicando a transposic¢éo de escala por modelos matematicos.

2.2. Objetivos Especificos

1)

2)

3)

4)

5)

Produzir material rico em monoacilglicerdis e diacilglicerdis por meio da

reacdo de glicerdlise de 6leo de soja;

Estimar os parametros cromatogréaficos: o tempo de retencéo e a largura a meia

altura dos componentes individuais;

Aplicar a simulacdo de separacbes em CLAE na previsibilidade e
planejamento de transposicdo de escala visando o isolamento dos
acilglicerdis;

Isolar as classes de MAG e DAG, por meio da cromatografia liquida

semipreparativa e

Analisar por CLAE e/ou CG o produto da reacdo de glicerdlise e as fracdes

isoladas.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. A Produgéo de Monoacilgliceradis e Diacilglicerois

Os MAG e DAG sao moléculas anfifilicas, biodegradaveis, ndo tdxicas e
biocompativeis. Essas classes de lipideos sdo amplamente utilizadas nas industrias de
cosméticos para melhorar a consisténcia de cremes e logdes e nas industrias de alimentos,
como emulsificantes em margarinas, derivados de leite, doces e molhos ou como
suplemento dietético, a exemplo da monolaurina (ITABAIANA JUNIOR, 2013).

A importancia dos MAG tem aumentado nos ultimos anos devido a eles serem uma
das principais derivacdes do glicerol, coproduto gerado pela industria do biodiesel,
industria essa que vem aumentando a sua producéo no territorio nacional (ITABAIANA
JUNIOR, 2013).

Essas classes de acilglicerois (MAG e DAG) podem ser obtidas via catalise
enzimatica ou via catélise quimica. Neste Gltimo caso, 0s processos mais utilizados para
a producdo sao: esterificacdo de acidos graxos com o glicerol, hidrélise de triacilglicerois
e glicerolise de triacilglicerois (SANTOS; REZENDE, 2012).

A esterificacdo de &cidos graxos parte de matéria prima de alto custo de aquisicao
guando comparados aos TAG, das reac@es de hidrdlise e glicerdlise, que sdo provenientes
dos 6leos vegetais. A hidrdlise apresenta baixo rendimento de MAG, pois esses sdo
sollveis em &gua facilitando a reacdo até acidos graxos e, além disso, as rea¢gdes com a
agua apresentam maior resisténcia nas primeiras duas etapas (primeiramente com TAG,
depois DAG) devido a problemas de solubilidade entre os reagentes (SANTOS;
REZENDE, 2012). Ou seja, a reacdo de glicerdlise possui maior rendimento para
obtencdo das fracbes de MAG e DAG (CORMA et al.,, 1997; NEGI et al., 2007;
NOUREDDINI; HARKEY; GUTSMAN, 2004; NOUREDDINI; MEDIKONDURU,
1997; POUILLOUX et al., 1999).



3.2. A Reacao de Glicerdlise de Triacilglicerois

Em escala industrial, a producdo de MAG ocorre por meio da reagdo de glicerolise de
triacilglicerdis (TAG), que consiste na transesterificacdo do glicerol com o 6leo vegetal
na presenca de catalisador quimico, normalmente alcalino, tais como NaOH, KOH e
Ca(OH)2 (SANTOS; REZENDE, 2012). A Figura 2 representa as equacdes envolvidas

na reacao de glicerdlise de 0leos.

OH

q)—‘\oﬂ;‘/\:)—LR _ Ha/j/\nn — RJ\O/\H(\DH ) RJ\D/H/\OH

0
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jj\j D
+ = J\
2 /\‘/\DH Hﬂ/\‘/\ﬂﬂ = n 0/\‘/\DH
OYR‘ oH OH

o
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SeCalasalaikase
T T

° Monoacilglicerol . ) 0
Tnacilghcerol Diacilgliceral

Figura 2: Representacdo das reagdes envolvidas na glicer6lise de triacilglicerdis (adaptado de
CARVALHO, 2018).

Para realizar essa reacdo, sao necessarias altas temperaturas e agitacdo vigorosa e
constante, ja que os seus reagentes (glicerol e dleo vegetal) ndo sdo misciveis
(CARVALHO, 2018).

Ao final do tempo reacional o sistema é resfriado rapidamente e o catalisador é
neutralizado. Os MAG e DAG produzidos estardo localizados na fase organica, além de
TAG néo reagido, separados do glicerol residual. Os rendimentos usuais de MAG e DAG
variam entre 45-55% e 38-45%, respectivamente (DAMSTRUP et al., 2005; SANTOS;
REZENDE, 2012).



Carvalho (2018) estudou a otimizagdo das condicfes da reacdo de glicerdlise do 6leo
de soja usando NaOH como catalisador por meio de um planejamento fatorial a 2 niveis
e 3 variaveis, com triplicata do ponto central. Foram estudadas as seguintes variaveis: (i)
temperatura (180 °C e 230 °C), (ii) tempo de reacédo (30 min e 60 min) e (iii) raz&o molar
glicerol:6leo (2:1 e 3:1). As condi¢des que apresentaram rendimentos mais satisfatorios
para MAG (46,20%) foram: temperatura de 230 °C, tempo reacional de 30 min e razdo

molar glicerol:0leo de 3:1.

3.3. A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia — Defini¢des, Vantagens e

Conceitos

A cromatografia consiste na separacdo de componentes de uma mistura quando
presente em uma fase movel fluida em uma fase estacionéria (coluna cromatografica). A
separacdo é governada pela diferenca de velocidade de cada componente na fase fluida,
decorrente de forcas fisicas e interacGes quimicas entre 0s componentes e as duas fases.
A cromatografia pode ter algumas classificacfes, baseando-se na fase estacionéria, tipo
de fase movel e mecanismo efetivo de separacdo (COLLINS, 2007).

A CLAE, no inglés HPLC (High Performance Liquid Chromatography), tem sido
utilizada para separar e isolar componentes de misturas, quando se requer pureza,
rendimento e produtividade. A separacdo dos componentes na cromatografia se baseia
nas diferentes interacbes fisicas e quimicas desses com as fases movel e estacionéria
(COLLINS, 2007).

Apesar dos métodos padrdes para andlise de biodiesel serem por CG, a CLAE
apresenta as vantagens de menor tempo de preparo da amostra, ja que no CG € necessaria
a derivatizacdo dela. Essa caracteristica esta relacionada a pouca volatilidade da amostra
ndo ser um limitante na CLAE (AQUINO NETO; NUNES, 2003). Outra vantagem da
CLAE ¢ a baixa temperatura durante a analise, o que reduz o risco de isomerizacdo das
ligacGes duplas das cadeias carbonicas (CZAUDERNA; KOWALCZYK, 2001; L1 et al.,
2009).



Se faz necessaria a revisdo de determinados conceitos, que se seguem, relacionados a
separacdo cromatografica (SEIDEL-MORGENSTERN; SCHULTE; EPPING, 2012)

para a melhor compreensédo dos termos utilizados ao longo deste trabalho.

3.3.1. Porosidade

A porosidade ¢ a fragdo de volumes vazios em um determinado sélido. No caso de
uma fase estacionéria, que preenche uma coluna cromatografica, podem ser mencionados

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

A porosidade das particulas (gp) € calculada como a fracdo entre o volume de vazios

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

A porosidade do leito (g1) se refere ao volume existente entre as particulas em relagdo

ao volume de coluna.

A porosidade total (¢), ou porosidade da coluna quando for o caso, é calculada a partir

das porosidades das particulas e do leito, conforme Equacéo 1.

e=g+A-¢g)ep @)

3.3.2. Tempo de volume morto

O tempo de volume morto (ty) é definido como o tempo necessario para o
deslocamento entre o ponto de injecdo e o ponto de deteccdo de uma substancia nao retida.
Ele é definido pela Equagdo 2, em que L é o comprimento da coluna e v ¢ a velocidade

da fase movel.

tn = — (2)

3.3.3. Tempo de retencdo

O tempo de retencdo (tgr) é definido como o tempo necessario para um determinado

componente se deslocar pelo sistema cromatogréafico entre o ponto de injecdo e o ponto



de deteccéo, levando em consideragdo que seu movimento, impulsionado pela fase movel,

é retardado por sua interacao seletiva entre as fases estacionaria e mével.

O tempo de retencdo € determinado pelo tempo em que a intensidade do sinal seja

méaxima em condicGes lineares de cromatografia, tais como em escala analitica.

3.3.4. Programacao de composicao da fase movel

Existem trés formas de programacdo de composicdo da fase movel: isocratica,

gradiente e por etapas.

A programacao isocrética consiste em alimentar o sistema cromatografico com uma
composic¢do constante de fase mével (Gnico ou mistura) ao longo de todo o processo de
separa¢do dos componentes da mistura injetada. Essa é a programacao preferida em escala
preparativa, ja que é possivel uma reciclagem do solvente utilizado, o que é dificultado
na programacao gradiente, além de se depender de uma Unica bomba, em alguns casos,
diminuindo investimento inicial e de manutencdo. Além disso, € o mais indicado para
separar substancias de estrutura similar (THERMO FISHER, 2018).

A programacao por gradiente consiste na alteracdo da composic¢éo do eluente ao longo
do processo cromatografico, o que permite um tempo total menos extenso, implicando
em fracGes mais concentradas a saida da coluna, e uma adequada separacdo de
componentes da mistura com propriedades muito diferentes de interacdo com a fase
estaciondria em menos tempo e com menor uso de solvente para eluicdo (RATHORE;
VELAYUDHAN, 2003).

A programag&o por etapas inicia-se como a isocratica, mas variando a composigao da
fase movel em pulsos imediatos, preferencialmente aplicada na separagéo de proteinas de
diferentes pontos isoelétricos e pka. Tanto programacdo em gradiente quanto por etapas
exigem equipamentos mais sofisticados de bombeamento/programacéo para controlar a

variacdo de composicao de fase movel ao longo do tempo de eluicéo.



3.4. Equilibrio de Distribuigdo em Cromatografia Liquida

As teorias de equilibrio assumem uma distribuicdo de uma substancia entre a fase
movel e a fase estaciondaria. Essas teorias predizem de forma efetiva a retencdo ao maximo
de concentracdo das substancias a qualquer volume de injecdo, mas nédo prediz a variancia
da concentracdo da substancia ao longo da coluna (SEIDEL-MORGENSTERN;
SCHULTE; EPPING, 2012).

As equacOes mais estudadas em cromatografia liquida em fase normal sdo as de
Langmuir, quadratica, de Freundlich e de Levan-Vermeulen. Essas isotermas de
distribuicdo podem ser classificadas como convexas ou concavas (Figura 3) e se
aproximam ao comportamento linear a baixas concentragdes (SEIDEL-
MORGENSTERN; SCHULTE; EPPING, 2012). Para a distribuigdo em fase reversa, que
envolve preferencialmente fenbmenos de particdo, estudos tém demonstrado que as
isotermas sdo lineares e que a expressdo de Langmuir d& um bom ajuste aos dados

observados com o aumento da concentragdo (POPPE, 1993).

Cs
Cs

(a) (b)

Figura 3: Isotermas de adsorcdo da concentracdo de um componente entre as fases moével e estacionaria:
(a) convexa e (b) concava (reproduzido de COSTA, 2004).

O comportamento linear, em concentragdes muito baixas (diluicdo infinita), e
expresso pela Equacédo 3, leva em consideracdo que a razdo entre a concentracdo de
soluto interagido com o volume de fase estacionaria (Cs) e a concentragdo do mesmo
soluto na fase mével (Cwm) é uma constante de equilibrio (SEIDEL-MORGENSTERN;
SCHULTE; EPPING, 2012). Tal constante de proporcionalidade (K ou Keq) é também

chamada de coeficiente de particdo ou de distribui¢do na fase reversa (ETTRE, 1993).
10



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

Ke=7 @)

k = (tr—tm) 5)
tm

p=""2 (6)

3.5. A Transposicéo de Escala no Desenvolvimento de Processo por CLAE

A separacdo cromatografica em escala preparativa envolve custo elevado,
principalmente em relagdo a fase movel e fase estacionéria (coluna). Por isso, as
condicBes 6timas, no que se refere a seletividade e a produtividade, sdo estabelecidas
previamente, em escala analitica, por meio de um estudo de condi¢des de resolucédo e
quantidade de amostra, para que depois seja executada a transposi¢do de escala. Na escala
analitica, estima-se mais facilmente os parametros importantes e sdo selecionadas as
composicdes das fases e a temperatura, que, preferencialmente sdo invariaveis na
transposicao de escala (GU, 1995; GUIOCHON, 2002).

Dependendo da escala final pretendida, bancada ou industrial, 0 processo € otimizado
com diferentes objetivos. Em escala de bancada, producédo de pequenas quantidades em
poucos ciclos, essa otimizacdo tem como objetivo a pureza das substancias isoladas e a
produtividade. Ja na escala industrial, a otimizacdo econdmica pode ser alcancada,
mesmo com picos mal resolvidos (GU, 1995; GUIOCHON, 2002).

11



3.5.1. Transposicgéo direta

A transposicao direta (ou “linear”, ou “matematica direta”) ¢ comum a trabalhos de
separacao semi-preparativa, e recomendada pelos fabricantes de colunas cromatogréaficas
para CLAE. Esse tipo de transposi¢do tem como principal vantagem a simplicidade, por
se basear em apenas um fator de célculo a partir de um cromatograma (MAZZEI;
D’AVILA, 2003).

Na transposicdo direta de escala, primeiramente sdo ajustadas a seletividade e a
resolucdo, em temperatura (T) fixa, nas condicdes iniciais em escala analitica. Depois
disso, um fator é calculado (Equacéo 7) a partir da relacdo entre os comprimentos (L) e
as areas seccionais (Ac) da coluna preparativa (p) e analitica (a) de modo a manter os
tempos de retencdo apds a transposicao.

L) Acwp) %

Fator de Transposicao Direta =
L(a) Ac(a)

Nesta transposicdo, variaveis operacionais, como vazao de fase movel (F) e
volume de injecdo (Vinj), podem ser ajustadas nas condi¢des preparativas a partir desse
fator. Além disso, também podem ser calculados o volume morto, consumo de fase movel
e a produtividade. E o planejamento mais simples e rapido de transposicdo (GU, 1995;
MAZZEI; D’AVILA, 2003).

Esse tipo de transposicao € utilizado pelos fabricantes de colunas cromatograficas
para demonstrar a repetibilidade da composi¢éo e do recheio da fase estacionaria entre as
colunas analiticas, semi-preparativas e preparativas. A retencdo, a intensidade relativa e
a largura dos sinais cromatograficos em larga escala tornam-se idénticos aos dos ensaios
em pequena escala (COSTA, 2004; MAZZEI; D’AVILA, 2003).

Apesar disso, essa similaridade do perfil cromatografico entre as duas escalas é
obtida apenas quando se executa a transposicdo das areas seccionais e se preserva a
proporcionalidade do fator. Ja quando deseja-se melhorar a separacéo apds a transposicao,
alterando o volume de injecao (Vinj), concentracédo de injecdo (Cinj), Ou comprimento de
coluna (L) se recorre usualmente ao empirismo para otimizar a separacdo (COSTA,

2004).
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3.5.2. Transposicdo por modelos de momentos estatisticos

O desenvolvimento de processos cromatograficos também pode ter como objetivo
otimizar as condicdes cromatograficas por meio de aplicacdo de modelos matematicos
sobre os fendmenos que o constituem, que podem ajudar nos procedimentos de
transposicdo em CLAE e nas simulacdes de perfis (GUIOCHON, 2002).

Os modelos cromatograficos sdo diferenciados principalmente pelos pardmetros e
fendmenos que sdo considerados e, também, pela dificuldade de sua resolucédo
matematica, que utiliza desde expressdes algébricas até métodos iterativos, integracédo

numerica ou sistemas de equacdes diferenciais (COSTA, 2004).

Os modelos de momentos estatisticos sdo baseados na hipotese de que cada elemento
(concentracdo de substancia) do perfil de entrada (injecdo) é disperso, numa distribuicdo
gaussiana, ao se propagar na coluna (VAN DEEMTER; ZUIDERWEG;
KLINKENBERG, 1956).

Pelo balanco global de massa de cada componente, 0 momento de ordem zero da
distribuicdo gaussiana é representado pela area total do perfil de concentracdo de saida
que corresponde a area de concentracdo de entrada (relacionada a massa injetada). O
momento de primeira ordem corresponde ao tempo/volume de retengédo (tr ou VRr) do
centro de massa do material injetado. J4 o momento de segunda ordem (c?) - variancia do
perfil no fim da coluna - corresponde ao espalhamento do perfil de massa, durante a
propagacao ao logo da coluna, que é provocado pelos efeitos dispersivos, como de
difusédo, de distribuicdo nos espacos vazios (de volumes aleatorios) e de transferéncia de
massa inerente ao sistema particulado (KALTENBRUNNER; JUNGBAUER;
YAMAMOTO, 1997; STENBERG, 1966; VAN DEEMTER; ZUIDERWEG,;
KLINKENBERG, 1956).

Esses modelos de momentos estatisticos representam perfis para quando a
cromatografia € regida pela isoterma de distribuicdo linear (cromatografia linear), ou seja,
para baixa concentracdo total de amostra, sendo o perfil de concentracdo na saida da
coluna (Cw) calculado pela Equacéo 8, baseada na distribuicdo gaussiana (STENBERG,
1966).
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(Cinj Vinj) tamix (t-ta)?
Cu(t) = —=— . [ """ f(ta). € 20 di, @

F.(Zn.az)l/z tamin

Sendo F a vazdo de fase movel, Vi, 0 volume de inje¢do, Cinj a concentragdo na

injecdo e o2 a variancia do pico.

Onde o perfil de injecdo (entrada) ao longo do tempo é descrito, matematicamente,
pela funcdo f(ta), e ta representa o tempo em que o centro de massa do pico sai da coluna,
com contribuicdo do tempo de retencéo, do tempo de injecao (tinj) e do perfil de entrada.
A integral resultante acima tem sido resolvida pelo método de transformada de Laplace

para diferentes perfis de injecdo (Figura 4), como descrito a seguir:

Figura 4: Perfis de injecdo estudados para a funcdo f(ta) da expressédo genérica (Eq. 4) dos modelos de
momentos estatisticos: a. pulso imediato (item 3.5.3) e b. pulso retangular (item 3.5.4) (reproduzido de
COSTA, 2004).

Apesar das potenciais vantagens da aplicacdo dos modelos nas separac@es por CLAE
de qualquer mistura multi-componente de baixo peso molecular, essas metodologias ndo
vém sido utilizadas para o fim de isolamento de acilglicerdis, recorrendo-se ao empirismo

para otimizar a separacao (Item 3.6).

3.5.3. O modelo de Van Deemter e colaboradores

A resolucdo algébrica para pulso imediato (Figura 4.a) de perfil de injecéo (f(t2)) de
tempo aproximado a zero de Van Deemter, Zuiderweg e Klinkenberg (1956) é
considerado o modelo mais simples de momento estatistico, em que a sua funcgéo
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matematica da distribuicdo de probabilidade (Equacéo 9) representa os perfis, simétricos,
dos componentes da amostra na fase movel ao fim da coluna:
(t-tp)?

(Cinj Vinj)
Cy(t) =———5-.e 2 ©
F.(2m.02) '2

A variancia do pico (¢?) pode ser estimada a partir da largura a meia altura (wn) quando
possivel de ser determinada, ou, com menos precisao a partir da largura da base do pico

(wb), por meio das equacdes abaixo:

0% = (8.ln2)". (wy)? = (5)* (10)

N = (":;2)2 (11)
L L

T (Nd,)  H (12)

sendo N o nimero de pratos da coluna, dp 0 didmetro de particula da fase estacionaria

e H a altura do prato tedrico da coluna para determinado componente.

3.5.4. O modelo descritivo de Stenberg

Por transformada de Laplace, Stenberg (1966) resolveu a equacao genérica (Equacao
8) para outros perfis tedricos de injecdo, chegando a equacdo algébrica para pulso
retangular (Figura 4.b) para qualquer tempo de injecdo. A equacao que representa o perfil
dos picos (Equacéao 13), apresenta a funcéo erro (erf), que representa uma integral com
resolucdo numérica por aproximacGes racionais ou polinomiais, de acordo com as

equacOes 14 e 15:

— 1 CinjVinj (t=tp)]| _ (t—tR—tm]-)]}
Cu(t) = 2.7 .{erf[ T.az] erf [—2.02 1)
erf(x) = 1 — (apu+ ayu? + az. u® + ag. u* + ag.u’).e™ 14)

15



u=[1+ (p.x)] ! (15)

Sendo os seguintes valores dos coeficientes: p = 0,3275911; a1 = 0,254829592; a, =
-0,284496736; a3 = 1,421413741; as = -1,453152027; e as = 1,061405429
(ABRAMOWITZ; STEGUN, 1965).

3.6. A Separacao das Classes de Acilglicerois por CLAE

Maruyama e Yonese (1986) estudaram trés diferentes colunas de fase reversa
(LiChrosorb RP-2, RP-8 e RP-18) para separar e determinar quantitativamente
monoacilglicerois. Eles utilizaram uma elui¢do isocratica da mistura acetonitrila-agua
(7:3, em volume) como fase movel, deteccdo de UV em 210 nm e padronizacdo interna
com monooctilglicerol (C8). O desvio padrdo e o coeficiente de variacdo indicaram

resultados precisos e reprodutiveis para a coluna RP-8.

Takano e Kondoh (1987) desenvolveram um método para analisar monoacilglicerdis
presentes em diferentes margarinas. Para isso, utilizaram elui¢do isocratica da mistura de
acetonitrila-agua (58:42, em volume) como fase maével, coluna de octilsilano (C8) e
deteccdo seletiva para acilglicerdis pela derivatizacdo, em reator post-column,
sequencialmente com solugdes de hidréxido de potassio, acido periddico e acetilacetona
(KONDOH; TAKANO, 1986), a fim de aumentar a sensibilidade da deteccdo desses

componentes no UV.

Semporé e Bézard (1992) realizaram um estudo da separacdo de monoacilglicerdis
por CLAE. Para isso, testaram, em eluicdo isocratica, diferentes proporc¢des de mistura
de acetonitrila e agua, utilizando uma coluna de octadecilsilano (C18) e detector de indice
de refracdo a diferentes temperaturas e vazdo de fase movel. Nesse estudo foi observada
alteracdo de ordem de eluicdo dos componentes com avariacdo de temperatura e

composicao de fase movel.

HolcGapek et al. (1999) determinaram compostos de monoacilglicerdis, diacilglicerois

e triacilglicerdis, bem como os ésteres metilicos de acidos graxos (ESMAG) formados
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durante o processo de producdo de biodiesel a partir da transesterificacdo do 6leo de
canola com metanol. Utilizaram uma coluna de octadecilsilano (C18) e dois métodos de
gradiente de fase movel foram desenvolvidos: (i) um gradiente linear da mistura 70% de
acetonitrila + 30% de agua em 0 min até 100% de acetonitrila em 10 min, em seguida
50% de acetonitrila + 50% de i-propanol:n-hexano (5:4, em volume) em 20 min, sendo
mantida esta concentracdo por mais 5 min; (ii) gradiente linear de fase mével 100% de
metanol a 50% de metanol + 50% de i-propanol:n-hexano (5:4, em volume) em 15 min.
O gradiente (ii) foi utilizado para monitorar rapidamente a conversdo de triacilglicerois
em ésteres metilicos e quantificar os triacilglicerois residuais. Foi utilizado o detector de
espectrometria de massas com ionizacdo quimica a pressdo atmosférica (atmospheric

pressure chemical ionization - APCI).

Nesse estudo se confirmou a ordem de eluicdo da separacdo entre diferentes
monoacilglicer6is em funcdo do comprimento da cadeia, insaturacdo, isomerismo
posicional, temperatura de andlise e seguindo o0 nimero equivalente de carbonos (NCeq),
que ja se havia caracterizado com o uso de propionitrila na fase movel, e que pode ser

calculado por meio da Equacéo 16:

NC,q = NCr — 2.ND, (16)

Onde:

NCeq € 0 nUmero equivalente de carbonos;

NC+ é o nimero de carbonos totais do acilglicerol;
NDv. é o nimero de ligacdes duplas.

Cheng e Wu (2003) aplicaram o método da CLAE, adaptado de Holcapek e
colaboradores (1999) para a determinacdo do teor de ESMAG, em misturas reacionais
obtidas pela metanolise do 0leo de soja. Além disso, desenvolveram um metodo para
separagdo de ESMAG, MAG, DAG e TAG utilizando metanol e i-propanol:n-hexano

(5:4, % volumétrico) como fase movel.

Garciaetal. (2011) utilizaram uma coluna quiral Chiralpak IC e diferentes propor¢oes

de fase movel i-propanol:n-hexano para desenvolver uma metodologia de separacéo de
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enantidmeros de monoacilglicerdis, sem derivatizacdo prévia das amostras. Obtiveram
uma resolucdo excelente e uma eficacia independente do comprimento da cadeia e do

grau de insaturacéo dos acidos graxos do MAG.

Andrade (2011) separou as classes de MAG, DAG e TAG, bem como os ésteres
metilicos de acidos graxos, utilizando coluna de octadecilsilano (C18), fase movel
composta de metanol (solvente A) e i-propanol:n-hexano, 5:4 em volume (solvente B),
com um gradiente binario em duas rampas lineares e detector de UV em 205 nm. Nesse
trabalho foi possivel separar as classes, porém ndo foi possivel detectar compostos

saturados.

Carvalho et al. (2012) determinaram, simultaneamente, as quantidades totais de
MAG, DAG, TAG e ESMAG em alcoodlise de diferentes amostras de 6leo. Para isso,
utilizaram um gradiente de eluicdo de metanol (A) e i-propanol/hexano 5:4 (%
volumétrico) (B), sendo 100% de A em 0 min, 50% de A e 50% de B em 10 min mantendo
por 10 min. Também determinaram a composi¢ao de acidos graxos dos 6leos analisando
seus ésteres metilicos derivados utilizando eluicdo isocratica com acetonitrila como fase
moével durante 34 min. Os métodos apresentaram satisfatoria repetibilidade (desvio

padrao relativo < 3%) e linearidade (R? > 0,99).

Blatt (2014) desenvolveu uma metodologia para a separacao e isolamento de material
rico de MAG, DAG e TAG, bem como os ésteres metilicos de acidos graxos empregando
a cromatografia liquida preparativa em coluna aberta (20 cm de altura e 1,5 cm de
didmetro). Foi utilizada fase estacionaria octadecilsilano (LiChroprep RP-18, com
tamanho de particula de 25-40 um) e uma elui¢cdo em gradiente da fase mével metanol e
i-propanol:n-hexano (5:4, em volume). Os resultados mostraram que foram obtidas
separadamente fracOes ricas de MAG, DAG, TAG e ESMAG. Para acompanhamento

dessa separacdo, foi utilizada cromatografia em camada delgada e a CLAE.

Santos (2015) desenvolveu uma metodologia de identificacdo e quantificagao do teor
de acilglicerdis (MAG, DAG e TAG), assim como do teor de ésteres metilicos de acidos
graxos (ESMAG) presentes no biodiesel por CLAE com detector de indice de refracéo
(CLAE-IR). Para isso, empregou eluigdes isocréticas, utilizando como fase movel

misturas de metanol e i-propanol:n-hexano (5:4, em volume) em diferentes proporcdes.
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As andlises foram realizadas a 40 °C e a coluna foi com fase octadecilsilano (C18) de 5 um
de tamanho de particula e com 120 A de didmetro de poro. As amostras de biodiesel
analisadas pelo método proposto apresentaram resultados satisfatorios quando
comparados aos resultados obtidos pelo método de referéncia (CG), particularmente
quando estes resultados se encontravam dentro das faixas de aplicagdo dos métodos de

referéncia.

Carvalho (2018) realizou a separacdo dos MAG, DAG e TAG (do produto da reacao
de glicerdlise) otimizada pela técnica de cromatografia liquida em coluna, utilizando uma
coluna de vidro com fase octadecilsilano (C18 - LiChroprep RP-18, com tamanho de
particula de 25-40 um) e um gradiente de metanol e uma mistura de i-propanol:n-hexano
(5:4 em volume). A partir das fragcdes de MAG, foi realizado um estudo de separagéo dos
derivados de monooleina (C18:1), monolinoleina (C18:2) e monolinolenina (C18:3) em
CLAE, em escala analitica. Foi realizada eluicdo isocratica com acetonitrila-agua (7:3,
em volume) como fase mével em coluna de silica modificada com octadecilsilano (C18)
e deteccdo de UV para o isolamento de cada um desses componentes. Os produtos
isolados foram analisados por cromatografia a gas acoplada com espectrometria de
massas (CG-EM) e foi possivel identificar impurezas de componentes saturados em cada
fragéo isolada de MAG.

Neste contexto o objetivo desse trabalho foi desenvolver um processo de producéo de
fracdes de MAG e DAG a partir da reacdo de glicerdlise seguida de CLAE aplicando a

transposicao de escala por modelos matematicos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. A Reacao de Glicerdlise de Triacilglicerois

As reacOes de glicerolise foram realizadas com razdo molar glicerol:6leo de 3:1,
temperatura de 230 °C e tempo reacional de 30 min, conforme descrito por Carvalho
(2018), por ser uma condi¢do otimizada com maior rendimento de MAG, mas também

tem alto rendimento em DAG.

A massa molar média do 6leo de soja foi estimada em 876 g/mol, conforme descrito
por Andrade (2011).

Em um baldo de fundo redondo com capacidade de 250 mL foram adicionados 30
gramas de oOleo de soja refinado da marca Liza, glicerol (> 99%, Sigma-Aldrich) em
proporgdo estequiométrica glicerol/6leo 3:1 e o catalisador hidroxido de sodio (Vetec,

Brasil) a 0,18% em massa em relacdo ao 6leo de soja.

Conectou-se ao baldo um condensador de refluxo de bolas e o baldo foi aquecido em
banho de silicone, previamente aquecido na temperatura de 230 °C. A reacdo foi mantida

sob forte agitacdo durante 30 minutos, com agitador magnético.

Apbs o periodo de reacdo, o baldo reacional foi resfriado em banho de gelo por
aproximadamente 20 minutos e acido cloridrico (PA, obtido da Vetec) foi adicionado ao

baldo em proporcédo estequiométrica a base a fim de neutralizar o catalisador.

Em seguida, o meio reacional neutralizado foi transferido para um funil de separacéo
para separar as fases organica (onde se encontram os produtos) e de glicerol.
Adicionaram-se cerca de 30 mL de acetato de etila (\Vetec) para extragdo dos produtos. A
fase organica foi lavada sucessivamente com agua destilada até pH neutro. Em seguida,
a fase organica foi recolhida sobre sulfato de sddio anidro (Vetec), um agente dessecante
e foi deixado o sistema secar por aproximadamente 24 h. Apos isso, a fase organica foi
filtrada em papel de filtro para retirada do agente dessecante. Por fim, o acetato de etila

foi evaporado em rotaevaporador e o residuo foi reservado.

20



4.2. As Andlises por CLAE

Empregou-se um cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia Ultimate 3000 Dionex
(Thermo Fisher Scientific, EUA), equipado com duas bombas HPG-3200BX, detector
UV-VIS monocanal VWD-3400RS, coletor de fragdes AFC-3000, valvula para injecdo
manual modelo 8125, Rheodyne e alca (loop) de injecdo de 2 mL. O equipamento foi
operado a partir de um terminal PC Optiplex-5000, plataforma Microsoft Windows 7. O
software utilizado para operacéo e configuracdo do equipamento foi o Chromeleon 7.0
(Thermo Fisher Scientific, EUA).

As fases moveis utilizadas (item 4.4, p&g. 22) foram previamente filtradas em
membrana politetrafluoretileno (PTFE) da Millipore com 0,5 um de poro. Ja as amostras
foram igualmente filtradas em filtro tipo membrana PTFE da Millipore (Bedford, EUA)
com 0,45 um de poro antes da injecdo e detecgdo por UV no comprimento de onda de
205 nm. Os cromatogramas foram analisados e integrados de forma manual usando o

software Chromeleon versdo 6.80 SR11 (Thermo Scientific Acclaim, EUA).

Os dados das colunas com fase estacionaria C18 utilizadas estdo descritos na Tabela

Tabela 1: Caracteristicas das colunas cromatograficas de fase estacionaria C18 aplicadas no presente
estudo.

Coluna 1l Coluna 2

Dados operacionais ) )
Microsorb MV  Kinetex

Comprimento (cm) 25 15
Diametro (cm) 0,46 1
Area seccional (cm?) 0,1662 0,7854
Volume de leito (mL) 4,15 11,78
Diametro da particula (um) 5 5

Para a analise do produto da reacdo de glicerolise e de algumas fracdes isoladas,
utilizou-se a metodologia de CLAE descrita por Andrade (2011) e por Andrade et al.
(2011), com fase mdvel composta de metanol (A) e uma mistura de i-propanol:n-hexano
(5:4, em volume) (B). Um gradiente binario com duas rampas lineares foi empregado:
0% a 50% B de 0 a 15 min, seguido de 50% a 100% B até 25 min de elui¢cdo, mantendo

a eluigdo com 100% B por mais 5 min.
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Foi utilizada a coluna 1 (Tabela 1) e as analises foram realizadas com uma vaz&o
constante de 1 mL/min e o volume de injecdo das amostras foi de 10 uL. em uma

concentracdo de 5% v/v diluidas em metanol.

4.3. Fluxograma do Estudo

Um fluxograma simplificado (Figura 5) do estudo realizado é apresentado a seguir:

»

‘ Reacdo de glicerdlise

Analises por CLAE (Coluna 1) e por
(Item 4.1) CG

Separacio em CLAF das classes
de acilglicerdis

(Item 4.4)
|

[ Fase Mével Gradiente | [ Fase Mével Isocratica 1 ] [ Fase Mével Isocratica 2 |
(Ttem 4.4.1) ]| (Ttem 4.4.2) | (Ttem 4.4.3)

Coluna 2 Colunas 1 &2 Coluna 2

Vigiz (30. 80 e 150%) L Coluna 1 - Vi (10, 50, 100, Vi (50 € 150%) pL
200, 300 & 500) uL
Coluna 2 - Vi (30, 50, 100,
150*%, 200, 500, 1000 e 2000%)
uL

Figura 5: Fluxograma simplificado do estudo realizado. Fragdes destinadas as analises em (*)
CGeem (#) CLAE.

As fases moveis escolhidas para serem utilizadas nesse estudo foram baseadas nos
trabalhos de Andrade (2011) e Santos (2015).

4.4. A Separacao das Classes de Acilglicerdis
4.4.1. Fase mdvel gradiente

Primeiramente foi realizada a separacdo das classes do produto da reagcdo de
glicerdlise, utilizando uma fase mdvel gradiente baseada na metodologia de CLAE
descrita por Andrade (2011), descrita ao fim da se¢éo 4.2, mas usando a coluna 2 (Tabela
1), com uma vazdo constante de 2,85 mL/min e o volume de inje¢do das amostras de 30

puL em uma concentragao de 5% v/v diluida em metanol.
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4.4.2. Fase mdvel isocratica 1

O produto reacional da glicerolise foi injetado em escala analitica, baseando-se em
uma das metodologias de analise descrita por Santos (2015), utilizando uma eluigéo
isocratica de 55% metanol (A):45% de uma mistura de i-propanol:n-hexano (5:4, em

volume) (B) como fase movel.

Para a coluna 1 (Tabela 1) as elui¢fes foram realizadas com uma vazao constante de
1 mL/min. O volume de injecdo das amostras em escala analitica foi de 10 uL. em uma

concentracdo de 3% v/v diluida na propria fase movel.

Para a coluna 2 (Tabela 1) as elui¢bes foram realizadas com uma vazao constante de
2,85 mL/min. O volume de injecdo das amostras em escala analitica foi de 30 uL. em uma

concentracdo de 3% v/v diluida na prépria fase movel.

4.4.3. Fase modvel isocratica 2

O produto reacional da glicerdlise foi injetado na coluna 2 (Tabela 1), baseando-se
em uma das metodologias descritas por Santos (2015), utilizando como fase movel uma
eluicdo isocréatica de 65% A:35% B na vazdo constante de 2,85 mL/min. O volume de
injecdo das amostras em escala analitica foi de 30 uL. em uma concentragdo de 3% v/v

diluida na propria fase movel.

Todas as separacOes foram realizadas com a coluna na temperatura ambiente do

laboratério (aproximadamente 25 °C).

4.5. Deconvolucéo dos Sinais

Foi utilizado o programa MagicPlot Student versao 2.7.2 (MagicPlot Systems LLC)
com a funcéo gaussiana para deconvolugdo de picos dos cromatogramas resultantes para

estimar o tempo de retencdo e a largura a meia altura dos componentes individuais.

4.6. Método Computacional de Simula¢éo da Transposi¢ao

O programa computacional Microsoft Excel versdo 2016 foi utilizado para executar
uma planilha eletronica, preparada seguindo o algoritmo descrito por Costa (2004) e

encontrado no Anexo I, para simular os perfis cromatograficos nas escalas ensaiadas e
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pretendidas, a partir dos dados cromatograficos em pequena escala, como dimensdes de
coluna, vazdo e tempo de retencdo e largura a meia altura de cada pico. Os célculos foram

executados em computadores pessoais.

Um fluxograma da metodologia simplificada de transposicdo de escala usando
modelos utilizados neste trabalho é apresentado na Figura 6. A transposicdo de escala
entre as duas colunas foi realizada seguindo a transposicéo direta (item 3.5.1). Apés a
obtencdo dos parametros de tempo de retencédo e largura dos picos a meia altura pelos
cromatogramas analiticos (condicGes lineares), foram simulados os cromatogramas pelo
método de VVan Deemter e colaboradores (item 3.5.3) para verificagdo desses parametros
na condicao analitica e pelo modelo de Stenberg (item 3.5.4) com aumento de volume na
injecdo. Os resultados dos ensaios experimentais foram comparados aos cromatogramas

simulados.

CROMATOGRAMA
ANALITICO
condi¢des lineares

-

—
VARIAVEIS NA
ESCALA PRETENDIDA

dimensdes da coluna e vazido

Determinagio
dee ty k edeh

R

S

1° Critério de
linearidade

Solugbes nao lineares

< Vi min ) .
2° Critério de
lineanndade

STENBERG

VAN DEEMTER )

SIMULAGAO

Figura 6: Diagrama de fluxo da metodologia simplificada de transposicdo de escala usando
modelos utilizados neste trabalho (adaptado de COSTA, 2004). Sendo: € — porosidade; tu- tempo
de volume morto; k — fator de retencéo; h — altura do prato teérico da coluna; Cinj — Concentragéo
injetada e Vin — Volume injetado.
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4.7. Recolhimento das Fracoes

Foi realizado o aumento de volume de injecdo e os produtos da separagdo
cromatografica foram recolhidos experimentalmente por um coletor de fracbes (AFC-
3000 — Thermo Scientific), programado para coletar os componentes de acordo com o0s
seus respectivos tempos de retencdo. ApoOs isso, 0s solventes das aliquotas foram

evaporados com nitrogénio e o residuo seco foi analisado por CLAE ou CG.

4.8. As Analises do Produto de Reacdo de Gliceroélise e das Fragdes Isoladas por

Cromatografia a Gas

O produto de reacdo foi analisado em um cromatografo a gas modelo 7890A da
Agilent Technologies equipado com injetor on-column utilizando o método de referéncia
ASTM D6584 (2017).

Em um frasco &mbar de 10 mL, a amostra ou uma solugdo desta em piridina, foi
pesada (100 mg) e foram adicionados 100 uL das solugdes em piridina dos padrdes
internos butanotriol 1006,5 pg/mL (Restek) e tricaprina 8040 pg/mL (Sigma). A massa
de amostra e volume de piridina foram variadas para o desenvolvimento do método. Em
seguida, foram adicionados 100 pL do agente derivatizante N-metil-N-trimetilsilil-
trifluoroacetamida (MSTFA - Sigma) e aguardaram-se 15 minutos. Passado o tempo de

silanizacdo, foram adicionados 8 mL de n-heptano (Sigma).

As anélises foram realizadas em coluna capilar ZB-5HT 30 m x 0,32 mm x 0,1 um,
(Phenomenex) com fase estacionaria de 5%-fenil-95%-metilpolisiloxano. O gas de
arraste foi o hidrogénio 4.5, em uma vazéo constante de 3,0 mL/min e velocidade linear
de 54 cm/s, com volume de injecdo de 1 puL. A programacéo do injetor foi: temperatura
inicial de 80 °C mantendo por 1 minuto e depois uma taxa de aquecimento de 25 °C/min

até 380 °C, mantendo por 18,81 minutos.

A programacao de temperatura do forno foi a da ASTM D6584, com a temperatura
inicial de 50 °C, mantida por 1 minuto, depois elevada até 180 °C, a uma taxa de 15
°C/min, em seguida elevada até 230 °C, a uma taxa de 7 °C/min e depois elevada para
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380 °C a uma taxa de 30 °C/min e mantida durante 10 minutos. O tempo total de anélise

foi de 31 minutos.

O detector foi o de ionizacdo de chama (flame ionization detector - FID) a 380 °C. Os
gases utilizados no FID foram o hidrogénio 4.5 com vazédo de 30 mL/min, ar sintético SS

com vazdo de 300 mL/min e nitrogénio 6.0 com vazdo de 30 mL/min.

Foi necessario desenvolver um método baseado na norma de referéncia ASTM D6584
(2017), especifico para a matriz analisada j& que essa possui um teor de acilglicerdis
acima da faixa de calibracdo da norma para esses compostos. Para isso foram testadas
diferentes dilui¢Ges: aliquotas do produto da reacdo de glicerdlise (massas: 1 mg, 2 mg e
4 mg) foram diluidas com 100 e 200 pL de piridina. Para determinar o teor da classe de
acilglicerois (%Acil), quando houve a diluicdo com piridina, foi realizado um célculo
conforme equagéo 17:

%ACil — VPiridina x 100 x %ACilMistura (17)

maliquota X Muyistura

Sendo:

Vpiridina— Volume de piridina em pL;

Maliquota— Massa da aliquota em mg;

Mmistura— Massa da mistura apos a diluigdo em mg;

%ACilmistura— Teor de acilglicerois determinado pelo método na mistura apos a dilui¢éo

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizacdo do Produto da Reacdo de Glicerolise

As reacOes de glicerolise foram realizadas nas condigBes de maior rendimento de
MAG, item 4.1 (CARVALHO, 2018). Além disso, foi utilizado o 6leo de soja por ser um
6leo de facil aquisicdo e possuir alto teor tedrico de &cidos graxos linoleico (C18:2) e
linolénico (C18:3) em sua composicdo (ANDRADE, 2011; ANDRADE; MAZZEI,
D'AVILA, 2011). Essa reacéo foi realizada com os propdésitos de produzir um material

rico em MAG e DAG e estudar sua separagédo e/ou purificacao.

Foi realizada a andlise por CG, para observar o perfil obtido para as classes de

acilglicerdis, obtendo-se o cromatograma apresentado na Figura 7.
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Figura 7: Cromatograma do produto da reaco de glicerolise analisado por CG em condic@es estabelecidas
no item 4.8, sendo MAG (monoacilglicerdis), DAG (diacilglicerdis) e TAG (triacilglicer6is). O
assinalamento seguiu a ASTM D6584 (2017).

Pelo cromatograma obtido no CG pode ser observado o perfil para cada classe de
acilglicerdis e confirmar a presenca de uma maior quantidade de MAG, seguida por DAG
e uma menor quantidade de TAG. Porém néo foi possivel realizar a quantificacdo desses
constituintes j& que a amostra se encontra fora da faixa de calibracdo do ensaio. Isso
ocorreu pois 0o método aplicado é utilizado para a matriz biodiesel, ou seja, para
quantificar MAG, DAG e TAG em niveis de contaminantes; pela resolucdo n° 45 os
limites maximos dessas classes de componentes sdo, respectivamente: 0,7%m/m,
0,2%m/m e 0,2%m/m (ANP, 2014).

Com isso, provavelmente o derivatizante utilizado pode néo ter sido suficiente para
derivatizar todo o contetdo de acilglicer6is do produto de reacéo de glicerolise. Por isso,
foi desenvolvido um método de preparo de amostra para quantificacdo de MAG, DAG e
TAG em reacdo de glicerdlise de 6leos vegetais por uma modificacdo do método da
ASTM D6584 (2017) baseando-se em uma pre-diluicdo. Aliquotas do produto de reacéo
foram diluidas com 100 e 200 pL de piridina (Sigma), para depois seguir o procedimento
descrito pela norma, ou seja, pesando-se cerca de 100 mg da mistura diluida e
adicionando-se os padrdes internos (tricaprina e butanotriol), o derivatizante (MSTFA) e

0 solvente n-heptano.
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Um cromatograma tipico no CG, obtido diluindo a amostra, é apresentado na Figura

Intensidade (pA)

8:
Tricaprina
MAG
e DAG
— TAG
Tempo (min)

Figura 8: Cromatograma tipico no CG do produto da reacéo de glicerdlise com dilui¢do de 2 mg em 100
uL de piridina. O assinalamento seguiu a ASTM D6584 (2017).

Os teores de acilglicerois para o produto de glicerdlise, determinado com as diferentes

diluicBes, estdo apresentados na Tabela 2:

Tabela 2: Teor de acilglicerois por CG para o produto de glicerélise do dleo de soja, nas diferentes dilui¢bes
no ensaio analitico

Massa da amostra (mg) / Volume de dilui¢éo (pL)
1,07/100 | 2,08/100 | 4,17/100 | 1,15/200 | 2,13/200 | 4,14/200
Massa da mistura (mg) 80,00 98,60 97,36 98,50 100,42 100,28
MAG (%m/m) 34,3 33,2 34,5 36,4 38,6 34,8
DAG (%m/m) 11,9 10,7 12,0 11,3 17,8 16,9
TAG (%om/m) 9,8 3,4 51 4,2 3,0 2,0

MAG: monoacilglicerdis; DAG: diacilglicerois e TAG: triacilglcierois.

A diluicdo com piridina foi escolhida pois esse solvente ja é o utilizado no preparo
das solucdes padrdes do método de referéncia, ou seja, ele ndo interfere na reacdo de
derivatizagdo. Para cada classe foi realizado o teste de normalidade pelo método de
Shapiro-Wilk, e todos os valores de p encontrados foram acima de 0,05 (p > 0,05)
indicando que a normalidade é assegurada e ndo se pode admitir valores
diferenciados. Além disso, foi possivel observar que, para a diluigdo com 200 pL de
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piridina, os valores de TAG encontrados ficaram muito proximos do limite inferior da
curva de calibracdo e com isso, essa diluicdo ndo foi escolhida para seguir com o

desenvolvimento da metodologia de analise de acilglicerois.

Assim a diluigdo com 100 pL de piridina e 2 mg de massa da amostra inicial foi
escolhida, pois os valores encontrados estavam dentro das faixas de calibragdo do método
de referéncia (4 mg estava fora da faixa para MAG) e o erro de pesagem & menor do que

com 1 mg.

Além disso, vale ressaltar a importancia do desenvolvimento dessa metodologia, para
a matriz de acilglicerdis pois ndo ha método de quantificacdo por cromatografia a gas
disponivel na literatura, quando seus respectivos teores estdo fora da faixa de calibracdo
do ensaio ASTM D6584 (2017).

Com isso, para a amostra do produto de reacdo de glicerdlise (2 mg) com diluicdo de
100 uL foram obtidos os seguintes resultados pela técnica de calculo de diluigdo: 33,2%
de MAG, 10,7% de DAG e 3,4% de TAG.

A partir do cromatograma obtido por CLAE-UV (Figura 8), foi realizada uma
quantificacdo por normalizacdo de area, para estimar o percentual de cada classe de

acilglicerol presente no produto da reacdo de glicerolise parcial do 6leo de soja.
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Figura 9: Cromatograma do produto da reacdo de glicerdlise analisado por CLAE-UV em condicdes
descritas no item 4.4.1, sendo MAG (monoacilgliceréis), DAG (diacilglicerdis) e TAG (triacilglicerdis).
Assinalamentos seguindo Carvalho (2018).

Pode-se observar na Figura 9 que o produto da reacdo de glicerdlise é constituido
preferencialmente por MAG (tempos de retencdo aproximados de 2 a 7,5 min), por DAG
(tempos de 11 a 17 min) e por TAG (tempos de 23 a 27 min).

O rendimento da reacdo em termos percentuais de area na CLAE foi de 58% de MAG,
37% de DAG e 5% de TAG néo reagido, 0 que comprova que a reacdo ocorreu de forma
efetiva para produzir MAG e DAG suficientes para as etapas posteriores de separagdo e
caracterizacdo. Além disso, o rendimento observado esta bem parecido com o encontrado
por Carvalho (2018) que foi de 7% de TAG néo reagido para as mesmas condicdes de

reacdo, o que indica que a reacgdo pode ser de boa reprodutibilidade.

A técnica de CLAE possui um preparo de amostra mais simples que a técnica de CG
(somente a diluigdo com a prépria fase movel), porém ndo é possivel observar a presenca
de compostos saturados com a deteccdo por UV. Ja a técnica de CG possui um preparo
de amostra mais complexo, com adi¢do de agente derivatizante e de padrdes internos;

mas ela quantifica as classes separadamente pela utilizagdo de curva de calibracdo com
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padrbes especificos de cada classe. Comparando as técnicas utilizadas, apesar das
diferencas ja citadas, ambas se mostraram promissoras para o0 objetivo de identificar e
quantificar as diferentes classes de acilglicerois para o produto da reacédo de glicerolise a

partir de 6leos vegetais.

5.2. A Separacdo das Classes de Acilglicerdis

Para ensaiar a separacdo das classes de acilglicerdis foi utilizada uma coluna
semipreparativa (coluna 2) e para planejar o volume de injecéo e da vazdo dessa coluna
realizou-se a transposicao direta de acordo com a Equacéo 7 (péag. 11) e o fator calculado
foi utilizado para planejar o scale up, de forma a obter o perfil de cromatograma
aproximado ao de escala analitica para as diferentes fases moveis (Tabela 3 —

apresentacdo dos dados operacionais obtidos por transposicédo direta).

Tabela 3: Dados operacionais obtidos por transposicdo direta

Dados operacionais Colunainicial 1 Coluna transposta 2
Microsorb MV Kinetex

Fator de transposicédo direta 1 2,85

Volume de Injec&o (L) 10 28,5*

Vazao (mL/min) 1 2,85

*Ajustado experimentalmente a 30 pL para simplicidade.

5.2.1. Fase mdvel gradiente

O cromatograma obtido para as condi¢Oes estabelecidas na Tabela 3 para a coluna 2

e descritas no item 4.4.1 (pag. 22) esta apresentado na Figura 10.
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Figura 10: Cromatograma experimental, obtido por CLAE-UV, da separacéo das classes (Coluna 2) -
Fase movel gradiente — Vig;: 30 pL.

Comparando o cromatograma da Figura 10 com o obtido para a coluna 1 em escala
analitica (Figura 9) pode ser observado uma similaridade entre a distribuigdo das classes
ao longo da eluicdo cromatografica. Ou seja, mesmo com a diferenca entre 0s tempos de
retencdo, a distancia entre as classes se manteve suficiente para ser realizado o aumento
do volume de injecdo. Com isso, foi possivel obter sucesso na transposicao direta mesmo

com a diferenca das fases estacionarias nas colunas.

O cromatograma obtido em escala analitica, para a coluna 2 (Figuras 10), foi
projetado no programa MagicPlot (Figura 11) com o objetivo de realizar a deconvolucao
dos picos, para determinar os parametros individuais de tempo de retencao e de largura a

meia altura dos componentes coeluidos.
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Figura 11: Deconvolugdo dos picos do cromatograma da separacdo das classes de acilglicerois (Coluna 2)
— Fase movel gradiente.

A deconvolucéo dos picos (Figura 11) possibilitou observar a presenca de um total
minimo de 16 componentes, dos quais foram obtidos seus dados cromatogréficos (Tabela
4).

Tabela 4: Dados cromatograficos da separacdo das classes pela Coluna 2 — Fase mdvel gradiente

) Tempo de retencdo | Largura a meia altura Area
Classes | Picos
(min) (min) (mAU x min)

MAG | Pico1l 2,810 0,224 14,255
MAG | Pico?2 3,447 0,214 146,907
MAG | Pico3 4,968 0,556 10,367
DAG Pico 4 8,790 0,493 6,534
DAG Pico 5 9,202 0,321 4,410
DAG Pico 6 10,144 0,493 25,020
DAG Pico 7 10,529 0,253 13,178
DAG Pico 8 11,583 0,527 26,024
DAG Pico 9 11,189 0,184 2,013
DAG | Pico 10 11,909 0,218 6,053
DAG | Pico11 13,091 0,698 8,611
DAG | Pico 12 13,571 0,527 2,199
TAG | Pico 13 19,785 0,559 3,893
TAG | Pico 14 20,611 0,483 7,007
TAG | Pico 15 21,426 0,507 8,347
TAG | Pico 16 22,247 0,508 5,920
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Comparando os cromatogramas obtidos para a coluna 2, experimentalmente (Figura

10) e simulado pelo

modelo de Van Deemter e colaboradores (Figura 12), foi possivel

observar a exatiddo das estimativas dos parametros de retencdo, da Tabela 4, o que

permitiu estimar a separa¢do com outros volumes de injecao.

Intensidade

| Y V. S
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Figura 12: Cromatograma simulado pelo modelo de VVan Deemter e colaboradores para a separacéo das

classes (Coluna 2) — Fase movel gradiente.
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Foram simulados cromatogramas com volumes de injecdo de 80 e 150 pL pelo

método de Stenberg para a coluna 2 (Figura 13).

Intensidade

Intensidade

Tempo (min)

Tempo (min)

Figura 13: Cromatogramas simulados com fase mével gradiente - Coluna 2. Com os volumes de inje¢éo

de 80 pL (A) e 150 uL (B).

Como pode ser observado, os perfis das classes de acilglicerdis nos cromatogramas

se mantiveram, mesmo com o aumento do volume de injecdo. Esses volumes foram
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escolhidos para simular um pequeno aumento de volume de injecdo (até 5 vezes) e que

ndo afetasse a separacdo entre as classes.

Assim, foram realizadas elui¢es cromatograficas com os volumes de 80 ¢ de 150 uL
(Figura 14). Para realizar a coleta das aliquotas das fracbes de MAG e DAG, foi utilizado
0 sistema de janela de tempo ao injetar 150 uL e as duas janelas foram 3 a 6 min (Fracdo
1 na fase movel Gradiente - FG.1) e de 10 a 14 min (FG.2), janelas essas assinaladas na

Figura 13B e escolhidas de forma a evitar contaminacédo entre as classes.
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Figura 14: Cromatogramas experimentais com fase movel gradiente - Coluna 2. Sendo os volumes de
injecdo de 80 uL (A) e 150 pL (B) respectivamente. Barras abaixo do cromatograma se referem as janelas
de coleta das fracfes FG.1 e FG.2.

Os tempos utilizados na coleta foram escolhidos de forma a ganhar na pureza das
fragdes mesmo perdendo em produtividade. Foi possivel observar uma diferenca entre 0s
cromatogramas experimentais e simulados na regido de 10,7 min ja que aparentemente

tem mais um pico nessa regido que ndo foi previsto em escala analitica.
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As fracOes coletadas foram analisadas por cromatografia a gas (Figuras 15, 16, 17 e

18) segundo a metodologia desenvolvida, descrita no item 4.8 (pag. 25).
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Figura 15: Cromatogramas de CG das fra¢cdes coletadas na eluicdo cromatogréafica representada na Figura
14. Tricaprina é um padrdo Interno.
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Figura 16: Ampliacdo na regido de eluicdo dos MAG nos cromatogramas da Figura 15.
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Figura 17: Ampliacéo na regido de eluicdo dos DAG nos cromatogramas da Figura 15.
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Figura 18: Ampliacéo na regido de eluicdo dos TAG nos cromatogramas da Figura 15. Trioleina é um
padrdo de TAG somente para observacao do tempo de retencdo dessa classe.

Pelas Figuras 15 a 18 foi possivel observar que a metodologia de CLAE
semipreparativa em gradiente de fase mével cumpriu com o objetivo de isolar as fracdes
de MAG e DAG de forma eficiente. Para a fracdo FG.1 (2 mg) com diluigdo de 100 uL
foram obtidos os seguintes resultados pela técnica de célculo de diluicéo: 45,2%m/m de
MAG, 0,0%m/m de DAG e 0,0%m/m de TAG. Ja para a fracdo FG.2 os resultados foram:
0,4%m/m de MAG, 52,2%m/m de DAG e 0,0%m/m de TAG.

Mesmo com sucesso na separacao das classes com gradiente de fase mdvel, resolveu-
se realizar separagdes com programacao isocratica de fase movel de forma a encontrar

condigdes mais vidveis para a separacdo, em equipamentos semipreparativos e
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preparativos com apenas uma bomba e facilitar a recuperacdo do solvente ao final da

analise.
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5.2.2. Fase mével isocratica 1

As fases moveis isocraticas que foram escolhidas para o trabalho possuem uma boa
capacidade de separacdo entre as classes de acilglicer6is em um tempo de eluicdo
relativamente curto, cerca de 15 minutos (SANTOS, 2015).

Os cromatogramas experimentais obtidos para as condi¢des estabelecidas no item
4.4.2 com 55% (metanol) + 45% (i-propanol:n-hexano (5:4, em volume) e na Tabela 3
estéo apresentados nas Figuras 19A e 19B, respectivamente para as colunas 1 e 2.
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Figura 19: Cromatogramas experimentais da separacao das classes de acilglicerdis empregando as colunas

1 (A) e 2 (B) - Fase movel isocratica 1.

Pode-se observar para a coluna 1 (Figura 19A) a separacdo dos TAG nos tempos de

7 min a 12 min, enquanto para a coluna 2 (Figura 19B) essa separacdo ocorreu entre 5 e
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7 minutos. Apesar da diferenca dos tempos de reten¢do de mesmos componentes entre as
colunas, os perfis encontrados para ambas as colunas foram parecidos. A diferenca
encontrada de tempos de retencdo entre colunas de diferentes fabricantes seria esperada
devido a diferenca de propriedades de fases estaciondrias (carga de carbono, polaridade,
acidez, area superficial entre outros) (DOLAN et al., 2004).

Os perfis cromatogréaficos para as colunas 1 e 2 seriam similares uma vez que a razéo
entre os volumes de fases estacionarias foi considerada na transposicao direta de escala
com o fator 2,85 (Tabela 3). No entanto, se observou uma retencdo maior das classes de
acilglicer6is na coluna 1 (Figura 19A) do que na coluna 2 (Figura 19B). Esta
lipofilicidade pouco maior na coluna 1 pode estar associada & maior carga de carbono da
sua fase (13% em Microsorb-MV) (LORENZ, 1991) do que na fase da coluna 2 (12% em
Kinetex) (PHENOMENEX, 2013). Quanto maior a carga de carbono maior a quantidade
de grupamentos octadecilsilanos ligados ao suporte. Apesar dessa diferenca, ambas as

colunas apresentam uma boa separagéo entre os DAG e TAG.

Essa metodologia isocratica de CLAE apresenta uma 6tima resolucédo entre o Gltimo
pico de DAG e o primeiro de TAG (aproximadamente 2 min) e um tempo de eluicdo

relativamente curto (15 minutos).

Os dados de intensidade de sinal ao longo do tempo dos cromatogramas obtidos em
escala analitica, para a coluna 1 (Figura 19A) e para a 2 (Figura 19B), foram inseridos
no programa MagicPlot (Figuras 20A e 20B, respectivamente) com o objetivo de realizar
a deconvolucdo dos picos e, assim, determinar os parametros individuais de tempo de
retencdo e de largura a meia altura dos componentes coeluidos e, com isso, posteriormente

simular o scale up do aumento de volume pelos modelos previamente citados.
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Figura 20: Deconvolugéo dos picos dos cromatogramas da separagdo das classes de acilglicerdis
(A -coluna 1l e B - coluna 2) — Fase movel isocratica 1



A deconvolugéo (Figuras 20A e 20B) possibilitou estimar a presenca de um total de

13 picos em ambos cromatogramas cujos dados cromatograficos estdo apresentados

respectivamente nas Tabelas 5 e 6.

Tabela 5: Dados cromatograficos na Coluna 1 — Fase mdvel isocratica 1 dos componentes do produto de

glicerolise
. Tempo de retencdo | Largura a meia altura Area
Classes | Picos
(min) (min) (mAU x min)

MAG | Picol 3,076 0,168 51,922
DAG Pico 2 3,536 0,222 1,577
DAG Pico 3 3,802 0,159 1,048
DAG Pico 4 4,024 0,156 7,519
DAG Pico 5 4,184 0,133 14,618
DAG Pico 6 4,424 0,235 19,173
DAG Pico 7 4,783 0,224 3,045
TAG Pico 8 7,162 0,390 0,288
TAG Pico 9 7,819 0,265 0,762
TAG | Pico 10 8,531 0,294 1,987
TAG | Pico1l 9,394 0,294 2,177
TAG | Pico12 10,430 0,351 1,125
TAG | Pico 13 11,826 0,405 0,453

Tabela 6: Dados cromatogréaficos na Coluna 2 — Fase mdvel isocratica 1 dos componentes do produto de

glicerdlise
. Tempo de retencdo | Largura a meia altura Area
Classes | Picos
(min) (min) (mAU x min)

MAG | Picol 2,191 0,050 0,0724
MAG | Pico2 2,412 0,068 19,2823
DAG | Pico3 2,790 0,121 0,8426
DAG | Pico4 2,937 0,070 1,2195
DAG | Pico5 3,008 0,070 2,5231
DAG | Pico6 3,133 0,082 7,9812
DAG | Pico? 3,271 0,078 5,2936
DAG | Pico8 3,463 0,086 0,8059
TAG Pico 9 5,191 0,114 0,2536
TAG Pico 10 5,545 0,114 0,6737
TAG Pico 11 5,924 0,127 1,0113
TAG | Pico12 6,375 0,188 0,5144
TAG | Pico13 6,977 0,204 0,161
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Comparando os cromatogramas obtidos experimentalmente para as colunas 1 e 2
(Figura 19A e 19B, respectivamente) e os cromatogramas simulados pelo modelo de Van
Deemter e colaboradores (Figura 21A e 21B, respectivamente), foi possivel observar a
exatidao das estimativas dos parametros de retencédo, das Tabelas 5 e 6, 0 que permitiu

estimar a separagdo com outros volumes de injecéo.
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Figura 21: Cromatogramas simulados pelo modelo de VVan Deemter e colaboradores para a separagdo das

classes (sendo A - Coluna 1 e B — Coluna 2) — Fase movel isocratica 1.

Para planejamento dessa separacédo de classes, foram simulados cromatogramas com

aumento de volume de injecdo pelo método de Stenberg para a coluna 1. Os diferentes

45



volumes de injecdo e a descricdo das figuras onde se encontram 0s Seus respectivos

cromatogramas para a coluna 1 (simulado e experimental) estdo descritos na Tabela 7.

Tabela 7: Listagem de cromatogramas para separacao das classes (Coluna 1) — Fase movel isocrética 1

Volume de injecéo

Cromatograma Cromatograma

(uL) Simulado Experimental
50 Figura 22A Figura 24A
100 Figura 22B Figura 24B
200 Figura 23A Figura 25A
300 Figura 23B Figura 25B
500 Figura 23C Figura 25C

Os cromatogramas simulados listados na Tabela 7 sdo apresentados a seguir:
A

Intensidade

T T T T T T T T T T T T
01 2 3 456 7 8

Intensidade

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

01 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Figura 22: Cromatogramas simulados na condi¢do da fase movel isocratica 1 - Coluna 1 (sendo A - Vi =

50 pL e B - Vipj = 100 plL).
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Intensidade

T
8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

I L
01 2 3 4 5 6 7

Intensidade

01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Intensidade

01 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18

Figura 23: Cromatogramas simulados na condi¢do da fase movel isocratica 1 - Coluna 1 (sendo A - Vi =

200 pL, B - Vipy= 300 pL e C - Viyy = 500 pl).
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A simulacdo dos cromatogramas com o aumento do volume de inje¢do possibilitou
observar alteragdes do perfil cromatografico como, por exemplo, a perda de resolucéo de
sinal: entre os picos 4 e 5 (DAG) com o aumento de 50 pL para 100 pL, entre os picos 5
e 6 (DAG) com o aumento de 100 uL para 200 uL e entre os picos 6 e 7 (DAG) com 0
aumento de 200 pL para 300 pL.

Os cromatogramas experimentais listados na Tabela 7 sdo apresentados a seguir:

14 - A
12 A
10 A

Intensidade (mAU)

o N B~ O
1

- e B
-2 -
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Tempo (min)

1380
1180 é
980 é
780 é

580 ]

Intensidade (mAU)

380 ]

180 1

20 YT
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Tempo (min)

Figura 24: Cromatogramas experimentais na condicdo de fase movel isocrética 1 - Coluna 1 (sendo A -
Vinj =50 jJ.L eB- Vinj =100 p.L).
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Figura 25: Cromatogramas experimentais na condicao de fase movel isocratica 1 - Coluna 1
(sendo A - Vinj =200 pL, B - Viyj=300 pL e C - Viy= 500 pL).

Foi observado que os cromatogramas simulados para pequenos volumes de injecéo
(Figura 22) foram bem preditivos do perfil dos obtidos experimentalmente, destacando
a previsdo da perda de resolucéo entre os picos 4 e 5 (DAG). Porém, verificou-se que
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esses cromatogramas estdo deslocados de 0,5 min a 1,0 min no tempo. Isso ocorreu devido
a uma falha no equipamento com queda na presséo no ato da injecdo levando de 0,5a 1,0

min para estabilizar e, consequentemente causando atraso no cromatograma.

Nas condi¢bes de maiores volumes de injecdo (a partir de 200 uL), os tempos de
retencdo de MAG e o tempo final de MAG e DAG foram bem representados pela
simulagcdo. A menor retengdo apenas dos TAG, relativamente ao previsto, indica um
equilibrio competitivo desta classe com as demais, sobre a interacdo com a fase
estacionaria (GOLSHAN-SHIRAZI; HUANG; GUIOCHON, 1991).

No cromatograma de volume de injegdo de 500 pL a diferenga no perfil dos picos de
MAG e DAG (= 4 min de eluicdo) entre os cromatogramas simulado e experimental é
provavelmente devido ao fato da concentracdo exceder o limite linear de deteccdo do
detector no cromatograma experimental, 0 que ndo é estimado pela simula¢do enquanto

ndo se conheca a curva resposta do detector para altas concentracdes.

Para planejamento dessa separacdo de classes, foram simulados cromatogramas com
aumento de volume de injecdo pelo modelo de Stenberg para coluna 2. A listagem dos
diferentes volumes de injecdo e a descricdo das figuras onde se encontram seus
respectivos cromatogramas para a coluna 2 (simulado e experimental) estéo descritos na
Tabela 8. Os volumes planejados foram maiores que para a coluna 1 pois a coluna 2

apresenta maiores dimensdes por se tratar de uma coluna de escala semi preparativa.

Tabela 8: Relacéo de cromatogramas para separacdo das classes (Coluna 2) — Fase mdvel isocrética 1

Volume de injecéo Cromatograma Cromatograma
(uL) Simulado Experimental
50 Figura 26A Figura 28A
100 Figura 26B Figura 28B
200 Figura 26C Figura 28C
500 Figura 27A Figura 29A
1000 Figura 27B Figura 29B
2000 Figura 27C Figura 29C
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Os cromatogramas simulados listados na Tabela 8 s&o apresentados a seguir:
A
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Figura 26: Cromatogramas simulados na condigdo da fase movel isocratica 1 - Coluna 2 (sendo A - Viyj =
50 pL, B - Vinj= 100 pL e C - Vinj= 200 pL).
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Figura 27: Cromatogramas simulados na condigéo da fase mével isocratica 1 - Coluna 2 (sendo A - Vi =

500 pL, B - Vipy= 1000 uL e C - Vigj = 2000 pL).
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A simulacdo dos cromatogramas com o aumento do volume de injecdo possibilitou
observar o mesmo perfil entre as inje¢des com volumes de 50 pL e 100 puL (Figura 26A
e 26B), uma perda de resolucdo entre os picos 5 e 6 (DAG) entre as inje¢cbes com volume
de 100 pL e 200 uL. mas ainda mantendo a separagdo entre os MAG e DAG.

Ja com o aumento para 500 plL (Figura 27A) possibilitou observar a perda de
resolucdo entre os picos de DAG mas ainda mantendo a separacao entre os MAG e DAG.

O cromatograma com o volume de inje¢do 1000 uL (Figura 27B) apresentou o perfil
com as bandas de MAG e DAG “se tocando” (“touching bands”).

Ja com o aumento para 2000 pL (Figura 27C) foi possivel observar um perfil de
sobreposicao de sinais, quando o perfil do primeiro sinal passa a ser retangular (MAG) e

sobrepde com o inicio do pico de DAG.
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Os cromatogramas experimentais listados na Tabela 8 sdo apresentados a seguir:
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Figura 28: Cromatogramas experimentais com fase mével isocrética 1 - Coluna 2 (sendo A - Vi;
=50 pL, B - Viyj= 100 pL e C - Vinj =200 pL).
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Figura 29: Cromatogramas experimentais com fase movel isocrética 1 - Coluna 2 (sendo A -
Vinj = 500 pk, B - Vinj = 1000 pL e C- Vinj = 2000 uL).
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Foi observado que os cromatogramas simulados para volumes de injec¢do (Figura 26)
de 50 e 200 uL foram bem preditivos do perfil dos obtidos experimentalmente destacando
a previsao da perda de resolucdo entre os picos 5 e 6 (DAG) no cromatograma com
volume de injegdo de 200 uL (Figura 26C e 28C).

Nas condigdes a partir de 200 pL, os tempos de retengao de MAG e o tempo final de
MAG e DAG foram bem representados pela simulacdo (Figuras 28C e 29).

Foi observado também que os cromatogramas experimentais para volumes maiores
(1000 pL - Figura 29B e 2000 pL - Figura 29C) apresentaram saturacao do sinal pelo
detector e com isso, 0s picos apresentaram a forma de trapézio. Vale destacar a previsdo
da perda de resolucéo entre as classes para o volume de injecdo de 1000 uL (Figura 27B
e 29B).

No cromatograma de volume de injecdo de 2000 uL (Figura 29C) a diferenca no
perfil entre os picos de MAG e DAG é devido ao limite linear de detec¢do do detector.

Para realizar a etapa de coleta dos acilglicerdis, foi utilizado o sistema de janela de
tempo e a coleta foi realizada até o tempo de eluicdo de 3 minutos (ao injetar 1000 uL e
2000 pL). Nessa etapa optou-se por coletar somente a classe de MAG, que foi
caracterizada pela metodologia de CLAE descrita por Andrade (2011), conforme

cromatograma apresentado na Figura 30.
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Figura 30: Caracterizacdo da fragdo coletada por CLAE — em condicfes descritas no item 4.2,
assinalamento seguindo Carvalho (2018).
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Vale ressaltar que a metodologia por cromatografia a gés, citada anteriormente, foi

desenvolvida apds essa etapa do trabalho.

Apds essa etapa do trabalho, a coluna 2 perdeu eficiéncia de separacdo e, com isso,
novas fracdes foram coletadas, porém com um volume de injecdo de apenas 150 uL. A
Figura 31 a seguir apresenta o cromatograma representativo da sequéncia de 3 injec0es
com o volume de injecéo de 150 pL.
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Figura 31: Cromatograma experimental representativo da sequéncia de inje¢des com fase movel
isocratica 1 - Coluna 2 (Vinj = 150 puL)

Foram recolhidas 4 fracOes (assinaladas no cromatograma) segundo 0s seguintes
tempos: 2 até 2,6 min (FI1.1 - preto), 2,6 até 2,9 min (FI1.2 - azul), 2,9 até 3,2 min (FI1.3
- verde) e 3,2 até 4,0 min (FI1.4 - roxo).

Essas fracGes foram analisadas por cromatografia a gas (Figuras 32 a 39) de acordo

com a metodologia desenvolvida descrita no item 4.8.
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Figura 32: Cromatogramas obtidos por CG das fracBes 1 e 2 coletadas na eluicdo cromatografica

representada na Figura 31. Tricaprina é um padrdo interno.
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Figura 33: Ampliacdo na regido de eluicdo dos MAG nos cromatogramas da Figura 32.
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Figura 34: Ampliac&o na regido de elui¢cdo dos DAG nos cromatogramas da Figura 32.
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Figura 35: Ampliacdo na regido de eluicdo dos TAG nos cromatogramas da Figura 32. Trioleina é um
padrdo de TAG somente para observacéo do tempo de retencdo dessa classe.
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Figura 36: Cromatogramas obtidos por CG das fracfes 3 e 4 coletadas na eluicdo cromatografica

representada na Figura 31. Tricaprina é um padréo interno.
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Figura 37: Ampliacdo na regido de eluicdo dos MAG nos cromatogramas da Figura 36.
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Figura 38: Ampliac&o na regido de eluicdo dos DAG nos cromatogramas da Figura 36.
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Figura 39: Ampliacdo na regido de eluicdo dos TAG nos cromatogramas da Figura 36. Trioleina é um

padrdo de TAG somente para observacdo do tempo de retencdo dessa classe.

Os teores percentuais em massa encontrados para cada fragdo, por CG, usando a

técnica de diluicdo estdo descritos na Tabela 9.
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Tabela 9: Resultados de teor das classes acilglicerdis nas fragdes coletadas por CG - Fase movel

isocratica 1
Fi1.1 Fl1.2 FI1.3 Fi1.4
MAG (%m/m) 91,3 10,6 47,8 9,2
DAG (%m/m) 1,5 0,0 26,8 10,8
TAG (%m/m) 0,0 0,0 0,0 0,0

MAG: monoacilgliceréis; DAG: diacilglicerois e TAG: Triacilglcierois

Com isso, foi possivel observar que, com essa fase mével, sé foi possivel coletar
fracOes ricas em MAG (FI1.1 e FI1.2), porém as fragdes que deveriam ser ricas em DAG
(FI1.3 e FI1.4) possuiram contaminacdo com MAG.

Vale ressaltar a auséncia de TAG em todas as fragdes coletadas, o que sugere que a
fase movel testada pode ser considerada adequada caso o objetivo for o de realizar o

clean-up dessa classe.

5.2.3. Fase mével isocratica 2

Essa composicéao de fase mdvel foi escolhida por permitir uma melhor separacéo entre

as classes de MAG e DAG e ndo possuir um tempo de eluicédo longo.

O cromatograma obtido para as condicdes estabelecidas no item 4.4.3 com 65%
(metanol) + 35% (i-propanol:n-hexano (5:4, em volume) e na Tabela 3 esta apresentado
na Figura 40, para a coluna 2.
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Figura 40: Cromatograma experimental da separacdo das classes (Coluna 2), obtido por CLAE-UV - Fase
movel isocratica 2.
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O cromatograma obtido em escala analitica, para a coluna 2 (Figuras 40), foi

projetado no programa MagicPlot (Figura 41) com o objetivo de realizar a deconvolucao

dos picos, para determinar os parametros individuais de tempo de retencdo e de largura a

meia altura dos componentes coeluidos e, com isso, posteriormente simular o scale up do

aumento de volume pelos modelos previamente citados.
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Figura 41: Deconvolugdo dos picos do cromatograma da separacdo das classes (Coluna 2) — Fase movel

isocratica 2.

A deconvolucao (Figura 41) possibilitou observar a presenca de um total de 12 picos,

dos quais foram obtidos seus dados cromatograficos (Tabela 10).

Tabela 10: Dados cromatograficos, obtidos por CLAE-UV, da separacao das classes pela Coluna 2 —

Fase movel isocratica 2

] Tempo de retencdo | Largura a meia altura Area
Classes | Picos
(min) (min) (mAU x min)

MAG | Picol 2,689 0,186 16,474
MAG | Pico2 3,032 0,111 0,190
DAG Pico 3 3,325 0,316 0,885
DAG Pico 4 3,367 0,135 0,646
DAG Pico 5 3,600 0,236 6,168
DAG Pico 6 3,847 0,199 6,410
DAG Pico 7 4,063 0,125 2,326
DAG Pico 8 4,322 0,347 1,614
TAG Pico 9 7,986 0,336 0,519
TAG | Pico 10 8,400 0,283 0,458
TAG Pico 11 8,874 0,422 0,709
TAG | Pico 12 9,356 0,368 0,650
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Comparando os cromatogramas obtidos para a coluna 2, experimentalmente (Figura
40) e simulado pelo modelo de Van Deemter e colaboradores (Figura 42), foi possivel

observar a exatiddo das estimativas dos parametros de retencdo, da Tabela 10, o que

permitiu estimar a separa¢do com outros volumes de injecao.

Intensidade

T T
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Tempo (min)

Figura 42: Cromatograma simulado pelo modelo de VVan Deemter e colaboradores (Coluna 2) — Fase mével

isocratica 2.

Foram simulados cromatogramas com o aumento de volume de injecdo pelo método

de Stenberg para a coluna 2.

64



Os cromatogramas simulados e experimentais para os volumes de injecdo de 50 e 150

uL sdo apresentados a seguir.

Intensidade

Intensidade

A
‘ ————
8 10 12 14 16 18
Tempo (min)
B
NN
T T T T [ T T T [ T T T [ T T T T T T T ]
8 10 12 14 16 18
Tempo (min)

Figura 43: Cromatogramas simulados (A e B) com fase mével isocratica 2 - Coluna 2. Sendo os volumes
de injecdo de 50 pL e 150 pL, respectivamente.

Foi possivel observar o mesmo perfil dos componentes apesar do aumento do volume

de injecéo.
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Figura 44: Cromatogramas experimentais (A e B) com fase movel isocrética 2 - Coluna 2. Sendo os
volumes de injecdo de 50 pL e 150 ulL, respectivamente.

Foi possivel observar nos cromatogramas experimentais uma perda de resolucéo entre

os picos de DAG ja na injecao de 50 puL e entre as classes de MAG e DAG na injegdo de
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150 uL. Isso pode ser explicado devido a perda de eficiéncia de separacdo da coluna 2 no

decorrer do aumento do volume de injecdo para essa fase madvel.

Apesar da diferenca entre os cromatogramas simulados e experimentais, foi realizada
a coleta das aliquotas das fracdes de MAG e DAG. Para isso, foi utilizado o sistema de
janela de tempo nas elui¢cbes com injecdo de 150 pL (assinalamento das fracGes na Figura
44B). Os cromatogramas e as trés fragoes coletadas foram: FI2.1 de 2,3 a 2,8 min (azul);
F12.2 de 2,8 a 3,2 min (roxo) e FI2.3 de 3,2 a 5,0 min (preto). Essas fracdes foram
analisadas por CG de acordo com a metodologia desenvolvida e os resultados encontrados

ndo foram conclusivos.

Foi possivel observar que todas as fracGes possuiam as trés classes em sua
composic¢do. Esse erro durante a separagdo pode ter ocorrido devido a perda de eficiéncia
de separacéo da coluna 2 e/ou a um erro experimental na realizacdo da coleta das fracoes.
No entanto, réplicas deste processo em ambas colunas deverao ser realizadas para separar
0s componentes com o uso dessa fase movel, aplicando o método de CG sugerido no

presente trabalho.
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6. CONCLUSOES

Neste trabalho foi realizada a reacdo de glicer6lise do 6leo de soja com razdo molar
glicerol:6leo de 3:1, temperatura de 230 °C e tempo reacional de 30 min, conforme
descrito por Carvalho (2018) a fim de obter um produto rico em MAG e DAG. A reagédo
foi caracterizada por CLAE obtendo os resultados de 58% de MAG, 37% de DAG e 5%
de TAG nao reagidos, o que estd bem préximo ao encontrado por Carvalho (2018) que
foi de 7% de TAG néo reagidos para as mesmas condi¢des de reagéo, o que indica que a
reacdo pode ser de boa reprodutibilidade. Além disso, o produto da reacdo de glicerélise
foi caracterizado por CG, porém o método de referéncia (ASTM) é aplicado para a matriz
biodiesel, ou seja, para quantificar MAG, DAG e TAG em niveis de contaminantes. Por
isso, foi desenvolvido um método de preparo de amostra, baseado em uma pré-diluicéo,
para quantificacdo de MAG, DAG e TAG em reacgdo de glicerolise de dleos vegetais.
Aliquotas do produto de rea¢ao foram diluidas com 100 ¢ 200 pL de piridina, para depois
seguir o procedimento descrito pela norma, ou seja, pesagem de 100 mg da mistura
diluida e adicéo dos padrdes internos (tricaprina e butanotriol), do derivatizante (MSTFA)
e do solvente n-Heptano. Assim a dilui¢do com 100 pL de piridina ¢ 2 mg de massa da
amostra inicial foi escolhida para dar prosseguimento ao estudo e foram obtidos os
seguintes resultados pela técnica de calculo de diluicdo: 33,2%m/m de MAG, 10,7%m/m
de DAG e 3,4%m/m de TAG. Vale ressaltar a importancia do desenvolvimento dessa
metodologia, para a matriz de acilgliceréis para alcancar um procedimento factivel nos

laboratdrios de controle de qualidade de biodiesel.

Além disso, foi realizado um estudo da aplicacdo dos modelos matematicos de
momentos estatisticos de Van Deemter e colaboradores (1956) e de Stenberg (1966) na
previsibilidade e planejamento de transposi¢cdo de escala de separagdes por CLAE no
isolamento das classes de acilglicerois seguindo a metodologia proposta por Costa (2004).

Primeiramente foram determinados os pardmetros em escala analitica para as 3 fases
moveis utilizadas: programacdo gradiente, isocratica 1 (55% metanol + 45% i-
propanol:n-hexano - 5:4, em volume) e isocratica 2 (65% metanol + 35% i-propanol:n-
hexano - 5:4, em volume). Foram utilizadas 2 colunas para CLAE em fase reversa, com

fase C18, particulas de Sum, durante o trabalho: Microsorb MV (250 x 4,6 mm) e Kinetex
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(150 x 10 mm). Ap0s isso, foram realizadas a deconvolugédo dos picos usando o programa
Magic Plot e a aplicacdo do modelo de VVan Deemter e colaboradores na simulacéo desses
cromatogramas, onde foi observado a exatiddo das estimativas dos parametros de
retencdo (tempo de retencéo e largura a meia altura). Esses parametros foram utilizados
para simular cromatogramas com maiores volumes de injecdo pelo modelo de Stenberg,
0os quais foram comparados com o0s obtidos experimentalmente. Por meio dos
cromatogramas com maiores volumes, foram determinadas as faixas de coleta das fracdes

visando a obter o isolamento dos acilglicerdis.

Nesse trabalho, foram realizados efetivamente o isolamento das classes de
acilgliceréis (MAG e DAG) utilizando a fase mével em programacéo gradiente na coluna
Kinetex em temperatura aproximada de 25 °C e a caracterizacdo dessas fracOes
recolhidas. Para a caracterizacdo, adotou-se método de CG desenvolvido especificamente

para a matriz trabalhada.

Com a utilizacdo da metodologia proposta também foi possivel separar a classe de
monoacilglicerdis sem contaminagdo com outras classes, utilizando fase mdvel isocratica
(55% metanol + 45% i-propanol:n-hexano - 5:4, em volume) e caracterizar essas fragoes
recolhidas pelo método de CG desenvolvido e pelo método de CLAE desenvolvido por
Andrade (2011).

Jaautilizacdo da fase movel isocrética 2 - 65% (metanol) + 35% (i-propanol:n-hexano
(5:4, em volume) - ndo foi conclusiva devido a presenca de TAG nas primeiras fracdes.
Esse problema durante a separacdo pode ter ocorrido devido a perda de eficiéncia de
separacdo da coluna 2 e/ou a um erro experimental na realizacdo da coleta das fracdes.
No entanto, réplicas deste processo em ambas colunas deverao ser realizadas para separar

0s componentes com 0 uso dessa fase movel.
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7. PERSPECTIVAS

Pode-se sugerir 0s proximos passos desse trabalho:

- Validacdo do método de cromatografia gasosa para quantificar as classes de

acilglicerdis provenientes de uma reacdo de glicerolise de 6leos vegetais.

- Desenvolvimento de uma metodologia por deteccdo com espectrometro de massa
para caracterizagdo dos constituintes saturados e insaturados na cromatografia gasosa,

para caracterizar os diferentes constituintes da mesma classe.

- Desenvolvimento de metodologia de isolamento dos constituintes individuais de
monoacilglicerois e de diacilglicerois — utilizando outras fases moveis e/ou outro detector,

como por exemplo o de indice de refracéo (capaz de detectar compostos saturados).

- Transposicdo do isolamento em CLAE para escala preparativa e/ou semi-
preparativa, por meio da metodologia proposta, para separacdo dos constituintes

individuais de monoacilglicerois e de diacilglicerais.
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1 - Introduction

Residual acylglycerols in biodiesel can lead to
severe operational problems in engines, including deposit
formation, filter plugging and fuel deterioration. Thus, the
need to monitor the quality of biodiesel added to diesel oil is
important (Holcapek et al., 1999). Regulatory agencies in
fuels establish the quality parameters of biodiesel, in which
the maximum levels of free glycerol (GL),
monoacylglycerols (MAG), diacylglycerols (DAG), and
triacylglycerols (TAG) are restricted. The methods for
determining these parameters (ASTM D6584 and European
Standard 14105) apply gas chromatography (GC) (ANP,
2014). These methodologies have a derivatization step with
a silylation reagent and MAG, DAG and TAG contents are
calculated against the internal standard tricaprine. In
addition, to identify the region of the chromatogram of
elution of each acylglycerol class, monoolein, diolein and
triolein standards are also included. Due to their high purity
(= 99%) (ANP, 2014), the requirement of these standards
implies a high cost of acquisition.

Liquid chromatography (LC) and high performance
LC (HPLC) have been applied to separate and isolate
chemical reference materials, especially at semipreparative
and preparative scales (Mazzei & d"Avila, 2003). In fact,
Blatt (2014) developed a LC method for obtaining
acylglycerol-rich materials from transesterification of
biodiesel at low yield and conversion employing an open
column chromatography. Moreover, Carvalho (2018)
performed this separation starting from an optimized
glycerolysis product that has yielded a higher content of
main acylglycerol classes.

Compounds that are representative of the main
biodiesel classes are fundamentally important for biodiesel
quality control. Thus, the present study proposes to apply the
scale up for semipreparative HPLC applying mathematical
models as a tool to isolate rich fractions of MAG and DAG
from a glycerolysis product from vegetable oil on a
laboratory scale, especially applicable by quality control
laboratories of biodiesel.

~ 2-Materialand Methods

A glycerolysis reaction involving soybean oil and
glycerol under reflux by 30 min at optimal conditions was
performed for producing the acylglycerol mixture (Carvalho,
2018).

A Thermo Fisher Scientific Ultimate 3000 HPLC
chromatograph, equipped with two HPG-3200BX pumps,

VWD-3400RS single channel UV-VIS detector, AFC-3000
fraction collector, and Rheodyne 8125 manual injection
valve with a 2 mL-loop was used. Chromeleon 7.0 (Thermo
Fisher Scientific, USA) software was applied for operation
and to set the equipment. The column was a Kinetex C18
(150 x 10 mm x 5 pm). HPLC methodology described by
Andrade et al. (2011) was employed with mobile phase
composed of methanol (A) and i-propanol:n-hexane (5:4 v/v,
B) at gradient elution: 0-50%B, 0-15 min; 50-100%B, 15-25
min; 100%B, 25-30 min. Chromatograms at 205 nm were
analyzed and manually integrated using Chromeleon
software v.6.80 SR11 (Thermo Scientific Acclaim, USA).
Samples were diluted at 5% in methanol.

Resulting chromatograms were analyzed through
the MagicPlot Student v. 2.7.2 (MagicPlot Systems LLC)
using the Gaussian peak deconvolution function to estimate
the retention time and half-height width of the individual
components.

Microsoft Excel version 2016 was applied to
execute a spreadsheet, prepared following the described by
Mazzei & d"Avila (2013), to simulate the chromatographic
profiles in the analyzed and intended scales, from the
estimated parameters, column dimensions and flow-rate. The
spreadsheet is based on equations proposed by Van Deemter
et al. (1956) and by Stenberg (1966) that considers large
injection volumes.

HPLC fractions were collected by an AFC-3000
equipment and their solvents were evaporated under
nitrogen. After proper dilution, the dry residue was
submitted for GC analysis using the reference method
ASTM D6584 on an Agilent Technologies model 7890A
equipped with an on-column injector and a ZB-5HT (30 m x
0.32 mm x 0.1 um) column (Phenomenex).

3 - Results and Discussion

The semipreparative separations were performed at
flow-rate of 2.85 mL/min and with 30 pL-injection (Figure
1a), based on a direct transposition of conditions established
by Andrade et al. (2011). The parameters (tr and wy) of 16
peaks (3 of MAG, 9 of DAG and 4 of TAG) were estimated
by the MagicPlot software (Figure 1b) and these values were
applied on the simulation of the analytical chromatogram
(Figure 1c) using the equation of Van Deemter et al. (1956)
to verify them.

Chromatograms with large volumes of injections
were simulated by Stenberg model (Figure 2a) to plan
semipreparative fractionating. Runs of 150 puL were
performed (Figure 2b) and fractions at run times of 3-6 min
and 10-14 min were separately collected. Fractions of same
retention were pooled and further analyzed by GC. The
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fractions were composed only of MAG and of DAG
contained only 0.8% MAG, respectively. TAG was not
detected in both isolated fractions.

=
&

Intensity (mAU)

o 5 10 15 20 25 30

Time (min)

(c)

0 5 10 15 0 25 30

Time {min}

Figure 1. Experimental chromatogram at analytical scale (a),
deconvolution using MagicPlot (b) and simulated
chromatogram by Van Deemter et al. equation (c).

@

JM

0 H 10 15 20 2 30
Time (min)

Time {min)
Figure 2. Chromatograms with 150 pL-injection: simulated

using Stenberg model (a) and obtained experimentally (b).
Horizontal bars indicate time windows for collection.

4 — Conclusion

In a scale up planning of HPLC separation
of acylglycerols-rich fractions, the chromatographic
conditions were firstly performed by a direct transposition
from analytical runs found in the literature. In
semipreparative scale, retention and efficiency parameters
were estimated at reduced volume of injection and, then,
large injection volume (150 puL) was planned with helping of
mathematical models. Further, semipreparative runs were
successfully performed, with profile identical to the
simulated chromatogram, allowing to obtain two fractions
that were rich in different acylglycerol classes: MAG and
DAG.
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10. ANEXO

Anexo | - Algoritmo da Estimativa de Parametros de Retencdo e Eficiéncia em
Pequena Escala e Simulacéo do Perfil Cromatogréfico na Escala Pretendida para
Transposicao (reproduzido de COSTA, 2004)

Inicio do Programa
(entrada de dados dos cromatogramas em ambas escalas)

Lz, p) = comprimento da coluna (cm).

D s, p) = didmetro interno da coluna (cm).

F . p = vazao da fase movel (mL/min).

dp(a’ p = didmetro da particula da fase estacionaria (um).
Vini @ p) = volume de injegao (mL).

ty, p) = tempo estimado de decaimento exponencial na injecao (min).
Cinj. a p) = CONCentracéo do componente i na injecao (molar).
(entrada de dados em pequena escala)

ty@ = tempo de substancia nao retida (min).

tz) = tempo de retencdo do componente i a diluicdo infinita (min).

Wy = largura do pico do componente i a meia altura (min).

t,» = tempo final do pico do componente i em casos de sobrecarga (min).

tzany @y = tempo da frente de massa do componente i em casos de sobrecarga (min).

(calculos de processo)

Ac(a, p = areas seccionais das colunas (cm?).

¢ = porosidade intra - particula.
B =razdo de fase.

tinia p) = tEMpO de injecdo (min).

(célculos dos parametros para cada componente a partir dos dados em pequena escala)

k) = fator de retencdo.
Kc = constante de distribuicdo linear (somente com fase normal).
h;, = altura reduzida do prato.

if critérios de Rosset confirmam sobrecarga
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L = fator de carga.
Os) = capacidade de saturacdo da fase estacionéria (g/mL).
end if

(calculo dos dados estimados para a escala pretendida)

e = T (& Ly Dy Fiy)

tri,p = T (tugey Kep)

Wi, p) = T (tg, py Ny Apgoy L)

tegi,py = T () T, )

tran) . p) = FVinjcey Cinii, oy dsy & Acy L)

(célculo dos perfis cromatograficos em ambas escalas — pequena e pretendida)

if critérios de Rosset confirmam linearidade
C, (t) = calculo pelo modelo de momentos estatisticos de VAN DEEMTER

C (t) = célculo pelo modelo de momentos estatisticos de STENBERG.

else if
while t < tanL) )
end while
while t <t,;
C>;, (t) = calculo pelo modelo ideal de taxas.
end while
end if
C=XC
C=XC
cC’=XC”»

0]
(saidas graficas das intensidades finais ao longo do tempo C x t, C’ x te C** x t)

Fim do Programa
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