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RESUMO

O presente trabalho consiste na utilizagdo das técnicas de espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio (RMN *H) e cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), para fins comparativos, na avaliagdo do teor de ésteres formados por
transesterificacdo metilica e etilica do 0leo de soja. Para isso, equacOes citadas na literatura
foram utilizadas, onde as mesmas sdo utilizadas para a quantificacdo de ésteres metilico e
etilico de soja por RMN *H. Diversas reacdes de transesterificacdo metilica e etilica foram
realizadas a fim de se obter amostras com distintas concentracdes em ésteres alquilicos.
Realizou-se atribuicio aos sinais dos espectros de RMN *H do 6leo de soja, esteres metilicos
e etilicos do 6leo de soja com conversdo total e parcial. A técnica de RMN apesar de ser
considerada uma técnica qualitativa e quantitativa ndo se mostrou eficaz para a determinacgéo
do teor de ésteres provenientes de transesterificacdo metilica e etilica devido a sobreposicao
dos sinais utilizados para o calculo das areas. Ao comparar os resultados obtidos através das
duas técnicas estudadas, obteve-se diferencas maximas de ~15% e ~20% para ésteres
metilicos e ésteres etilicos, respectivamente.

Palavras — chave: Biodiesel. Oleo de soja. RMN *H, CLAE. Quantificacao.



ABSTRACT

In this study the use of techniques *H NMR spectroscopy and high performance liquid
chromatography are compared for evaluating the content of methyl and ethyl esters formed by
transesterification of soybean oil. For that, equations reported in the literature were used and
that has been developed for the quantitation of methyl and ethyl esters of soybean by H1
NMR. Several samples were obtained by transesterification in order to obtain models
exhibiting different ester concentrations. The signals of H1 NMR spectra of the soybean oil,
methyl and ethyl esters of soybean oil with total and partial conversion were assigned.The
NMR technique, despite being regarded as a qualitative and quantitative technique, was not
effective for determination of methyl and ethyl esters due to the overlap of the signals used
for calculating the areas. By comparing the results obtained using both techniques, we
obtained differences of ~ 15% and ~ 20% for methy| esters and ethyl esters, respectively.

Keywords: Biodiesel. Soybean oil. *H-NMR, HPLC. Quantification.
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1  INTRODUCAO

1.1  Consideracgdes Gerais

O uso de biodiesel como combustivel vem crescendo de uma forma continua, com
potencial promissor no mundo inteiro (LIMA et al., 2007). Em primeiro lugar, pela sua
contribuicdo ao meio ambiente, com a reducdo qualitativa e quantitativa dos niveis de
poluicdo ambiental. Em segundo lugar, como fonte estratégica de energia renovavel em
substituicdo ao 6leo diesel. No cenério brasileiro, 0 seu uso pode também reduzir a

dependéncia de importacdo deste combustivel (FARIAS et al., 2007).

No Brasil, a Agéncia Nacional do Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP),

3

define o biodiesel como sendo “um combustivel para motores a combustdo interna com
ignicdo por compressdo, renovavel e biodegradavel, derivado de Oleos vegetais ou de

gorduras animais, que possa substituir parcial ou totalmente o 6leo diesel de origem fossil”.

O biodiesel antes de ser comercializado deve passar por uma série de testes e analises
que atendam as exigéncias da ANP. Algumas técnicas analiticas tém sido usadas para a
determinacdo, verificacdo ou quantificacdo do biodiesel obtido através da reacdo de
transesterificacdo. Além da Cromatografia Gasosa (CG), que € a técnica requerida pela
Resolucdo N° 14, da ANP, de 11.05.2012, que determina as especificacdes para o biodiesel, a
Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN H) e a Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) também sdo técnicas que vem sendo, frequentemente, utilisadas para o
monitoramento da reacdo e determinacdo da existéncia dos coprodutos, glicerina,
diacilglicerideo e monoacilglicerideo (PESTANA, 2010).

A Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) €é uma técnica de espectroscopia
amplamente utilizada na identificagdo de compostos, sendo inclusive empregada no estudo de
monitoramento da reacdo de transesterificacdo de Oleos/gorduras e na verificacdo da pureza
do biodiesel (COSTA NETO et al., 2004; GELBARD et al., 1995; GHESTI et al., 2007
KNOTHE, 2000). KNOTHE (2001) propds o uso da RMN de *H em combinacdo com NIR
(espectroscopia no infravermelho préximo) para a quantificacdo do contetdo de biodiesel

metilico de soja em diesel mineral.
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A cromatografia de alta eficiéncia também tem sido um dos métodos utilizados, pois
permite, em uma Unica corrida para analisar a conversdo reacional: TAG, DAG, MAG e
biodiesel (CARVALHO et al., 2012).

No presente trabalho os resultados do teor de ésteres obtidos por transesterificacao

etilica e metilica, através das duas técnicas utilizadas, sdo comparados.
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2.1

19
OBJETIVOS

Objetivo Geral

Determinar o teor de monoésteres em biodiesel utilizando as técnicas de Ressonancia

Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN H) e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

(CLAE), e assim, fazer uma analise comparativa dos resultados obtidos por ambas as técnicas.

2.2

Objetivos especificos

Obter aliquotas provenientes do monitoramento de reacdes de transesterificacdo
etilica e metilica do 6leo de soja, a fim de obter amostras com diversos teores de
monoésteres  (biodiesel), mono-, di-, triglicerideo (MAG, DAG e TAG,
respectivamente).

Verificar os teores de monoésteres, mono-, di- e triacilglicerideo das aliquotas obtidas.
Determinar o rendimento reacional (% FAMEs — ésteres metilicos de acidos graxos e
% FAEES — ésteres etilicos de acidos graxos) das varias reacdes, por meio das técnicas
de Ressonancia Magnética Nuclear *H e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia;
Comparar a eficiéncia das duas técnicas utilizadas para a quantificacdo do rendimento

reacional.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Em Quimica e Fisica o termo espectroscopia € a designacdo para toda técnica de
levantamento de dados fisico-quimicos através da transmissdo, absorcdo ou reflexdo da
energia radiante incidente em uma amostra. Dentre essas técnicas espectroscopicas destaca-se
a Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) (FARIAS et al., 2007).

A Ressonancia Magnética Nuclear ¢ a principal técnica espectroscopica para a
identificacdo de compostos organicos e esta entre as técnicas lideres para a determinacdo de
suas estruturas (SKOOG et al., 2002). Em particular ¢ um método decisivo na determinacéo
de estruturas tridimensionais de moléculas no estado liquido e no estudo de substancias
solidas. Ocupa, igualmente, um lugar saliente no campo da analise qualitativa e quantitativa,
desde componentes em produtos alimentares, por exemplo, a fluidos bioldgicos e metabolitos
em tecidos e 6rgdos de seres vivos intactos, de um modo ndo invasivo e ndao destrutivo
(TAVARES et al., 2008).

3.1.1 Histérico sobre RMN

A origem da técnica da RMN remota a investigacdo fundamental efetuada nas décadas
de 1920-30 sobre o comportamento de atomos e moléculas na presenca de campos
magnéticos. No inicio dos anos 1920 Otto Stern (1888 — 1969) e Walther Gerlach (1889 —
1979), fisicos alemaes, verificaram que um feixe de atomos sujeito a um campo magnético
ndo-homogéneo é desviado de acordo com a orientagdo dos campos magnéticos. Foi
Wolfgang Ernst Pauli (1900 — 1958), fisico austriaco, quem sugeriu em 1924 a existéncia de
nucleos magneticos, tendo nos anos 1930 o aperfeicoamento das experiéncias de Stern-

Gerlach permitindo a determinacdo de momentos magnéticos nucleares.

Em 1939, o fisico Isidor Isaac Rabi (1898 — 1988) da Universidade da Columbia,
Nova lorque, EUA, ao colocar um feixe de moléculas de hidrogénio (em alto vazio) num
campo magnético homogéneo forte, observou que, quando submetido a acdo de ondas de
rédio (r.f.) de certa frequéncia bem definida, esse feixe molecular absorvia energia e sofria um
pequeno desvio. Essa frequéncia € caracteristica da substancia utilizada, permitindo sua

identificacdo. Estes resultados foram interpretados pela absor¢do das ondas de radio pelos
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nacleos atdmicos da substancia orientados no campo magnético, alterando essa sua orientacéo

no processo. Esta seria, de fato, a primeira observacao de ressonancia magnética nuclear.

A deteccdo deste fendbmeno em amostras liquidas e sélidas sé foi realizada em 1946
por Felix Bloch (1905 — 1983), fisico sui¢o, da Universidade de Stanford e Edward Purcell
(1912 — 1997), fisico norte-americano, da Universidade de Harvard (ambas nos EUA), que, ao
procurarem medir momentos magnéticos nucleares com maior preciséo, observaram sinais de
absorcéo r.f. por parte dos prétons da agua e de parafina, respectivamente, tendo recebido em
conjunto o Prémio Nobel de Fisica em 1952 (ARAUJO, 2002).

O fendbmeno de RMN comecgou a interessar aos quimicos por volta de 1950-51,
qguando Packard, um colaborador de Bloch, substituiu a 4gua por etanol como amostra. Ao
observarem trés sinais (Figura 1) devidos aos protons dessa amostra, em vez de um s6 como
na agua, sentiram-se desapontados, pois a medida rigorosa de momentos magnéticos

nucleares por este método estava definitivamente comprometida.

Figura 1 - Experiéncia de Packard, em 1951. Mostra os deslocamentos de Ressonancia
Magnética Nuclear dos ntcleos *H do lcool etilico.

CH,

My

Porém ao atribuirem corretamente a ocorréncia destes trés sinais a estrutura quimica

Fonte:Aradjo, 2002.

da substancia, chamado desvio quimico (“’chemical shift’’) ao fenbmeno, reconheceram o
enorme potencial da técnica RMN para estudos em Quimica (BATHISTA & NOGUEIRA,
2002; GERALDES, 2003).

A CLAE ¢é uma técnica de ultra-microanalise que emprega A partir de 1953, com a
producdo e comercializagdo do primeiro espectrometro RMN, j& com boa resolugdo e
sensibilidade, desenvolveu-se uma vastissima aplicacdo em varios dominios da Quimica. Os
enormes avancos tecnologicos verificados na instrumentagdo, tais como a introducdo por
volta de 1970 de técnicas de impulso r.f. aliada a andlise matematica baseadas em
transformagOes de Fourier (GIL & GERALDES, 1987), bem como mais recentemente o
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desenvolvimento de magnetos supercondutores cada vez mais intensos, sensiveis e
homogéneos (chegando atualmente a frequéncias de ressonédncia protonicas de 1 GHz
(BRUKER 2010; GERALDES, 2003).

3.1.2 Principio da Técnica de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Sob condigdes apropriadas, uma amostra pode absorver uma radiacao eletromagnética
na regido de frequéncia em uma frequéncia governada pelas caracteristicas estruturais da
amostra. A absorcao é funcdo de determinados nucleos da molécula. Um registro grafico das
frequéncias dos sinais de absor¢do contra suas intensidades constitui-se em um espectro de
RMN. Este trabalho sera restrito, apenas, a discussdo do espectro de ressonancia magnética
nuclear do hidrogénio (RMN *H), visto que, existem outros tipos de experimentos, além de

'H, utilizando a técnica de Ressonancia Magnética Nuclear.

Todos os nucleos possuem carga e, em alguns casos essa carga gira em torno do eixo
nuclear gerando um dipolo magnético ao longo do eixo (Figura 2). O momento angular (J) da
carga em movimento pode ser descrito em termos do ‘’numero de spin”’ I, que pode assumir
os valores de 0, %, 1, 3/2, etc. (I = 0 corresponde a um nucleo que ndo gira em torno do seu

eixo). A magnitude do dipolo gerado é expressa em termos do momento magnético nuclear,
L.

Figura 2 - Nucleo em movimento gerando um campo magnético.

Fonte: Araujo, 2002.

Cada préton e cada néutron tém o seu proprio spin (1), e o nimero | é a resultante
destes spins. Se a soma dos prétons e néutrons for um nimero par, | tera o valor zero ou um
valor inteiro (0, 1, 2,...). Se a soma for impar, | tera valores fracionarios (1/2, 3/2, 5/2,...). Se
o nimero de prétons e néutrons for par, | terd o valor zero. Tanto o 2C como o **O caem

nesta Ultima categoria, ndo produzindo, portanto, sinal na RMN.

Vérios ndcleos possuem um nimero de spin (1) % (*H, °F, *3C e *'P) e, portanto uma
distribuicdo de carga esférica e uniforme (Figura 3). Os nucleos com nimero de spin I, 1, ou

maior do que 1 possuem uma distribuicdo de carga ndo esférica. O spin € 0 movimento de
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rotacdo do elétron. Assim, em funcdo dos dois sentidos de rotacdo para o elétron, s&o
conhecidos dois valores para o spin: + %2 e - %.

Figura 3 — A movimentacao da carga hum préton possui um campo magnético.

Fonte: Silverstein et al., 1979.

O ndmero de spin | determina o nimero de orienta¢fes diversas que um nucleo pode
assumir quando colocado dentro de um campo magnético externo uniforme, de acordo com a
formula 2 I + 1. Como ja& foi mencionado, este trabalho sera restrito ao préton cujo nimero de
spin | é %, e que possui duas orientagdes possiveis em relagdo ao campo magnético externo
uniforme: ou o nucleo se coloca paralelamente ao campo aplicado (alinhado com o campo:
+1/2) ou antiparalelamente (alinhado contra o campo: -1/2). O primeiro destes estados tem
menor energia (¢ mais estavel). Os niveis de energia dos estados sdo uma funcdo da
magnitude do momento magnético nuclear u e da forca do campo externo aplicado B, (Figura
4).

Figura 4 — Niveis de energia de um proton na presenga de um campo magnético, onde E é a energia; By
intensidade do campo magnético externo; AE é a energia liberada quando o campo magnético
é desligado.

u} BD B,
Fonte: Adaptado de Silverstein et al., 1979.
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Estabelecidos os niveis de energia para o préton, podemos agora introduzir os quanta
de energia hv (h é a constante de Plank e v é a frequéncia da radiacdo eletromagnética de
forma a que a orientacdo paralela (estado de menor energia) possa converter-se na orientagdo
antiparalela (estado de maior energia) sob a agdo de um campo magnético de uma dada forca
Bo. A equacdo fundamental da RMN relaciona frequéncia eletromagnética com a forca do

campo:

vBy
=41 (1)
v 27

A constante y é chamada razdo giromagnética e € uma constante nuclear fundamental.
A razdo giromagnética é a constante de proporcionalidade entre 0 momento magnético p e o

namero de spin |.

2T
hi )

onde h é a constante de Plank.

Diante do que foi descrito anteriormente, consideremos agora 0 que acontece a um
pequeno imd girando em um campo magnético externo: o eixo do pequeno imé (o préton) tera
um movimento de precessao ao redor do campo magnético externo, de modo analogo ao que
acontece com um giroscopio em movimento sob a influéncia do campo gravitacional (Figura
5). A velocidade angular de precessdo, w, é igual ao produto da razdo giromagnética y e da
forca do campo aplicado By (SILVERSTEIN et al., 1979).

(ﬂu = TED

Dado que a equacao fundamental da RMN é: YBo=2nv

Portanto  '@q =27 v ©)
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Figura 5 - Esquema do movimento de precessao, interacdo spin eletrénico/campo magnético B.

Orbita de precesséo ! & Frequéncia de
| precesséo

/
I
/

I u Dipolo magnético
ﬁ' nuclear 1L

g Proton em rotacéo

Fonte: Adaptado de Silverstein et al., 1979.

3.1.3 Obtencéo do sinal de RMN

Para obtermos um sinal de RMN precisamos colocar a amostra a ser examinada dentro
de um campo magnético alto By o qual pode variar a intensidade de acordo com a frequéncia
do aparelho. Este campo magnético (By) é gerado pela corrente elétrica circulando por um
supercondutor que precisa ser continuamente refrigerado a uma temperatura de 4K, por meio
de hélio liquido a fim de manter as caracteristicas supercondutoras do magneto. O campo
magnético € maior e mais homogéneo no centro do magneto, onde a amostra sera
posicionada, mas nunca devemos esquecer que também existe um campo magnético em volta

do magneto, o suficiente para causar estragos se algum objeto metélico ficar por perto.

Apds a amostra ser posicionada no centro do magneto os spins comegam a ‘“sentir” o
efeito do campo magnético externo By e seus momentos magnéticos (rotagdo “spin”) se
alinham no mesmo sentido (+1/2) e no sentido contrério (-1/2) aos do campo By (Figura 6B).
Este alinhamento, conhecido como polarizagéo, ndo € instantaneo, leva alguns segundos para
ser concluido, simultaneamente se irradia 0 composto com pulsos de energia eletromagnética
e 0s nucleos absorvem essa energia, num processo denominado ressonancia magnética
(Figura 6¢) (AZEVEDO, 2006, HAGE & IWASAKI, 2009).
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Figura 6 — (A) Representacdo dos protons de forma aleatoria: os vetores se cancelam n&o
havendo formacdo de momento magnético; (B) Alinhamentos dos prétons apo6s
serem colocados sob um campo magnético forte; (C) Apds os nucleos absorverem
radiacdo eletromagnética de um campo externo, eles passam do estado de menor
energia para o de maior energia: Esse fendmeno designa-se por ressonancia.

4 Energia -1/2 Energia
#A/./ #3-spin #ﬁ #ﬁ
N N \

[\ A y Y Y
* v A hv
/./ Bo o- spin B
sem aplicagéio do . /2 0
campo magnético com aplicagéo do (+) com absorg¢io de
A campo magnético B energia eletromagnética c

Fonte: Adaptado de Silverstein et al., 1979.

Quando o pulso de radiofrequéncia € subitamente desligado, os spins voltam a sua
posicdo normal (em um processo denominado relaxacao), se realinham, e nessa circunstancia
eles emitem um sinal que é captado por uma bobina localizada ao redor da amostra a ser
examinada. O sinal gerado é denominado FID (“Free Induction Decay”) ) ou Decaimento de
Inducdo Livre (DIL), o qual é captado pela bobina, sendo utilizado pelo computador que,
através de um procedimento matematico (Transformada de Fourier) , é transformado no

espectro de RMN como mostra a Figura 7.

Figura 7 — Transformacéo do FID em Espectro de RMN.

FID Espectro
—_—
oS 10 1.8 zo0 =.5 =.0 1.5 1.0 0.5
(seq) (ppm)

Fonte: Manual Bruker, 2010.

3.1.4 Preparagdo das Amostras para Analise em RMN.

Para a execucdo de experimentos de RMN é necessario diluir/solubilizar a substancia a

ser analisada em um solvente deuterado.
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A selecdo do solvente adequado para a analise de RMN € baseada numa série de
critérios. Como a maioria dos espectrometros depende de um sistema de lock de deutério para
manter a estabilidade do campo, um solvente deuterado € invariavelmente necessario. O
canal de lock regula o campo através da observacdo de ressonancia de deutério em modo de
dispersdo (ao contrario do que é habitual em RMN onde os sinais sdo observados em modo de

absorcéo) e tem como objetivo manter o centro dessa ressonancia a uma frequéncia constante.

O requisito mais obvio para a escolha do solvente ¢é a solubilidade do analito, o qual
tem que ser soltvel no solvente na concentracdo necessaria para a analise. Esta concentracao
depende de uma série de fatores incluindo a sensibilidade do nucleo a observar, a
sensibilidade do aparelho e o tipo de experiéncia, entre outros. Se forem realizar experiéncias
a outra temperatura que ndo a temperatura ambiente, o ponto de fusdo e o ponto de ebulicdo
dos solventes também tém que ser tomados em consideracdo. Quando se trabalha a
temperaturas muito baixas € necessario garantir que ndo ocorre precipitacdo do analito em
solucdo. Os solventes mais utilizados a alta temperatura sdo o dimetilsulféxido ou o tolueno e
a baixa temperatura o diclorometano, metanol ou tetrahidrofurano. A viscosidade do solvente
afeta a resolucdo e os melhores resultados sdo obtidos com solventes menos viscosos, tal

como a acetona (que é usada como solvente para os testes de resolucao dos aparelhos).

3.1.4.1 Tubos e volume da amostra

Existem diversos tipos de tubos de RMN, diferentes em qualidade e preco. Qualquer
desvio pode produzir artefatos indesejaveis no espectro, normalmente sob a forma de
“bandas-laterais”. Normalmente o diametro do tubo a utilizar ¢ determinado pelas dimensdes
da sonda. Tubos de 2.5 ou 3.0 mm sdo os apropriados para utilizar numa microsonda, os tubos
de 5.0 mm s&o os mais correntes e os de 10.0 mm (Figura 8) sdo normalmente utilizados para

a observacédo de nucleos pouco sensiveis com limitac6es de solubilidade do material estudado.

Figura 8 - Tubos apropriados para diferentes tipos de sonda e experimentos de RMN.

Fonte: Manual Bruker, 2010.
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Os tubos devem ser mantidos limpos, secos e livres de poeiras e riscos no vidro, uma
vez que estes podem levar a distorgdes do cilindro onde a amostra é colocada. E importante
evitar também a contaminacdo exterior dos tubos de RMN, tal como as impressdes digitais
“oleosas” uma vez que estas contaminacdes sdo transferidas para o interior da sonda e

conduzem a uma degradacdo progressiva no desempenho do aparelho.
3.1.5 Instrumentacdo — Espectrometro de RMN

O requisito fundamental para a realizacdo de RMN de alta resolucdo é o intenso
campo magnético estatico. Este campo magnético é criado através de magnetos solendides
supercondutores constituidos por uma liga de nidbio. O solendide funciona imerso num banho
de hélio liquido (4 K) cercado por um escudo de radiacdo e arrefecido por um banho de
nitrogénio liquido (a 77K), que por sua vez esta rodeado por uma camara sobre vacuo. Esta
construcdo constitui um sistema extremamente eficiente e uma vez ativado o magneto pode

operar durante muitos anos.

Para o funcionamento e manutencdo do magneto sdo necessarios enchimentos
periddicos de nitrogénio e hélio, semanalmente ou de 15 em 15 dias para o nitrogénio (N,) e
cada seis meses para o hélio (He). O dewar do magneto ¢ atravessado por um tubo central oco
que se encontra a temperatura ambiente, ai estdo situadas uma série de bobinas elétricas,
conhecidas por bobinas de shim, que geram o0s seus proprios pequenos campos magnéticos e
sdo utilizadas para otimizar o campo central estatico, permitindo remover heterogeneidades
residuais, num processo conhecido como shimming. Este processo € necessario para cada
amostra a analisar. Exatamente no centro do campo magnético, rodeada pelas bobinas de
shim, fica colocada a cabeca da sonda, o coragdo do espectrometro de RMN (BRUKER,
2010).

Na Figura 9 é apresentado um diagrama de um espectrometro de RMN com ima
supercondutor. A amostra é colocada dentro da sonda de RMN que fica no centro de uma
bobina supercondutora, resfriada por nitrogénio e hélio liquidos. Um computador central
comanda o equipamento, enviando, captando e processando os sinais de RMN (COLNAGO et
al., 2002).

A sonda contém as bobinas de radiofrequéncia e os circuitos associados que atuam
como antenas, transmitindo e recebendo a radiagdo eletromagnética. Estas bobinas podem
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estar rodeadas por outras bobinas de gradientes que servem para destruir a homogeneidade de
campo de maneira controlada. A amostra é colocada num tubo de vidro e est4 encaixada numa
turbina ou rotor (spinner) que desce sustentada por uma coluna de ar ou nitogénio ao longo do

centro do magneto até a cabeca da sonda.

Figura 9 - Diagrama de um espectrometro de RMN.

———— Nitrogénio liquido

Hélio liquido

Especiro
Computador  de RMN

Bobina supercondutora

Amostra
B Sonda

Transmissor

Receptor

Fonte: Colgano, 2002.

Existem numerosos tipos de sondas, de varios tamanhos e didmetros que dependem da
construgdo do magneto e que sdo normalmente referenciadas de acordo com o diametro do

tubo de amostra que comportam.

A sonda € introduzida pela base do dewar do magneto enquanto a amostra é
introduzida pelo topo. O rotor onde esta encaixado o tubo de amostra descansa no topo da
sonda de tal modo que o volume da amostra fica posicionado no centro das bobinas da sonda.
Esta posicdo em relacdo as bobinas é muito importante e por esse motivo a posi¢do do tubo de
amostra no rotor deve ser corretamente ajustada antes de ser colocado no magneto
(COLNAGO et al., 2002).

3.2  Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia — CLAE

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é a mais usada de todas as técnicas
analiticas de separacdo. As razdes para a popularidade desse método é a sua sensibilidade, a
facil adaptacdo para determinagdes quantitativas acuradas, sua adequacdo a separacdo de
espécies ndo volateis ou termicamente frageis, e acima de tudo, sua ampla aplicabilidade a
substancias de grande interesse para a industria, para muitos campos da ciéncia e para o

publico. Exemplos desses materiais incluem: aminoacidos, proteinas, acidos nucléicos,
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hidrocarbonetos, carboidratos, drogas, terpendides, pesticidas, antibioticos, esteroides,

espécies organometalicas e muitas substancias inorganicas.

Sob alguns aspectos a cromatografia liquida de alta eficiéncia é mais versatil do que a
cromatografia em fase gasosa porque ela ndo esta limitada a amostras volateis e termicamente
estaveis e porque a escolha de fases estacionarias e mdveis € mais ampla (SCKOOG et al.,
2002).

3.2.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia e cromatografia gasosa

Atualmente a cromatografia gasosa é uma técnica amplamente difundida, e levando-se
em consideracdo que ha um grande nimero de pessoas familiarizado com ela, é conveniente

compara-la com a CLAE.

Na Tabela 1 estdo resumidas as principais caracteristicas de ambas as técnicas. Na CG,
€ necessario que a amostra seja suficientemente volétil, a fim de que possa passar pela coluna

na forma de vapor, e estavel termicamente, para ndo se decompor nas condi¢Ges de separacao.

Independentemente da limitacdo da volatilidade ou da estabilidade térmica, a CLAE
requer somente que a amostra seja soltvel na fase movel. Assim, a CLAE é o método ideal
para a separacdo de espécies ibnicas ou macromoléculas de interesse biolégico e produtos
naturais labeis, bem como uma ampla variedade de compostos de massa molar alta e/ou

estabilidade térmica baixa.
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Tabela 1- Diferencas entre a CG e a CLAE.

Fator CG CLAE
Amostra ou derivado volatil termicamente estavel
Requisitos para amostra na temperatura de operacdo do sistema Amostra solGvel na fase movel

cromatografico

Liquidos e sélidos, ibnicos ou covalentes

Tipos de amostra Gases liquidos e sdlidos. M: 2 a 1.200 M: 32 até 4.000.0000

Quantidades minimas

-10 -13a -10 -12.b
detectaveis 107gal0™g 107gal10™g
Tempo de analise Minutos até uma hora Minutos até poucas horas
NUmero de pratos por 2.000 (colunas rechgadas) 5,000 — 25.000 (colunas recheadas)
coluna 50.000 (colunas capilares)
Capacidade preparativa Pobre, necessitando de multiplas injegdes Boa, com facilidade qe ccileta €
capacidade de mecanizagdo
Capacidade analitica Excelente, separacdo de amostra com até 200 Excelente, separacdo de até 100
componentes componentes em uma amostra
. Requer maior tempo de treinamento,
Grau de dificuldade no Relativamente facil devido ao conjunto de diferentes

manuseio do equipamento

modalidades possiveis.

a: Detector por ionizagdo de chama e captura de elétrons, respectivamente.
b: Detector por absorbancia no UV e por fluorescéncia, respectivamente.

M: Massa molar
Fonte: Collins, 2006.

Frequentemente, as separagdes mais dificeis sdo desenvolvidas mais facilmente pela
CLAE do que pela CG, e a CLAE:

a) Possui duas fases cromatograficas (mdvel e estacionaria) de interacdo seletiva com as
moléculas da amostra, versus somente uma em CG (a fase estacionaria);

b) Possui uma maior variedade de fases estacionarias que atuam em diversos mecanismos
de separacao;

c) Permite a separacdo de compostos termicamente instaveis por ser feita a baixas
temperaturas (COLLINS, 2006).

3.2.2 Técnicas de cromatografia liquida de alta eficiéncia

H& seis diferentes mecanismos que governam as separa¢fes em CLAE. Mediante a
troca da fase estacionaria e da fase movel, € possivel utilizar cada um deles com 0 mesmo
equipamento. Estes incluem (1) particdo ou cromatografia liquido-liquido; (2) adsorgdo ou
cromatografia liquido-solido; (3) troca idnica ou cromatografia de ions; (4) cromatografia por

exclusdo; (5) cromatografia por afinidade; e (6) cromatografia quiral.

O tipo de CLAE mais utilizado é a cromatografia por particdo, na qual a fase
estacionaria € um segundo liquido que € imiscivel com o liquido da fase moével. A

cromatografia por particio pode ser subdividida em cromatografia liquido-liquido e
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cromatografia liquida com fase ligada. A diferenca entre as duas esta na forma com a qual a
fase estacionaria é imobilizada nas particulas de suporte do recheio. O liquido é imobilizado
por adsorcdo fisica em cromatografia liquido-liquido, enquanto € retido por meio de ligagdes
quimicas na cromatografia liquida com fase ligada. Inicialmente a cromatografia por particao
era exclusivamente do tipo liquido-liquido; atualmente, contudo, os métodos de fase ligada
predominam por causa de sua maior estabilidade. Os recheios do tipo liquido-liquido estdo

hoje em dia relegados a certas aplicacfes especiais (SKOOG et al.,2002).

A CLAE é uma técnica de ultra-microanalise que emprega um conjunto de
equipamentos especiais, esses aparelhos sdo chamados de cromatografos liquidos e se

caracterizam por terem 0s seguintes componentes:

1. Reservatorio e sistema de bombeamento de fase movel;
a) Bomba
b) Controles de pressédo
c) Controles de fluxo
d) Filtro de entrada
2. Sistema de injecdo da amostra;
3. Sistema analitico (coluna cromatogréafica e termostato das colunas);
4. Sistema de detec¢do (um ou mais detectores);
5. Sistema de registro e tratamento de dados.

Figura 10 - Esquema da instrumentacao basica de um CLAE.
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Fonte: Skoog, 2002.
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Reservatorio e sistema de bombeamento de fase mével

O frasco para armazenamento de fase movel deve ser de vidro (borossilicato) e, as
vezes, dependendo da fase movel empregada, deve ser de teflon ou outro polimero
conveniente, com capacidade de um a trés litros. Sua tampa deve ter furos de passagem da
tubulacao da fase movel e de um gas (hélio) — para sistemas onde ndo tenha desgaseificadores
— empregado para remover ar e outros gases dissolvidos no solvente. A linha do solvente
possui em sua extremidade, um filtro de aco inoxidavel que permite reter as particulas sélidas
porventura existentes, as quais poderiam atrapalhar o funcionamento das bombas e causar

entupimento da coluna cromatografica.
Bombas para CLAE

Os requisitos para um sistema de bombeamento de CLAE sdo rigorosos e incluem: (1)
a geracdo de pressdes de até 500 atm, (2) vazdo continua sem pulsos, ou, se pulsando, com
amortecedor de pulsos, (3) velocidades de fluxo variando de 0,1 a 10mi/min, (4)
reprodutibilidade e constancia da vazdo de 1%, (5) componentes resistentes a corrosdo
(SKOOG, 2002).

As valvulas e pistdes geralmente sdo de safira, ceramica ou rubi. A tubulacdo é

geralmente de aco inoxidavel, teflon e em caso especiais de titanio.
Bombeamento isocratico e por gradiente

A eluicdo isocratica é feita com um Unico solvente (ou com uma mistura de solventes
de composicdo constante). Uma eluicéo por gradiente é feita quando um solvente ndo propicia
uma eluicdo suficientemente rdpida de todos os componentes. Neste caso, quantidades
crescentes de outro solvente sdo adicionadas para criar um gradiente. Essa composi¢do pode
ser alterada linearmente ou por leis que seguem variacdes. Além do mais, pode-se fazer uso
com dois, trés ou mesmo, quatro solventes, tem como vantagem analises mais rapidas,
melhores separa¢fes e maior simetria nos sinais, em contraste a eluicdo isocrética, que pode
tomar muito tempo com forma de sinais nem sempre adequados. As desvantagens incluem a
necessidade de regenerar a coluna antes de fazer uma nova injecdo de amostra e a

incompatibilidade com o detector em certos casos.
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1. Sistema de injecdo da amostra

A introducdo da amostra pode ser realizada por meio de uma valvula de amostragem
ou por meio de uma seringa de injecdo. O efluente desses dispositivos preenche uma
serpentina de volume conhecido e o acionamento da valvula transfere, integralmente, esse
volume para a corrente de fase movel. Os instrumentos mais utilizados sdo as valvulas de

amostragem de pequeno volume.
2. Sistema analitico (coluna cromatografica)

As colunas mais utilizadas sdo feitas de tubo de aco inoxidavel de didametro interno
controlado. A fase estacionaria, ou empacotamento, € retida por filtros de aco inoxidavel com
poros de 2 pm ou menos, colocados em casa extremidade. As colunas podem ser analiticas ou

preparativas.

Colunas analiticas

Sdo destinadas a separacdo de pequenas quantidades de material, ndo existindo, na
maioria dos casos, 0 objetivo de isolar, ou seja, sdo utilizadas para fins de identificacdo ou

outros.

Os tubos das colunas sdo cheios com a fase estacionario conveniente, geralmente silica
ou seus derivados de granulometria 3,5,7 ou 10 micra. Como o material de enchimento é
extremamente compactado dentro da coluna, a queda de pressdo dentro desses tubos é
enorme, fato que obriga as colunas a serem relativamente curtas e 0os tubos com paredes

espessas, a fim de se evitar deformacg6es internas da fase estacionaria. (CIOLA, 2003).

Colunas preparativas

Tambéem sdo empregadas fases estacionarias de granulometria extremamente baixa (7
a 10 micra), porem, as colunas sdo projetadas com didmetros e vazdes de operacdo muito
maiores, apresentam diametros de 10, 20 e até 80 cm, nesse caso sdo utilizadas bombas de

maiores vazoes.

As aplicacOes estdo dirigidas para preparagdo e isolamento de compostos para fins de
identificacdo, preparacdo de padrdes puros, materiais de alto valor e de dificil purificacdo por

outros métodos.
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Pré-colunas

Geralmente, uma pequena pré-coluna € introduzida antes da coluna analitica para
aumentar sua duracdo por remocdo, ndo somente de material particulado e de contaminantes
dos solventes, mas também de componentes das amostras que se ligam irreversivelmente a
fase estacionaria. Além disso, em cromatografia liquido-liquido, a pré-coluna serve para
saturar a fase movel com a fase estacionaria de modo a minimizar as perdas desse solvente. A
composicao da fase estacionaria da pré-coluna deve ser muito proxima da fase estacionaria da
coluna analitica, mas o tamanho de particula costuma ser maior para minimizara queda de

pressdo. E utilizada para proteger a coluna analitica, que é mais cara. (SKOOG, 2002)
3. Sistema de deteccao

O detector € o olho do sistema cromatogréafico, ele mede as mudancas de concentracdo

ou a massa dos compostos da amostra que esta deixando a coluna.

E um transdutor que converte uma mudanca de concentracdo da fase movel eluinte
num sinal, que podera ser registrado por um processador de dados ou por um registrador
conveniente. A interpretacdo desse registro produz dados qualitativos e gquantitativos sobre a

amostra e seus constituintes.

Algumas caracteristicas importantes dos detectores sdo:

Sensibilidade: freglientemente expressa como a concentracao equivalente de ruido, isto é, a
concentracdo de soluto que produz um sinal ao nivel de ruido do detector. (VOGEL, 2002)
Seletividade: é a habilidade relativa de um detector medir um composto e ndo outro; um
detector mais seletivo para as mesmas massas analisadas produzira um sinal muito maior que
para outro.
Exatidao: é a medida de quéo perto esta o valor verdadeiro. A maioria dos detectores baseia-
se na padronizacao para produzir resultados precisos. Ou seja, seus resultados sdo comparados
com outros obtidos por inje¢do, de um mesmo volume, de uma solucdo padrdo, do mesmo
composto, em condigdes iguais.
Precisdo: € a repetibilidade da medida, um detector preciso d& a mesma repetibilidade de
resposta, ou muito proxima.

Os detectores mais utilizados s&o: absorcdo no UV e no visivel, fluorescéncia, indice
de refracdo e eletroquimico.
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Detectores de absorbancia no UV e no visivel

O funcionamento dos detectores espectrofotométricos baseia-se na absorvancia da luz
por parte da amostra, ao passar através dela qualquer radiacdo eletromagnética, a maioria de
substancias absorve na radiacdo UV, incluindo todas as substancias que tém elétrons 7 e
elétrons desemparelhados.

Existem trés tipos de detectores de absorvancia: o chamado fotométrico, que funciona
com um ou dois comprimentos de onda fixos; o de comprimento de onda varidvel
(espectrofotémetro), que ndo s6 é de aplicacdo mais variada, mas também mais caro; e aquele
por arranjo de diodos, que detecta varios comprimentos de onda simultaneamente.

Espectro fotbmetros de comprimento de onda variavel no UV-Vis, que seleciona o
comprimento de onda desejado do feixe de luz emitido pelas lampadas de deutério (UV) ou
tungsténio (Vis), oferecem varias vantagens sobre os instrumentos de comprimento de onda
fixo, dentre elas, apresentarem altas absorvancias para varios componentes devido a escolha

de comprimento de onda, maior seletividade.

Detectores por fluorescéncia

A espectroscopia de fluorescéncia pode ser usada como um método de deteccdo
especifica e € um dos mais sensiveis da atualidade para compostos que fluorescem, como
materiais farmacéuticos, produtos naturais, amostras clinicas e produtos do petréleo, e muitas
vezes, 0 numero de espécies fluorescentes pode ser aumentado por tratamento preliminar com
reagentes que formam derivados que fluorescem. Esses detectores medem as mudancas da
fluorescéncia no eluente das colunas quando este for exposto a comprimentos de onda

selecionados.

As fontes de luz sdo as mesmas que as empregadas nos detectores de absorbancia
diferindo pela existéncia de monocromadores ou filtros de interferéncia para a selecdo da

radiacdo de incidéncia e para a selecdo da radiagdo fluorescente que deve ser medida.

Detectores por indice de refracdo

Os detectores por indice de refracdo medem as mudangas do indice de refracdo do
eluente das colunas. Eles respondem a todos os compostos, porém a deteccdo somente é
possivel quando o indice de refracdo da fase movel for diferente do indice de refracdo da

substancia analisada, ndo sendo empregados em analises por programacao por gradiente, pois
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0 indice de refracdo da fase mdvel varia com a composicdo da mistura. Portanto, € um
detector universal, ndo seletivo, ndo muito sensivel e por isso empregado quando 0s outros

ndo respondem ao composto de interesse (CIOLA, 2003).

Detectores eletroquimicos

Os detectores eletroquimicos se baseiam na possibilidade de muitos compostos serem
oxidados ou reduzidos quando estiverem na presenca de um potencial elétrico. Eles tém as
vantagens de alta seletividade, alta sensibilidade e de serem muito bons para as analises de
tracos. Este detector é seletivo, porque o polardgrafo normalmente fixa um potencial e passa,
neste caso, a detectar somente as espécies que se oxidam (ou reduzem) em um potencial
inferior ou igual ao fixado (COLLINS et al., 2006).

4.  Sistema de registro e tratamento de dados

Para registrar ou manipular os dados obtidos pelos detectores na CLAE pode se usar
simplesmente um registrador ou, de uma maneira sofisticada, um integrador ou mesmo um
microcomputador. Atualmente, para manter ou aumentar a versatilidade, exatidao e precisao,
0 microcomputador é mais utilizado. Tanto para processar 0s dados obtidos pelo detector,
armazenando e registrando, como para controlar a composicdo da fase movel para separacoes
com eluicdo isocratica ou com gradiente, a vazao que sai da bomba, injecdo da amostra,
temperatura da coluna, monitorando continuamente os parametros da separacéo e detectando
possiveis problemas (SCKOOG et al., 2002).

3.3 O Biodiesel

O biodiesel é uma mistura de ésteres de &cidos graxos, renovavel e biodegradavel,
produzida a partir da reacdo de transesterificacdo de 6leos ou gorduras de origem animal ou
vegetal com um alcool de cadeia curta (etanol ou metanol). O processo de transesterificagdo
consiste na transformagéo de moléculas de triglicerideos em moléculas menores de ésteres
alquilicos de &cidos graxos. A estequiometria da reacdo requer trés (3) mols do alcool
utilizado para um (1) mol do triglicerideo, obtendo-se como produto trés (3) mols de ésteres
de acidos graxos e um (1) mol de glicerina (coproduto) como mostra 0 Esquema 1. Esse
processo € constituido por trés reacBes consecutivas e reversiveis, nas quais 0S
monoacilglicerideos e diacilglicerideos (Figura 12) constituem os produtos intermediarios de

acordo com Esquema 2.
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Esquema 1 — Representacdo da transesterificacio de triglicerideos onde R’, R’ e R’”
representam as cadeias carbénicas dos acidos graxos.

0 i

Il . .
CH,—0O—C—R CH,—-OH RO—-C—R

O O

1 - catalisador I

CH-O—C—R + 3ROH CH-OH + RO-C—R
g 2
Il
CH,—O—C-R™™ CH,—OH RO—C—R
Triglicerideo Alcool Glicerol Monoglicerideo

Fonte: Schuchardt et al., 1998.

O biodiesel também pode ser obtido através dos processos de esterificacao
(SCHUCHARDT et al., 1998).

Esquema 2 — Transesterificacdo de triglicerideos: sequéncia de trés reagfes consecutivas e

reversiveis.
N
CH—0—C—R CHz—OH
Q 0
Il - catalisador Il - I .
CH-0—C—R + ROH — CH-O0—C—-R 4+ RO-C—R
| |c|} Alcool ‘ IICI) ,
CH—0—C—R™™ CH—0—C—R Monoéster
Triglicerideo Diglicerideo
CHz—OH CH,—OH
‘ i talisad ’ 0
- catalisador -
CH-O0—C-R + ROH ————= CH—OH + RO—(@—R
‘ |C|) Alcoal ‘ %) )
CHy—0—C—R™ CHy—O—C-R™  Monoéster
Digliceridea Maonoglicerideo
CH>—OH CH>—OH
| | 0
catalisador Il -
CH—OH + ROH ———— CH—OH + RO—-C—R
(|:|) Alcool ‘ '
CHr—0O—C-R™ CH>—OH Monoéster
Monaglicerideo Glicerol

Fonte: Schuchardt et al, 1998
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No mundo inteiro, o uso de biodiesel como combustivel tem se mostrado promissor
principalmente porque, quando comparado aos combustiveis fosseis, sua utilizacdo diminui a
emissdo de CO,,NOy SOy e de hidrocarbonetos lancados ao ambiente e, consequentemente,
ocorre a reducdo qualitativa e quantitativa dos niveis de poluicdo ambiental. Devido a tais
caracteristicas o biodiesel pode ser utilizado para a substituicdo de combustiveis fosseis
(diesel), sem haver necessidade de nenhuma mudanca no motor (FAGUNDES et al., 2005;
SANTOS etal., 2007).

O nome biodiesel muitas vezes é confundido com a mistura diesel+biodiesel,
disponivel em alguns postos de combustivel. A designacdo correta para a mistura vendida
nestes postos deve ser precedida pela letra B (do inglés Blend). Neste caso, a mistura de 5%
de biodiesel ao diesel de petroleo é chamada de B5 e assim sucessivamente, até o produto
puro, denominado B100 (ANP, 2011).

3.3.1 Soja

Soja (Glycine max), originaria da China e do Japdo, é um grdo rico em proteinas,
cultivado como alimento tanto para humanos quanto para animais. A soja pertence a familia
Fabaceae (leguminosa), assim como o feijdo, a.lentilha.e a.ervilha. E empregada na
alimentacdo, sobretudo na industria de Oleos comestiveis. A palavra soja vem

do.japonés.shoyu.

O oleo de soja é o mais utilizado pela populacdo mundial no preparo de alimentos. A
soja é extensivamente usada na producdo de racdes animais. Outros produtos derivados da

soja sdo: 6leo, farinha, sabdo, cosméticos, resinas, solventes, entre outros.

Além dos produtos citados acima, um outro que entra nessa lista é o biodiesel. A
maior parte do biodiesel nacional é produzida.a.partir do 6leo desse gréo, o qual é um dos

principais produtos.agricolas do Brasil.

O Brasil é o segundo maior produtor mundial de soja atras apenas dos EUA. Na safra

2011/2012 o pais colheu 165,9 milhdes de toneladas de grdos, num avango timido de 1,9% em
relagdo ao recorde acumulado na safra anterior (REVISTA SAFRA, 2013).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Postos_de_combust%C3%ADvel
http://pt.wikipedia.org/wiki/Gr%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
http://pt.wikipedia.org/wiki/Alimento
http://pt.wikipedia.org/wiki/Humano
http://pt.wikipedia.org/wiki/Pecu%C3%A1ria
http://pt.wikipedia.org/wiki/Fabaceae
http://pt.wikipedia.org/wiki/Feij%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/Lentilha
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ervilha
http://pt.wikipedia.org/wiki/L%C3%ADngua_japonesa
http://pt.wikipedia.org/wiki/Shoyu
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Na histdria comercial mais recente, pela seguranga e abundancia em termos de oferta,
0 Oleo de soja se tornou a principal matéria-prima para a produ¢do do biodiesel. O 6leo de

soja representa mais de 80% da demanda total da fabricacdo de biodiesel no Brasil.

O Brasil € o segundo pais na producdo e processamento mundial de soja, sendo
também o segundo maior exportador de gréo, 6leo e farelo de soja. Estima-se que a cadeia
produtiva da soja retna no Pais mais de 243 mil produtores, e um mercado de 1,4 milhdes de
empregos. Atualmente, 70% da producdo de grdo, Oleo e farelo de soja sdo exportados
(APROSOJA BRASIL, 2013).

Atualmente, existem 61 plantas autorizadas pela. ANP para a producdo e
comercializacdo de biodiesel. Mesmo com esse grande leque de possibilidades, 82%
da producéo nacional desse biocombustivel provém do éleo de soja, uma das matérias-primas
mais caras desse mercado (ANP — BOLETIM MENSAL - OUTUBRO DE 2012).

De acordo com dados da ANP, entre janeiro de 2004 e fevereiro de 2011, o preco do
6leo de soja esteve em média 36% acima do valor do sebo bovino, segundo recurso mais
usado na producdo de biodiesel. Além disso, a soja é uma das plantas que menos rendem 6leo
— cerca de 400 kg por hectare —, 13 vezes menos do que o dendé, por exemplo. Mesmo assim,
segundo Amélio Dall’Agnol, engenheiro agronomo da Empresa de Pesquisa Agropecuaria
(Embrapa) esse grdo se mantém como lider no mercado por ser uma cultura amplamente
conhecia, que tem uma cadeia produtiva estabelecida e uma tecnologia agricola ja bem

desenvolvida.

Outro fator decisivo para a manutencdo do uso da soja na producdo do biodiesel é a
forte demanda do mercado internacional pelo seu farelo, usado como ragdo para gado, frango
e porco. Sendo dessa forma, ndo se planta soja por causa do éleo, mas por causa do farelo. O
oleo fica como uma consequéncia que foi bem aproveitada pelos grandes produtores no
Brasil, segundo Amélio Dall’Agnol. Além da soja, outras oleaginosas, tidas como as

principais utilizadas para a producdo de biodisel estdo mostradas na Tabela 2.


http://www.ecoflextrading.com/dcr038.pdf
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Tabela 2- A tabela mostra a produtividade de dleo das principais espécies usadas na producao
de biodiesel.

Plantas do
biodiesel A A
. . R Pinhao
Soja Algodio Girassol Dendé NS
% de 6leo 18 -20 15-20 40 -45 18 - 22 30-39

Fonte: Instituto Ciéncia Hoje, 2013.

O oleo de soja é composto por varios acidos graxos, tendo como os principais o acido
linoléico, o &cido oleico e o acido palmitico, acido linolénico e acido estedrico, como mostra a
Tabela 3 (INSTITUTO CIENCIA HOJE, 2013.).

Tabela 3 - Tabela de composicéo dos &cidos graxos do 6leo de soja.

Representacédo Nome IUPAC Nome trivial Composigéo (%)
C12:.0 Acido dodecanoico Laurico 0,1 (maximo)
C14:.0 Acido tetradecanoico Miristico 0,2 (maximo)
C16:0 Acido hexadecanoico Palmitico 9,9-12,2
C16: 1(9) Acido delta-9-cis-hexadecénico Palmitoléico Tragos - 0,2
C18:0 Acido octodecanoico Esteérico 3-54
C18:1(9) Acido (92)-9-octadecenoico Oleico 17,7 -26
C18:2(9,12) Acido cis,cis-9,12-octadecadienoico Linoléico 49,7 - 56,9
C18:3(9,12,15) Acido 9,12,15-octadecatrienoico Linolénico 55-95
Acido Eicosanoico Araquidico 0,2-05
C20:0
C20:1 Acido eicosenoico Gadoléico 0,1-0,3
C22:0 Acido Docosonoico Behénico 0,3-0,7
Cc22:1 Acido cis -13- Docosenoico Erucico 0,3
C24:0 Acido Tetradocosanoico Lignocérico 0,4

Fonte: Moretto e Fett, 1998.
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Na Figura 11 estdo as estruturas quimicas dos principais acidos graxos que compdem

0 6leo de soja.

Figura 11 — Representacdo estrutural dos cinco Acidos graxos majoritarios presentes na
compiscao do dleo de soja.

0]

J\/\/\/\,/\/\/\/\ H
HO

. Acido oléico
Acido palmitico

H 0
Acido linoléico

H
o] . . X
)J\/WWW\/\ Acido linolénico
HO

Acido estearico

Fonte: Autora, 2013.

Figura 12 — Representacdo das moléculas dos compostos interemediarios, MAG e DAG,
formados em uma reagéo de transesterificacdo de converséo parcial.

H,C——OCOR H,C——OCOR
HC——OH HC——OCOR
H,C——OCOR H,C——OH
sn-1,3-Diacilglicerideo sn-1,2- Diacilglicerideo
(sn-1,3-DAG) (sn-1,2-DAG)
H,C——OCOR H,C——OH
HC——OH HC——OCOR
H,C——OH H,C——OH
sn-1-Monoacilglycerideo sn-2-Monoacilglicerideo
(sn-1,2-MAG) sn-2-DAG

Fonte: Autora, 2013.
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3.4  Emprego das Técnicas de RMN 'H e CLAE para Determinacéo de Rendimento
de Esteres Alquilicos de Acidos Graxos (FAAEs) Formados por
Transesterificacdo

Ressonancia Magnética Nuclear de *H

Véarios métodos analiticos tém sido propostos para determinar a conversdo de oOleo
vegetal em biodiesel. Cada método tem vantagens e desvantagens, por isso a escolha do mais
apropriado depende das necessidades e meios do usuario. A qualidade da andlise, custo e
duracdo, incluindo um possivel pré-tratamento, sdo aspectos muito importantes que devem ser

levados em conta para fazer a selecdo adequada.

Atualmente o método indicado pela ANP para determinacdo de contaminagGes como
glicerol livre, glicerol total, mono, di e tri glicerideos é o ASTM 6584, que tem como
fundamento a Cromatografia Gasosa (CG) (PELISSON et al, 2012).

Nos ultimos anos, a literatura tem apresentado muitos trabalhos envolvendo o uso de
diferentes técnicas analiticas utilizadas a fim de monitorar e determinar contaminacdes em
biodiesel. Dentre estas técnicas estd a RMN *H, a qual vem se destacando por ser uma técnica

rapida e ndo necessitar de nenhum pré-tratamento das amostras (KNOTHE, 2000).

A espectroscopia de RMN é um método primario de analise e pode ser utilizado para a
quantificacdo de diversos produtos. Para isso, é importante que a substancia seja inerte e com
baixa volatilidade, ja que durante o tempo de aquisi¢do a concentracdo da substancia pode ser
afetada. Um unico espectro de RMN de préton fornece a proporcionalidade direta entre a area
do pico e o nimero de nacleos responsaveis por este pico. Como resultado, uma determinacéo
quantitativa de um composto especifico ndo requer amostras puras para calibragdo (SCKOOG
et al. 2009). Essa € uma grande vantagem da RMN em relacdo a outros métodos utilizados
para analise quantitativa, ja que métodos como cromatografia gasosa e infravermelho, por
exemplo, necessitam de um fator de resposta como a absortividade molar para fazer a

quantificacéo.

O método utilizado para realizar a quantificacdo por RMN 'H é a integracdo do (s)
sinal (is) referente (s) a parte que se deseja quantificar. Na integracdo do sinal deve-se levar
em conta a intensidade do sinal, que é diretamente proporcional ao nimero de ndcleos que

absorvem naquela determinada frequéncia e também a concentracdo molar.
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O sinal a ser utilizado para a quantificacdo deve ser separado de outros picos. Por
conta disso, o solvente utilizado ndo pode ter sinais de ressonancia na regido espectral de
interesse. Pois, sinais sobrepostos dificultam a integracdo e acarreta erros no valor da area do
referido sinal. Outro fator que interfere na quantificacdo sdo os sinais satélites, causados,
principalmente, pela inomogeneidade do campo magnético em torno da amostra e pela falta
de rotacdo do tubo da amostra. Estes podem aparecer sobrepostos ou bem préximos ao (s)

sinal (is) que sera (d0) integrado (s), acarretando erros no método. (BRUKER, 2010).

Vale lembrar, que apesar do grande numero de aplicacBes uUteis da RMN, o uso
intensivo dessa técnica para fins quantitativos tem sido inibido devido ao alto custo dos
instrumentos. Além disso, ndo sdo todos os tipos de substancias que podem ser quantificadas
pela técnica, pois a probabilidade da sobreposi¢do dos picos de ressonancia aumenta com a
complexidade da amostra. Deve-se considerar, também, que a espectroscopia de RMN com
frequéncia ndo é suficientemente sensivel ou conveniente para competir com outras técnicas
(KNOTHE, 2000; SCKOOG et al. 2009).

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A cromatografia liquida de alta eficiéncia € uma das técnicas mais poderosas para a
quantificacdo de substancia, a qual vem sendo bastante utilizada tanto para a qualificacdo
como para a quantificacdo dos produtos oriundos de uma reacdo de transesterificacdo. Como
ja mencionado anteriormente, atualmente a cromatografia gasosa é a técnica mais utilizada
para a determinacdo de rendimentos em biodiesel e teor de mono-, di- e triglicerideo (EN
14105 e ASTM D6584). Mas trabalhos ja realizados mostraram que, em comparacgdo entre as
técnicas de cromatografia gasosa e cromatografia liquida de alta eficiéncia, ndo ha diferencas
significativas entre os resultados obtidos (CARVALHO, 2012).

Além dos métodos citados, mais de dez métodos cromatograficos foram propostos e
utilizados para anélise de biodiesel desde a década de 90. Tais métodos e técnicas foram
comparados, quanto ao uso de derivatizantes, tempo necessario para cada analise, entre outros
(LOBO e FERREIRA, 2009).

Dentre os métodos cromatograficos, a cromatografia liquida de alta eficiéncia é tida
como uma boa alternativa por apresentar vantagens, tais como: menor tempo de andlise, ndo

necessitar de derivatizantes e quantificacdo de alquilésteres, &acidos graxos livres,
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triglicerideos, diglicerideos e monoglicerideos, permitindo, assim, 0 Seu USO no
monitoramento de reacdes de transesterificacio (LOBO e FERREIRA, 2009).
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4 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.1 Materiais

As amostras foram sintetizadas no Laboratério do Grupo de Catélise e Reatividade
Quimica (GCAR) do Instituto de Quimica e Biotecnologia da UFAL (1QB — UFAL).

As reacgdes de transesterificacdo metilica e etilica do 6leo de soja foram catalisadas por
dibutil dilaurato de estanho, comercializado como DBTDL [(CsHs9)2Sn(C12H2302)2] — onde a
relacdo molar alcool: 6leo: catalisador foi de 400:100:1 (SILVA, 2012). Os reagentes foram
mantidos num sistema fechado, equipado com mon6metro, controlador de temperatura,
agitador mecanico e valvula para a retirada de aliquotas (Figura 13). As reacdes ocorreram a
temperaturas variaveis, de 80 °C a 150 °C, a depender do rendimento a ser obtido e o0 tempo

variou de 5 minutos a 7 horas.

As amostras foram lavadas cinco vezes com agua destilada e a separacdo das fases se
fez por centrifugacdo. Apds o processo de lavagem transferiu-se para frascos de vidro ambar e
em seguida foi adicionado o agente dessecante (sulfato de magnésio). Todas as amostras

foram estocadas em freezer.

Tabela 4 - Condicao reacional para as amostras selecionadas para o estudo de quantificacao.

Condicdo Reacional — Amostra Condicdo Reacional - Amostra
tempo / T (° C) tempo /T (° C)

30 minutos; 120 °C 1E 10 minutos; 120 °C 1M
60 minutos; 120 °C 2E 15 minutos; 120 °C 2M
90 minutos; 120 °C 3E 20 minutos; 120 °C 3M
105 minutos; 120 °C 4E 25 minutos; 120 °C 4M
120 minutos; 120 °C 5E 40 minutos; 80 °C 5M
135 minutos; 120 °C 6E 30minutos; 120 °C 6M
30 minutos; 160 °C 7E 40 minutos; 120 °C ™
45 minutos; 120 °C 8E 45 minutos; 160 °C 8M
60 minutos; 120 °C 9E 60 minutos; 160 °C M
180 minutos; 80 °C 10E 80 minutos; 160 °C 10M
195 minutos; 80 °C 11E 110 minutos; 160 °C 11M
210 minutos; 80 °C 12E 120 minutos; 160 °C 12M
225 minutos; 80 °C 13E 180 minutos; 160 °C 13M
250 minutos; 120 °C 14E 210 minutos; 160 °C 14M
80 minutos; 160 °C 15E 270minutos; 160 °C 15M
100 minutos; 160 °C 16E -

3600 minutos; 80 °C 17E - -

3660 minutos; 80 °C 18E - -

Fonte: Autora, 2013.
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Para a realizacdo do presente estudo, foram selecionadas 33 amostras de biodiesel
etilico e metilico.

Figura 13 — Reator utilizado para a realizacé@o das reagdes de transesterificacao.

Fonte: Autora, 2013.

Para a execucdo dos trabalhos experimentais todos os reagentes e solventes utilizados

foram de grau de pureza analitica (P.A.) e ndo foram submetidos a qualquer tratamento
adicional (Tabela 5).

Tabela 5 — Tabela de reagentes e solventes utilizados.

Reagente Pureza Fornecedor
Metanol > 99,5% Dindmica
Etanol >99,5% Dinamica

Oleo de soja Refinado Bunge Alimentos
Dibutil dilaureato de 95.,0% Aldrich
estanho
Sulfato do_a magnésio 98,0% Vetec
anidro
Propan-2-ol 99,5% -
Cloroférmio deuterado | 99,8% -
CIL — ( Cambridge Isotope
0,
Hexano 99,0% Laboratories, Inc.

Fonte: Autora, 2013.
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4.1.1 Metodologia Analitica

Para a determinacdo do rendimento (%) em biodiesel metilico e etilico (FAMEs e
FAEEs, respectivamente), foi realizada a caracterizacdo dos ésteres empregando-se as
técnicas de RMN H'e CLAE.

Além disso, utilizando a CLAE determinou-se o teor de monoacilglicerideos (MAGS)
e acidos graxos livres (AGLS), diacilglicerideo (DAG) e triacilglicerideo (TAG) presentes nas
amostras. A presenca dos mesmos foi confirmada por RMN H' a fim de verificar a
aplicabilidade dessa técnica comparativamente a uma metodologia mais tradicional para essa

avaliacdo, como € o caso da CLAE.

4.1.2 Determinacdo do Rendimento em Biodiesel por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia

Os produtos obtidos a partir da reacdo de transesterificacdo do Oleo de soja foram
analisados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), em um instrumento CTO-

2A (Shimadzu), equipado com um detector ultravioleta (UV 205nm).

As analises foram realizadas no Laboratdrio de Materiais e Biocombustiveis no
Instituto de Quimica da Universidade de Brasilia. Foi utilizada uma coluna de fase reversa
C18 VP-ODS (gel de silica Octadecil Silano) modelo Shim-Pack (250 mm x 4,6 mm, 5 mm)
mantida a 40 ° C. Cerca de 25 pL da amostra foi dissolvido em 2 mL de 2-propanol-hexano
(PrHex) 5:4 (v / v). O volume de amostra injetado foi de 10 pL a uma taxa de fluxo de 1 mL
min, utilizando um gradiente de eluicdo de metanol e solucéo 2-propanol-hexano 5:4 (v / v)
(PrHex): 100% de metanol em 0 min, 50% de metanol e 50% de PrHex em 10 min, mantida
com eluicdo isocrética de PrHex durante 10 minutos. O teor de ésteres foi calculado pela
comparacdo da soma das areas dos sinais do cromatograma obtido. Os cromatogramas foram
gerados pelo LabSolutions software (Shimadzu) (CARVALHO et al. 2012).

4.1.2.1 Determinacdo do Rendimento em Biodiesel por Ressonancia Magnética Nuclear

Caélculo para a determinacgéo do teor de ésteres metilicos

Os experimentos de RMN *H foram executados em equipamento Bruker 400 MHz
Ultra Shield, a temperatura ambiente (22 °C). Cada uma das amostras foi preparada a partir de

0,4 mL de cloroférmio deuterado (CDCI3) e 25 mg de biodiesel. Foram acumuladas 16
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repeti¢des para cada decaimento induzido livre (FID). Os espectros foram processados através
do TopSpin 2.1 software (Bruker).

A taxa de conversao do triacilglicerideo do 6leo de soja (TAG) em ésteres metilicos
(EM) foi avaliada por RMN H' através da integracéo dos sinais da regido do espectro entre 4
— 4,3 ppm, correspondente aos protons metilénicos e metinicos da porgdo gliceridica do 6leo

de partida e da area referente aos grupos metoxila em 3,7 ppm, como mostra a Equacao (5):

ST
% Cpny=100. 5
° Sdm + 9.Imac ) ©)

em que, %Cgym = rendimento em ésteres metilicos, lem € ltac correspondem, respectivamente,
as integracOes das areas dos grupos metoxila no éster e a integracdo da porcéo gliceridica do
6leo (dos metilénicos e metinicos) do 6leo vegetal. Os coeficientes 5 e 9 estdo relacionados
com o numero de protons dos grupos CH, e CH presentes no TAG e com as metilas (3 x CHz)

do éster formado como mostrado no esquema 3 (KNOTHE, 2000).

Na Figura 14 estdo sobrepostos os espectros de: a) uma amostra de cinco minutos de
reacdo de transesterificacdo; b) 6leo de soja c¢) éster metilico de soja. Nos quais estdo
localizados os termos utilizados na Equacéo 5.

Esquema 3 - Reacdo de transesterificacdo de triglicerideos, onde R representa a cadeia
carbdnica dos acidos graxos.

'OCOR OH
f I./"'“\\
OCOR + 3 H;C—OH —» OH + 3 RCOO--CHy
EM
OCOR OH
TAG

Fonte: Schuchardt et al., 1998.
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Figura 14 — Espectro de RMN H* de (a) aliquota de 5 minutos de reac&o. (b) amostra de 6leo de
soja puro e (c) biodiesel padrao metilico de soja, em CDCl;,

?_ smp_1&.11.12 1 1 C:3Bruker\TOPSPIN g’uest,.
{ Aliquota de 5 minutos de reago Fepe 1 LOE
| (@
g lem
. ITAG E E smp_19.11.12 4 1 C:\Bruker
8- : H
A il A
1 Oleo de soja REL
8 —
7 Y 4
5—’—_ B100 Metilico de soja (c)
[=] —_)FL\L I /)It i
T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T | T
: 4 3 2 1 [ppm]

Fonte: Autora, 2013.

Calculo para a determinacéo do teor de ésteres etilicos

Para o calculo da conversdo do TAG de soja em ésteres etilicos (Cgg), utilizou-se a
Equacdo 6 a qual tem base na determinacdo das areas (integracdo) de trés grupos de sinais:
Itac + € representa a area do sinal do quarteto no espectro de H! RMN entre 4,05 — 4,25 ppm
associado com os dois hidrogénios do grupo —O-CH,-CH3 presentes apenas nos esteres
etilicos produzidos e no triglicerideo que ndo reagiu; ltac representa a area relativa aos
duplos dupletos entre 4,25 — 4,4 ppm associados aos hidrogénios de —CH, da porgéo
gliceridica presente no 0leo; l4ch, representa a area relativa aos sinal do tripleto no espectro
de RMN H!entre 2,40 — 2,25 ppm associada a dois hidrogénios do grupo R-CH,-CO (alfa a
carbonila) presente em MAG, DAG e TAG tanto do 6leo vegetal como do éster como
mostrado na Figura 15 (GHESTI,2007).

%4Cp = mﬂ[(fmmEE - I]:AGJ) (6)

L,
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Figura 15 - Espectro de RMN H' de (a) mistura de B100 etilico de soja com 6leo de soja; (b)
biodiesel padréo etilico de soja (B100) e (c) 6leo de soja puro, em CDClj,
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B100 Etilico de SA“ja

4

Oleo de soja

2

6
[T TN N N T [T T S N S T AT T T T NS SN S S

0

sup 19.11.12

»

asnnsnsnannnnn

[OPSPIN
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NESt,l:

133

5 4
Fonte: Autora, 2013.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

No presente topico serdo apresentados os dados obtidos em termos de rendimentos em
ésteres metilicos (FAMES %) e etilicos (FAEES %) obtidos a partir do 6leo de soja, seguido
da discussdo envolvendo os espectros de RMN e cromatogramas obtidos a fim de realizar o
monitoramento reacional. Para tanto, a atribuicdo aos sinais dos compostos presentes nas
amostras sera efetuada, bem como a quantificagdo dos mesmos. E por fim seré& apresentada a
comparacéo dos resultados obtidos através das técnicas RMN H* e CLAE.

5.1  Atribuicgo dos sinais de RMN H* nos espectros do 6leo, biodiesel metilico e etilico
de soja.
Ao compararmos os espectros de RMN H* do 6leo de soja com os espectros dos
ésteres etilico e metilico de soja, descritos na Figura 16, € possivel observar que a Unica
diferenca entre eles esta nos sinais 2, 3, 4 e 5. No espectro do 6leo existem dois sinais tipicos

de triglicerideo, os sinais 2 e 3.

Figura 16 — Espectros de RMN H* do A) dleo de soja refinado, B) biodiesel metilico de soja e C)
biodiesel etilico de soja, em CDClj,

swp_23.1.11.12 2 1 C:\Bruker\TOP3PIN g'uest,.
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Fonte: Autor, 2013.
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Ao comparar 0s espectros do 6leo de soja e do biodiesel na Figura 16, apés uma

metandlise e/ou etandlise de conversdo total, os sinais 2 e 3 do 6leo deixam de existir dando

lugar ao sinal 5 para ésteres metilicos e sinal 4 para ésteres etilicos. A presenca desses sinais
indica a formacéo de monoésteres (KNOTHE et al. 2000; GELBARD et. al 1995; SACCHI
1996; GIN et al. 2006; ANDRADE et. al 2012; GHESTI et al, 2007; MORGENSTERN et al,

2006).

Na Tabela 6 estdo descritos os deslocamentos e atribui¢es para cada um dos sinais

nos espectros da Figura 16.

Tabela 6 — Deslocamentos quimicos (8/ppm) dos sinais de RMN nos espectros dos ésteres
metilicos de soja, ésteres etilicos de soja e 6leo de soja, seguindo a numeragdo dos

sinais na Fiiura 16.

Sinal | & (ppm) H Atribuicéo
1 5,35 CH=CH Todos os olefinicos
2 5,27 -CH H B da porg¢éo gliceridica
3 4,1-1,35 -CH, Hs a da porgdo gliceridica
4 41 CH,;-CH,-OCOR Esteres etilicos
5 36 CH3-OCO-R Esteres metilicos
6 2,78 CH=CH-CH,CH=CH Linoleico
7 2,29 CH,-COOR Todos alfa a carbonila
8 2,05 -CH,-CH=CH- Todos os Hs alilicos
9 1,62 CH,-CH,-COOR Todos o0s Hs beta & carbonila
10 1,28 -(CH,),- Todos 0s CH, no meio de cadeia
11 0,98 -CH=CH-CH,-CH; | Hs do CHj terminal a 2 ligagGes da dupla ligacéo (linoleico)
12 0,9 -CH,CH,CH,CHjs Todos 0s Hs dos CH3 terminais exceto o0 11 (oleico)

Fonte: Knothe et al. 2000; Gelbard et. al 1995; Sacchi 1996; Gin et al. 2006; Andrade et. al 2012; Ghesti et al,
2007; Morgenstern et al, 2006
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5.2  Atribuicdo dos sinais de RMN H! para monoacilglicerideo (sn-MAG) e
diacilglicerideo (sn-DAG)

Através da técnica de RMN H', GIN et. al (2006) fez atribuicdes aos sinais do
espectro do Oleo de colza. Neste mesmo trabalho, ele também fez um estudo dos
intermediérios formados na reacdo de transesterificacdo deste 6leo, porém nédo foi possivel
para GIN determinar/detectar os sinais de todos os intermediarios formados em uma reacéo de
transesterificacdo. Assim como para todo triglicerideo, ele mostrou que os hidrogénios dos
grupos acil (R1, Rz e R3) ressoam entre 0,8 e 2,9 ppm, ja os hidrogénios 1, 2 e 3 (alfa, beta,
alfa) que estéo ligados aos carbonos do glicerol, aparecem entre 4,0 -5,2 ppm e 0s hidrogénios

olefinicos entre 5,3 -5,5 ppm (Figura 16; conforme a Tabela 6 — Topico 5.1).

Durante o processo reacional, quando um ou dois grupos acil sdo desligados de TAGs,
sdo formados sn-DAG ou sn-MAGs como produtos de transesterificacdo e, através da analise
do espectro de RMN H* é possivel identificar a presenca de sn-1,2-DAG, sn-1,3-DAG, sn-
1(3)-MAG e sn-2-MAG apenas pelos hidrogénio das posi¢es 1, 2 e 3 dos residuos de
glicerol.

A presenca de sn-1-MAG, sn- 2-MAG, sn-1,2 DAG, sn-1,3-DAG e TAG na amostra
em estudo, foi confirmada através dos sinais do H-2 (hidrogénio alfa). Para tanto foi
observado a presenca de cinco multipletos com deslocamentos em 3,9; 4,9; 5,07; 4,06 e 5,25

ppm respectivamente atribuidos a cada um dos compostos mencionados.

Inicialmente foi feito a identificagdo dos hidrogénios 2 (beta) de sn-2-MAG e sn-1,2-
DAG. Para isso tomou-se como base o deslocamento quimico do H-2 do TAG que apresenta
um multipleto em 5,25 ppm. Em seguida identificou-se os sinais do H-2 do sn-1,2-DAG e sn-
2-MAG com deslocamentos quimicos a 5,07 ppm e 4,9 ppm respectivamente, confirmado
com dados da literatura (GIN 2006; SACCHI 1996; KARMEE 2005; SERDAREVICH 1966;
MANNINA,2002). Esses valores de deslocamentos sao justificados por conta da perda de um
grupo acil da molécula de TAG de um dos carbonos alfa (C-1 ou C-3) originando assim uma
molécula de sn-1,2-DAG; e pela perda de dois grupos acil dos dois carbonos alfa (C-1 e C-3)
e originando uma molécula de sn-2-MAG. Como na posi¢do 2 (Carbono beta) das moléculas
de TAG, sn-1,2-DAG e sn-2-DAG existe um grupo acil ligado, e cada um deles possui um

grupo acil a menos que o outro, logo os deslocamentos quimicos do H-2 de cada um deles



55

serdo ligeiramente diferentes devido a uma diferenca gradual de densidade eletronica sobre
0s H-2 dos mesmos devido a perda de grupo acil.

Para sn-1-MAG e sn-1,3-DAG, que ndo possuem grupo acil ligado C-2, os sinais dos
seus prétons H-2 terdo deslocamentos em campo mais alto em relagdo aos sinais dos prétons
H-2 dos demais compostos. Logo H-2 de sn-1-MAG e sn-1,3-DAG apresentardo 0S seus
sinais em 3,9 e 4,06 ppm respectivamente, como cita a literatura (GIN 2006; SACCHI 1996;
KARMEE 2005; GUILLEN 2001; COMPTON, 2007).

A atribuicdo aos sinais dos protons H-1 e H-3 para estes compostos foi feita com base
nos deslocamentos quimicos dos sinais de TAG (4,1-4,35 ppm) como mostrado no espectro
do 6leo de soja (tépico 5.1 - Figura 16). Logo os prétons H-1 e H-3 de sn-2-MAG, sn-1,2-
DAG e sn-1,3-DAG e H1 do sn-1-MAG ressoam entre 4,1 - 4,4 ppm. E 0 H-3 do sn-1-MAG
encontra-se na regido de 3,55-3,75 ppm como descrito por KNOTHE 2006 e HATZAKIS
2011. Nao foi encontrado nenhum dado na literatura sobre a existéncia do sinal em 3,8 ppm.
Os valores de deslocamento quimico atribuidos aos protons em estudo encontram-se na
Tabela 6.

Todas estas atribuicdes foram feitas através de um espectro de uma transesterificacao
com tempo reacional de cinco minutos (Figura 17), especificamente da regido entre 3,5 — 5,5
ppm (Figura 18).

Figura 17 — Espectro de RMN H' de uma reacéo de transesterificacdo do 6leo de soja (tempo
reacional de 5 minutos).

Fonte: Autora, 2013.
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Figura 18 — Expanséo (Figura 17) da regi&o de 3,5— 5,3 ppm no espectro de RMN H', que
mostra a presenca dos sinais dos intermediarios reacionais, ap6s 5 minutos de
metandlise do 6leo de soja a 120 °C.
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Fonte: Autora, 2013.

Tabela 7 - Deslocamentos quimicos dos sinais nos espectros do 6leo de soja, biodiesel metilico de

soja e biodiesel etilico de so'|a, conforme Fiiura 18.

1 5,25 CHOCO-R H-2 doTAG

2 5,07 CHOCO-R H-2 do sn-1,2-DAG
3 49 CHOCO-R H-2 de sn-2-MAG
4 | 4,22-4,33 | CH,0CO-R H-1e H-3do TAG

5 4,22-4,05 | CH,OCOR H-1e H-3 de sn-1,3-DAG

CH,0OH sn-2-MAG,;
6 4,06 CHOH H-2 de sn-1,3-DAG
7 3,91 CHOH H-2 de sn-1-MAG
8 3,80 - N&o identificado

9 3,75-3,5 | CH,OCOR | H-3 de sn-1-MAG; sn-1,2-DAG

Fonte: Gin 2006; Sacchi 1996; Karmee 2005; Guillén 2001; Compton, 2007.
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5.3  Determinacéo do teor dos Esteres Metilicos, Esteres Etilicos, Monoacilglicerideos,
Diacilglicerideos e Triacilglicerideos por CLAE.

Inicialmente os produtos obtidos da transesterificacdo metilica e etilica do éleo de soja
foram submetidos a caracterizagdo utilizando a técnica de CLAE a fim de se obter os valores
de conversdo do TAG em FAMEs e FAEEs, MAGs, DAGs e também determinar o teor de

TAG que ndo reagiu.

Em todos os cromatogramas obtidos por CLAE, tanto para os ésteres metilicos (EM),
quanto para ésteres etilicos (EE), bem como para o 6leo de soja, observa-se a presenca de
sinais de tempo de retencdo atribuidos aos acidos graxos livres (AGLs) e MAGs (2,5 a 5
min.), EM ou EE (5 — 8 min.) DAGs (8 — 11 min.) e TAG (12 — 17 min.), conforme
indicacdes da literatura (CARVALHO et al, 2012).

No presente trabalho serdo apresentados cromatogramas obtidos para o 6leo de soja
(Figura 19) e para duas amostras com rendimentos de 87% em EM e 38,7% em EE (Figuras
27 e 28, respectivamente). Os demais cromatogramas estdo apresentados no APENDICE A.

Figura 19 — Cromatograma obtido por analise de CLAE do 6leo de soja.
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Fonte: Autora, 2013.

No cromatograma do 0leo de soja (Figura 19) é possivel observar a existéncia de
AGLs, MAGs, FAMEs, DAGs e TAGs, porém, alta concentracdo de TAGs, como ja se
esperava. Ja nos cromatogramas das duas amostras (Figuras 20 e 21,) tanto para a que possui

alto teor de FAMES como para a que possui baixo teor, € possivel observar a presenca dos
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intermediérios reacionais (MAGs e DAGs), AGLs e TAG, porém em concentracdes

diferentes.

Na Figura 20 observa-se a formacédo de 87% de FAMEs através do sinal com tempo

de retencdo de 5a 7 minutos.

Figura 20 — Anélise por CLAE de uma amostra obtida da metandlise do dleo de soja (4 horas de
reacdo a 160 °C).
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Figura 21 — Analise por CLAE de uma etandlise do 6leo de soja (40 minutos de reacéo a 160 °C).
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Os resultados para os esteres metilicos e etilicos, obtidos por CLAE, para cada

amostra estdo mostrados nas Tabelas 7 e 8, respectivamente.



Tabela 8 — Resultado das analises de CLAE para os Esteres Metilicos obtidos a partir da
transesterificacdo do 6leo de soja refinado (M = Metilico).

af’rﬂ'é’s‘;ga AGLs e MAGs (%) DAGs (%) TAGS(%) FAMES (%)
M 18 16,9 72,8 8,6
2M 2,7 239 59,3 14,1
3M 40 278 49,9 183
am 49 29,0 454 20,7
5M 7.9 288 39,1 24
6M 71 30,9 378 243
™ 7.8 31,0 35,0 26,2
8M 20,4 24,4 12,1 431
oM 19,2 23,2 9,7 48
10M 21,0 17,9 46 57
11M 29,7 6,6 0,64 63
12M 20,3 13 18 64,8
13M 23,0 6,2 0,02 71
14M 19,2 41 0,02 76,6
15M 9,6 16 1,9 87

Fonte: Autora, 2013.

Tabela 9 — Resultado das analises de CLAE para os Esteres Etilicos obtidos a partir da
transesterificacdo do 6leo de soja (E = Etilico).

?ﬂg’s‘;g‘"" AGLs e MAGsS (%) DAGs(%) | TAGs (%) | FAEES (%)
Oleo de soja 1,6 2,6 95,8 0,0
1E 4.6 20,4 62,2 12,9
2E 5,7 24,7 52,4 17,2
3E 8,3 26,9 40,6 24,1
4E 9 27,9 38,5 24,8
5E 11,7 28,2 30,1 29,9
6E 12,1 27,9 29,4 30,5
7E 15,1 27 23,1 34,7
8E 146 27,7 226 35,1
9E 16,4 26,7 18,9 38
10E 16, 271 18,2 38,7
11E 16,5 26,8 16 40,7
12E 20 22,8 10,7 46,4
13E 20,9 18 48 56,3
14E 22,1 15,3 2,9 59,6
15E 23 12,8 2,4 61,8
16E 22 118 2,1 64,
17E 22,7 105 1,4 65,4
18E 22 1,4 0,9 75,6

Fonte: Autora, 2013
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5.4  Determinacdo do teor de ésteres metilicos por RMN H*

Como mencionado na metodologia, as amostras de biodiesel foram submetidas a

experimentos de RMN *H a fim de se obter o teor de ésteres através desta técnica.

As amostras estudadas foram previamente quantificadas por cromatografia liquida de
alta eficiéncia e tiveram seu rendimento em FAMEs e FAEEs determinado por RMN *H de
acordo com a Equacdo 5 (topico 4.1.2.1) . Cabe salientar que para o biodiesel metilico e
etilico obtido a partir do 6leo de soja existem na literatura diversos trabalhos que utilizaram a
técnica de RMN 'H para avaliacdo quantitativa e qualitativa da reacdo de transesterificagdo
(GELBARD et. al 1995; KNOTHE et al. 2000; COSTA NETO et al. 2004; GHESTI, 2007;
ROSSET et al, 2011; ANDRADE et. al 2012).

Foi com base nestes trabalhos que se realizou a quantificacdo do biodiesel metilico e

etilico do 6leo de soja.

No Esquema 4 as letras A, G e M representam os hidrogénios alfa a carbonila (o—
CH,), os hidrogénios gliceridicos (CH,OCO) e os hidrogénios dos ésteres metilicos (CH3-R),
respectivamente, conforme foi especificado na Tabela 6 (T6pico 5.1).

Esquema 4 — Transesterificacdo metilica com destaque dos hidrogénios utilizados para o célculo
do teor de ésteres metilicos.

A G A M
Ry~ CH,~COO — OH o R1_CH2_CE:°CH3 Ho— Ch
RQ—CHz—COO—("JH + 3CHfOH =——= R,~CH,COOCH; + HO—('|:H
_l_
R;— CH,—~COO — CH, R3—CH,—COOCH; HO —CH,
Triglicerideo Alcool Esteres Glicerol

Fonte: Knothe, 2000.

No espectro de RMN *H (Figura 22) é possivel verificar o deslocamento e a multiplicidade
desses sinais: A - multipleto entre 2,20 e 2,40 ppm; G - multipleto entre 4,00 e 4,50 ppm e M
- singleto a = 3,60 ppm (KNOTHE, 2000).



61

Figura 22 - Espectro de RMN H* de uma reagéo de transesterificacdo metilica do 6leo de soja
em andamento (cinco minutos).

o
5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm

Fonte: Autora, 2013.

A partir da analise do espectro acima (Figura 22), pode-se observar que a diminuicao
do sinal entre 4,00 e 4,50 ppm, presente no 6leo (multipleto “G” da Figura 22), pode indicar
quanto do triglicerideo foi transformado em monoésteres, através do surgimento do singleto
“M”, com deslocamento quimico de = 3,60 ppm, que é o sinal indicativo da formacdo de

monoésteres (biodiesel).

Figura 23 — Espectro de RMN H* do 6leo de soja obtido em CDCl;

N

L e e
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 ppm

Fonte: Autora, 2013.
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No presente estudo, avaliamos os espectros do 6leo de soja e das amostras de biodiesel
obtido a partir desse 60leo. Nas Figuras 23 e 24, estdo apresentados, respectivamente, 0s
espectros de RMN *H do 6leo e de uma das amostras obtidas experimentalmente, a titulo de

exemplo. A Figura 25 mostra a regido em que os sinais séo integrados.

Figura 24 — Espectro de RMN H' de uma amostra de ésteres metilicos de soja obtido em CDCl;,

8M

bl

I I I I I I I I I I I
55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm
N
| S

[oT e

Fonte: Autora, 2013.

Figura 25 — Ampliac&o da regi&o 3,4 -4,4 ppm do espectro de RMN H* da Figura 24. Mostra a
formagcdo de intermediarios reacionais.

8M

Fonte: Autora, 2013.
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Ao analisarmos o espectro de RMN H* da amostra 8M é possivel observar que ha uma
sobreposi¢do dos sinais referente aos ésteres metilicos (CHz;-OCO-R) com o multipleto
pertencente a subprodutos reacionais, cujos deslocamentos quimicos estdo descritos na tabela
6 (topico 5.2). Essa sobreposicdo causa um alargamento da base do sinal atribuido aos ésteres
metilicos e, consequentemente aumentando a area desse sinal. Em virtude dessa sobreposicao,
haverd um erro no valor da integracdo do referido sinal (GIN 2006; SACCHI 1996;
KARMEE 2005; GUILLEN 2001; COMPTON, 2007).

Na Tabela 10 estdo apresentados os rendimentos (% FAMES) obtidos com o emprego

técnica de RMN H* através da Equacdo 5 para as diversas reaces de transesterificacéo.

Tabela 10 - Teor de ésteres metilicos obtidos por RMN H* através da Equagéo 5 e pela técnica de

CLAE.
M 6.4 8,6
M 12,7 14,1
3M 17,5 18,3
M 20,7 20,7
5M 253 24,2
6M 251 24,3
7™M 27,3 26,2
M 52,0 43,1
oM 54,0 48,0
10M 66,0 56,6
11M 75,0 63,1
12M 78,5 64,8
13M 775 71,0
14M 91,0 76,6
15M 92,0 87,0

Fonte: Autora, 2013.

Ao comparar os resultados obtidos, para o teor de ésteres metilicos, a partir das duas
técnicas (Tabela 10) é possivel observar que a diferenca entre uma técnica e outra pode chegar
a 15%. Além disso, a maioria dos valores obtidos por RMN H* sdo maiores do que os obtidos
por CLAE, e isso se deve ao fato de o sinal a ~ 3,66 ppm estar sobreposto a sinais de MAG e

DAG, como ja mencionado.
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5.5  Determinacdo do teor de ésteres etilicos por RMN H*

Em estudos recentes COSTA NETO e seus colaboradores (2004) utilizam a técnica de
RMN H* para quantificar o teor de ésteres etilicos de misturas conhecidas de 6leo de soja com
ésteres etilicos de soja (B100). Nesse caso a determinacéo do teor de éster etilico através da
técnica de RMN H* é mais complexa do que a quantificacdo para o éster metilico devido a
sobreposicao dos sinais referentes aos hidrogénios beta da porcéo gliceridica do 6leo de soja e
o sinal atribuido ao grupo CH3-CH,-OCOR do ester etilico (4,10 — 4,15 ppm; biodiesel) (ver
figura 16 e Tabela 6).

Como COSTA NETO utilizou a técnica de RMN H' para quantificar amostras de
concentragcdes conhecidas, ou seja, mistura de B100 etilico de soja mais 6leo de soja, entdo
ele considera que as areas dos dois sinais (duplos dupletos) atribuidos aos hidrogénios beta da
porcao gliceridica entre 4,10 — 4,30 ppm sé&o iguais. Como mostrado na Figura 26 estes sinais
de fato possuem areas equivalentes e isso é confirmado pelo valor da integracdo de cada um
deles, o qual tem proporcdo de 1:1 ou 2:2 que refere-se ao nimeros de hidrogénios atribuidos
a cada um dos dois grupos de sinais. Entdo, ao se preparar uma mistura de 6leo de soja puro
mais B100 puro, o sinal que diferencia B100 de triglicerideo no espectro de RMN H*
(quarteto entre 4,10 — 4,15 ppm) se sobrepGe a um dos duplo dupletos (4,10 -4-15 ppm)

caracteristicos do triglicerideo como mostrado na Figura 27.

Figura 26 - Regido do espectro de RMN H' (a) do 6leo de soja que mostra os sinais dos
hidrogénios beta da porcéo gliceridica. (b) do biodiesel etilico de soja (B100) que
mostra o sinal dos hidrogénios do grupo CH;-CH,-OCOR.

Cieo de Soja _f Esteras efilicos do dieo de soja

[rel]

0 ®m
o P
m
==

1.5

CH3-CH,-OCOR

(b)

—4.3077
—— 4.2969
—4.1230
—4.,1082
— 4.1568

05 1.0 15 20 25 [rel]

— T T T T T T T — T T T T T T T T T T T T
4.3 4.2 4.1 [ppm] 4.3 4.2 4.1 [ppm]

Fonte: Autora, 2013.
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Figura 27 — Regi&o dos espectros de RMN H' onde acontece a sobreposicdo dos sinais em uma
mistura de B100 etilico de soja com 6éleo de soja.

T

't'_' syErigk J
] £ql: |0 |
i H rik

©

~«1  TAG
] TAG+ EE
__ T T | T T T T | T T T T | T T T T |

43 4.2 4.1 [ppm]

Fonte: Autora, 2013.

O valor da area obtido para os ésteres etilicos (Igg) sera relacionado com a &rea do
sinal dos hidrogénios beta a carbonila (CH3-CH,-OCOR) através da Equacgdo 6 (pégina 56).
Assim, quando a conversdo dos triglicerideos em ésteres etilicos de soja é total, a area do sinal
referente aos hidrogénios pertencentes apenas aos ésteres etilicos (CH3-CH,-OCOR) sera
igual a &rea do sinal pertencente aos hidrogénios alfa a carbonila, ja que cada um destes sinais
pertence a mesma quantidade de hidrogénios (dois hidrogénios), como mostrado na Figura 27.
Ja a relacdo de proporc¢do do sinal dos Hs alfa a carbonila com o sinal dos Hs dos dois CH, da
porcdo gliceridica € diferente. Como mostrado na Figura 28 temos uma relacao de 2:3 ou 4:6
que, na verdade, sdo os quatro Hs dos dois CH, da porcdo gliceridica, para 6 Hs alfa a

carbonila.

Figura 28 — Espectro de RMN H* do 6leo de soja que mostra a relacdo do sinal dos hidrogénios
dos dois CH, da porcéo gliceridica (dois duplos dupletos) com o sinal (tripleto) dos
hidrgénios alfa a carbonila (R-CH,-COO-CH,-CH;).

Oleo de Soja

5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 ppm
‘o‘ JH\ “‘_‘W
ElEl g

Fonte: Autora, 2013.
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Figura 29 — Espectro de RMN H' de uma amostra de ésteres etilicos obtidos a partir da
transesterificacdo do Oleo de soja que mostra a relacdo dos hidrogénios dos
grupos R-COO-CH,-CH; (quarteto em 4,12 ppm) e R-CH,-COO-CH,-CH;
(tripleto em 2,29 ppm) quando a conversao é total.

Esteres etilicos do éleo de soja
[

o
—
<

—2.293

4,12

H3-CH,-OCO-CH,-R

_

A L

\ \ \ \ \ \ \ \ \ \
5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15 ppm

Fonte: Autora, 2013.

Como ja mencionado, um dos objetivos desse trabalho foi quantificar o teor (em %)
dos ésteres etilicos de amostras provenientes do monitoramento de reacGes de
transesterificacéo etilica do 6leo de soja utilizando-se a técnica de RMN H*, e ndo de misturas
previamente preparadas e de concentragdes conhecidas. Como as amostras sao provenientes
de uma reacdo em andamento, havera entdo a presenca dos intermediarios reacionais MAG,

DAG e TAG que néo reagiu.

Através dos espectros de RMN H* das amostras, foi possivel confirmar a existéncia
dos intermediérios reacionais, assim como foi detectado por CLAE. No espectro de RMN H*
da amostra 11E (Figura 30b), na regido entre 3,5 -4,0 ppm existem pequenos sinais, 0s quais
sédo atribuidos aos hidrogénios da porgao gliceridica de MAG e DAG. Ja na regido entre 4,0 e
4,4 ppm estdo os sinais dos hidrogénios da por¢do gliceridica do TAG (Figura 30a). Esses
sinais, que antes eram dois duplos dupletos, passardo a ter uma forma continuamente
assimétrica a medida em que a reacdo acontece, como mostrado na Figura 32. Outro sinal que
tem a sua forma alterada é o tripleto atribuido aos hidrogénios alfa a carbonila. O fato de
existir outros compostos na mistura reacional com o mesmo tipo de hidrogénio, no espectro
de RMN acaba gerando uma sobreposi¢édo parcial dos sinais dos hidrogénios alfa a carbonila
(2,2 -2,4 ppm) do TAG, MAG , DAG e FAEEs. Os resultados obtidos por RMN H! est&o
mostrados na Tabela 11, onde os mesmos estdo sendo comparados com os obtidos pela da
técnica de CLAE.



Tabela 11 - Comparativo do teor de ésteres etilicos de soja obtidos por RMN H' e CLAE.

c'i?r?}lgsc;ga FAEES (%) FAEEs (%)
Oleo de soja 0,0 0,0
1E 13,8 12,9
2E 22,3 17,2
3E 37,1 24,1
4E 39,9 24,8
5E 445 29,9
6E 46,8 30,5
7E 33,2 34,7
8E 47,1 351
9E 58,3 38,0
10E 59,0 38,7
11E 61,6 40,7
12E 60,0 46,4
13E 61,3 56,3
14E 63,1 59,6
15E 59,2 61,8
16E 62,2 64,0
17E 70,6 65,4
18E 89,1 75,6

Fonte: Autora, 2013.
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Figura 30 — Sobreposicao dos espectros de RMN H* do 6leo de soja (a), (b) de uma aliquota de
1h de transesterificacdo etilica do éleo de soja e (c) de uma mistura de B100 etilico
de soja mais 0Oleo de soja na proporc¢ao de 1:1(m/m).
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Fonte: Autora, 2013.

Figura 31 — (a) Regido do espectro de RMN H' do 6leo de soja que mostra os sinais dos
hidrogénios beta da porcéo gliceridica (4,0 — 4,4 ppm). (b) Regido do espectro de
RMN H' de uma aliquota proveniente do monitoramento de uma reacdo de
transesterificacio do 6leo de soja (c) Regido do espectro de RMN H' de uma
mistura de FAEES obtida a partir do 6leo de soja.
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Figura 32 — Regido dos espectros de trés amostras de biodiesel metilico que mostra que os sinais
na regido de 4,0 — 4,4 ppm ndo sdo simétricos. Consequéncia da existéncia de
intermediarios da reacdo de transesterificacéo.
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Fonte: Autora, 2013.

Ao comparar os resultados do teor de ésteres etilicos de soja obtidos através das duas
técnicas (CLAE e RMN H?') observa-se grandes diferencas, que chegam a assumir valor de
20% entre uma técnica e outra. Alguns resultados foram coerentes para as duas técnicas, mas
a maior parte deles foram maiores por RMN H' e isso se deve ao fato de o sinal dos ésteres
etilicos estar sobreposto aos sinais dos hidrogénios da porcéo gliceridica (4,0 -4,2 ppm). Além
disso, outros fatores importantes influenciam para que essa diferenca seja ainda maior, tais
como ajuste da linha de base que faz com que a integracdo ndo seja eficiente, a razéo
sinal/ruido, entre outros. Mesmo assim, o fator que mais contribui para esse erro é a
sobreposicdo dos sinais pertencentes aos intermediérios reacionais com o sinal (quarteto)
pertencente aos esteres etilicos. Neste caso, quando se trata de amostras reais, ou seja,
proveniente de reacdo de transesterificacdo e ndo de amostras preparadas através da mistura
de triglicerideo e monoeésteres, ndo é conveniente 0 uso da Equacdo 6. Isso pode ser
confirmado ao compararmos o0s valores obtidos por CLAE com os que foram obtidos por
RMN H!(Tabela 11).
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6 CONCLUSAO

Dentro do planejamento proposto e dos resultados, a espectroscopia de RMN *H, que é
uma excelente técnica qualitativa e quantitativa, ndo se mostrou eficaz para a quantificacdo do
teor de ésteres metilicos e etilicos provenientes do monitoramento de reacdo de
transesterificacdo do 6leo de soja devido a sobreposi¢cdo de sinais na regido na qual os

mesmos devem ser integrados.

A diferenca de resultados entre as técnicas foi de ~15% para ésteres metilicos e ~20%
para ésteres metilicos. Isso pode estar associado a erros das técnicas. No caso da RMN H*, os
erros podem ser causados pela falta de homogenizacdo do campo magnético em torno da
amostra (shimming), baixa razdo sinal/ruido e associados principalmente as equacdes

utilizadas.
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PERSPECTIVAS

Utilizar campo magnético de 600 MHz (14,1 Tesla) a fim de obter uma melhor

separacao dos sinais utilizados para o estudo de quantificacdo dos ésteres.

Calcular erros associados a ambas as técnicas para o célculo do teor de ésteres,

principalmente para a técnica de RMN H™.

Utilizar programas de pulsos diferenciados com o objetivo de obter o melhor tempo de
relaxacdo para os sinais que serdo integrados. Obter a maior razdo sinal/ruido, para

minimizar erros na integracao dos sinais.

Executar andlises de RMN bidimensionais homonuclear e heteronuclear, a fim de
confirmar, exatamente, quais sdo os sinais dos protos de DAG, MAG e TAG formados

apos uma reacdo de transesterificacao.
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APENDICE A

CROMATOGRAMAS DAS ANALISES DE CLAE, REALIZADAS DOS PRODUTOS
OBTIDOS A PARTIR DA TRANSESTERIFICACAO METILICA DO OLEO DE
SOJA.
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CROMATOGRAMAS DAS ANALISES DE CLAE, REALIZADAS DOS PRODUTOS
OBTIDOS A PARTIR DA TRANSESTERIFICACAO ETILICA DO OLEO DE SOJA.
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= 11E

mAU
Detector A:205nm

1500+

1250+

1000+

750

500

250

04

mAU
1750-Detector A:205nm

1500+

1250

1000+

750

500

250+

0

mAU
1750 " Detector A:205nm

1500+

1250+

1000+

750

500

250

mAU
1750-Detector A:205nm

1500

1250

1000+

750+

500

250+

0

83



= 15E

mAU
1750-Detector A:205nm

1500

1250

1000+

750

500

250

0-

mAU
1750—Detector A:205nm

1500

1250

1000

750+

500+

250

0

mAU
1750-Detector A:205nm

1500

1250+

1000

750

500+

250

0

mAU
1750-]Detector A:205nm

1500

1250

1000

750

500

250

0

0.0 25 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 min

84



APENDICE B

ESPECTROS DE RMN H! EM CDCI; DOS ESTERES OBTIDOS POR
TRANSESTEREIFICACAO METILICA DO OLEO DE SOJA
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