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RESUMO

Os desafios inerentes aos combustiveis fosseis tém potencializado o interesse pelo biodiesel
como biocombustivel, por este ser renovavel e menos agressivo ao meio ambiente. No
entanto, na sua rota de producdo (transesterificacdo) gera-se cerca de 10% em volume de
glicerol como coproduto. Com o intuito de agregar valor a esse coproduto, este trabalho
propOe avaliar a acetilagdo de glicerol (GLI) com &cido acético (AA), pela primeira vez, com
catalisadores a base de Sn(IV) visando a obtencdo de monoacetina (MA), diacetina (DA) e
triacetina (TA), as quais apresentam vasta aplicacdo industrial, que a configura numa rota
tecnoldgica atrativa. Além disso, a fim de promover a ampliacdo de métodos de analises para
a caracterizagdo desses insumos quimicos, foi desenvolvida e validada uma metodologia via
GC-FID para a determinacdo dos acetatos de glicerol. Inicialmente, os testes reacionais com
os catalisadores, Bu,SnCl,, Me,SnCl,, BuSnCl;, Bu,SnLauz, BuSnO(OH), Bu,SnO,
mostraram que o BuSnCls apresentou melhor desempenho, com a total conversédo de GLI e
expressiva seletividade as acetinas (25,7, 43,5 e 30,8 % para MA, DA e TA, respectivamente)
em condi¢Oes reacionais brandas (80 °C, razdo molar AA:GLI de 4:1 com 3 h de reagéo).
Essas observacGes foram comprovadas com o estudo cinético das reacdes sob diferentes
temperaturas (40, 80 e 120 °C) e razdes molares dos reagentes (AA:GLI — 3:1, 4:1 e 6:1). A
determinacdo da energia de ativacio (Ea), mostrou que sem catalisador, Ea = 23,9 kJ mol™ e
com 0 BuSnCls, Ea =14,3 kJ mol™, comprovando o potencial desempenho das espécies de
Sn(IV) nessa rota. O método desenvolvido por GC-FID, com coluna apolar (RTX-5MS -
30 m x 0,25 mm x 0,25um) foi finalizado com tempo total = 3,3 min, demonstrando ganho de
tempo e de custos. O processo de validacdo avaliou inicialmente, a seletividade do método,
cujas comparacdes dos cromatogramas do solvente e de amostra reacional ndo demonstraram
a presenca de interferentes nos tempos de retencdo dos picos de interesse; as curvas analiticas
apresentaram R > 0,9982 e a partir de seus parametros determinaram-se 0 LOD e LOQ, que
resultaram em valores < 0,0007 ¢ mL™ e < 0,0022 g mL™; a precisdo do método, avaliada
atraveés da repetitividade e reprodutibilidade, resultou em valores de CV < 3,3%; Os ensaios
de recuperacéo realizados a partir da fortificacdo de uma amostra reacional com os padrdes
analiticos em 3 niveis de concentracdo implicaram na faixa de 80,81% a 101,60%; e com
mudancas no preparo de amostra (troca de solvente e volume de inje¢do), o0 método mostrou-
se robusto. Todos os parametros avaliados demonstraram estar dentro dos critérios adotados,
e, portanto, a metodologia validada foi aplicada em amostras reais, referentes a acetilagdo de
glicerol puro e residual do biodiesel (com e sem catalisador), e 0 mesmo mostrou-se eficiente.
Dessa forma, os resultados gerados nessa Tese mostraram-se como alternativas altamente
viaveis para aplicacdo industrial da transformacdo do glicerol em produtos de maior valor
agregado, além de fornecer uma metodologia validada para determinacdo quantitativa dos
produtos da reacdo.

Palavras-Chave: Glicerol. Esterificacdo. Catalisador. Sn(IV). Metodologia analitica.
Validacéo.



ABSTRACT

The challenges inherent to fossil fuels have enhanced the interest in biodiesel as a biofuel,
because it is renewable and less harmful to the environment. However, its production route
(transesterification) generates about 10% in volume of glycerol as a co-product. In order to
add value to this co-product, this work proposes to evaluate the acetylation of glycerol (GLI)
with acetic acid (AA), for the first time, with Sn(IV) based catalysts aiming to obtain
monoacetin (MA), diacetin (DA) and triacetin (TA), which present vast industrial application,
making it an attractive technological route. Moreover, in order to promote the expansion of
analytical methods for the characterization of these chemical inputs, a GC-FID based
methodology was developed and validated for the determination of glycerol acetates. The
reaction tests with catalysts Bu,SnCl;, Me,SnCl,, BuSnCl;, BuySnLau,;, BuSnO(OH),
Bu,SnO, showed that BuSnCls presented the best performance, with full conversion of GLI
and expressive selectivity to acetins (25.7, 43.5 and 30.8% for MA, DA and TA, respectively)
under mild reaction conditions (80 °C, molar ratio AA:GLI of 4:1 with 3 h of reaction). These
observations were evidenced by the kinetic study of the reactions under different temperatures
(40, 80 and 120 °C) and molar ratios of the reactants (AA:GLI - 3:1, 4:1 and 6:1). The
determination of activation energy (Ea), showed that without catalyst, Ea = 23.9 kJ mol™ and
with BuSnCls, Ea =14.3 kJ mol™, demonstrating the potential performance of Sn(IV) species
in this route. The GC-FID method developed with an apolar column (RTX-5MS - 30 m x
0.25 mm x 0.25um) was completed with total run time of 3.3 min, demonstrating time and
cost savings. The validation process initially evaluated the selectivity of the method, in which
solvent and sample chromatogram comparisons did not demonstrate the presence of
interferents in the retention times of the peaks of interest; the analytical curves presented
R >0.9982 and from their parameters the LOD and LOQ were determined, which resulted in
< 0.0007 g mL™ and < 0.0022 g mL™ values; the precision of the method, evaluated through
repeatability and reproducibility, resulted in < 3,3% coefficient of variation values; the
recovery tests carried out by the fortification of a reaction sample with the analytical
standards at 3 concentration levels resulted in recoveries from 80.81% to 101.60%; and with
changes in sample preparation (different solvents and injection volumes), the method showed
to be robust. All parameters evaluated proved to be within the adopted criteria, and finally the
validated methodology was applied to real samples of pure and biodiesel residual glycerol
(with and without catalyst), and it proved to be efficient. Thus, the results generated in this
Thesis have shown to be highly viable alternatives for industrial application of glycerol
transformation into products with higher added value, besides providing a validated
methodology for quantitative determination of the reaction products.

Key-words: Glycerol. Esterification. Catalyst. Sn(1V). Analytical methodology. Validation.
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1. INTRODUCAO GERAL

O desenvolvimento de insumos quimicos e combustiveis a partir de fontes renovaveis
é alvo de grande interesse global, devido ao esgotamento das reservas de petréleo de facil
extracdo e, sobretudo pelo impacto ambiental causado pelos combustiveis de origens fésseis,
e, portanto, nesse cenario, o biodiesel desempenha um importante papel, como alternativa
estratégica ao petroleo (MOTA et al., 2009; RODRIGUEZ e GAIGNEAUX, 2012).

Na obtencdo de biodiesel, pelo processo de transesterificacdo, gera-se em torno de
10% (% em volume) de glicerol, como coproduto, este por sua vez, quando na sua forma
pura, tem grande aplicacdo comercial, seja no uso direto ou como molécula plataforma. No
entanto, considerando o rapido avango das biorrefinarias na fabricagdo do biodiesel, tem
ocorrido a saturacdo de glicerol no mercado mundial, culminando na reducdo do seu valor
comercial (HU et al., 2015; NANDA et al., 2016; ANITHA et al., 2016).

Diante desse contexto, necessita-se encontrar novas alternativas que aumentem, de
modo geral, a diversificacdo e o desenvolvimento da utilizacdo desse polialcool, visando
reaproveitar o excedente deste coproduto, e assim consolidar a sustentabilidade da rota de
fabricacdo de biodiesel (MENEZES et al., 2016).

Nesse sentido, a reacdo de esterificacdo, ou comumente conhecida como acetilacdo do
glicerol com &cido acético é uma opcao muito atrativa, por gerar insumos quimicos versateis,
as quais denominam-se de acetinas e tém suas aplicaces permeadas nas industrias
alimenticias, farmacéuticas e sdo utilizadas também, como matéria-prima para a fabricacao de
aditivos para combustivel, solvente para tintas, explosivos, poliéster biodegradavel entre
outras (MOTA et al., 2009; MEIRELES e PEREIRA, 2013; TESTA et al. 2013; HU et al.,
2015; PINTO et al., 2016).

A funcionalizacdo do glicerol com &cido acético para a producdo dos derivados
acetilados, monoacetina (MA), diacetina (DA) e triacetona (TA), é geralmente realizada com
catalisadores que apresentam inconvenientes relativos a seletividade, alta corrosdo do sistema
reacional e desativacdo de seus sitios ativos (KHAYOO e HAMEED, 2011; MEIRELES e
PEREIRA, 2013). Ademais, percebe-se certa escassez de métodos analiticos para a
determinacdo das acetinas.

Nessa perspectiva, a intencdo precipua deste trabalho é investigar catalisadores a base
de Sn(IV) na reacdo de glicerol com &cido acético sob diferentes condi¢fes reacionais, e
desenvolver e validar uma metodologia analitica para a determinacdo das acetinas, as quais

s8o os produtos acetilados do glicerol.
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1.1. Organizacéao deste trabalho

Este manuscrito estd dividido em trés secOes, cuja secdo 1 refere-se a revisao
bibliogréafica, ou seja, sera descrito os principais trabalhos voltados aos sistemas reacionais
para obtencdo de acetinas, bem como, trabalhos a respeito de métodos analiticos para a

determinagé@o das mesmas.

A secdo 2 envolve os estudos desenvolvidos relativos & avaliacdo dos catalisadores de
Sn(IV) na rota de producéo de acetinas. A secdo 3, por sua vez, foca no desenvolvimento,
seguida de validagdo por GC-FID de um método analitico para a determinacgdo das acetinas.

Desse modo, essas se¢Oes organizam-se da seguinte maneira:

a) Inicialmente faz-se uma breve descricdo das abordagens principais da literatura acerca da
respectiva secéo;

b) Em seguida, relatam-se os procedimentos experimentais que foram efetuados na respectiva
secéo;

c) Posteriormente, mostram-se e discutem-se os resultados obtidos do item (b) supracitado;

d) Finalmente, apresenta-se uma avaliacdo geral com as respectivas conclusoes.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:

o

Este trabalho tem como objetivo geral estudar a acetilacdo catalitica do glicerol com
acido acético na presenca de catalisadores de Sn(IV), visando obter produtos quimicos
de interesse industrial com maior valor agregado (monoacetina, diacetina e triacetina)
e desenvolver e validar uma metodologia analitica para a determinacdo dos compostos
acetilados de glicerol por cromatografia gasosa com detector de ionizagdo em chama
(GC-FID).

2.2 Objetivos especificos:

©)

Avaliar a reacdo de esterificacdo do glicerol com acido acético empregando diferentes
condicdes reacionais, como: catalisadores, temperatura, razdo molar e tempo;
Desenvolver e validar uma metodologia analitica para identificar e quantificar
monoacetina (MA), diacetina (DA) e triacetina (TA);

Aplicar a metodologia analitica proposta e as condigdes reacionais otimizadas em

glicerol comercial (alta pureza) e glicerol residual de biodiesel.
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SECAO 1

REVISAO BIBLIOGRAFICA
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Esta secdo visa apresentar a conjuntura na qual o glicerol encontra-se inserido nos
ualtimos anos, e, portanto, serdo abordados, inicialmente, aspectos acerca do biodiesel, seguido
do glicerol, principal coproduto obtido da producédo desse biocombustivel. Serdo apresentadas
as principais rotas de conversdo do glicerol em insumos quimicos de valor agregado, com
énfase para a esterificacdo catalitica com acido acético e geracdo de acetinas. Associadamente
dar-se-a destaque aos principais trabalhos desenvolvidos para a determinagdo das acetinas
(MA, DA e TA).

3.1 Biodiesel

Nas décadas de 70 e 80, o Brasil sofria com dividas externas bilionarias relacionadas
ao petroleo (52 bilhdes de ddlares no final de 1979), levando o pais e todo 0 mundo a criarem
esforcos para superar a crise energetica advinda das matrizes fosseis. Uma das iniciativas
surgiu da necessidade de substituir ou minimizar o uso de diesel, por ele ser a principal fracdo
da demanda de petréleo que comandava a economia do Brasil por meio dos caminhdes, trens,
oOnibus tratores, equipamentos agricolas etc (MENEZES et al., 2016).

Assim, a proposta coordenada pelo professor Expedito José de Sa Parente, da
Universidade Federal do Ceard, denominada de Prodiesel (anos depois viria a ser “biodiesel”)
visava a modificacdo de 6leos vegetais através da reacdo de transesterificacdo, com metanol
ou etanol, para fornecer um produto com poder calorifico e propriedades fisico-quimicas
semelhantes ao do 6leo diesel mineral (MENEZES et al., 2016).

O wuso desse biocombustivel, portanto, implicaria na solucdo de problemas
relacionados ao preco, bem como, minimizar os impactos ambientais causados pelo petréleo,
haja vista que a emissdo de enxofre é ausente com a utilizacdo do biodiesel e, além disso, a
emissao de dioxido de carbono é muito baixa (AZEEM et al., 2016; ALl et al., 2016).

Tradicionalmente, o biodiesel é obtido ao reagir ésteres (triacilglicerideos de
diferentes origens, animal ou vegetal) com um alcool normalmente de cadeia curta (metanol
ou etanol) e um catalisador, gerando assim uma mistura de monoésteres de &cidos graxos

(biodiesel) e glicerol como coproduto (SUAREZ et al., 2007), tal como mostra a Figura 1.
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Figura 1 — Transesterificacdo de 6leos e gorduras, vegetais e animais para producdo de biodiesel
e formagao de glicerol como coproduto.
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R/\OCH3
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Fonte: autora, 2020.

Pode-se observar através da Figura 1 que, para cada 3 mols de monoésteres de acidos
graxos formados, é gerado 1 mol de glicerol, o que equivale & um percentual de 10% em
volume desse coproduto na producdo de biodiesel, isto é, a cada 100 m® de biodiesel
produzido sdo gerados 10 m® de glicerol (NANDA et al., 2016).

Com as metas alcancadas pelo Biodiesel — fruto da construcdo conjunta entre
governos, academia e industria — desencadearam-se o desenvolvimento socioecondmico e as
motivagBes sustentaveis originadas da cadeia de biodiesel’, estimulando fortemente a
comercializacdo desse biocombustivel. Em 13 de janeiro de 2005 foi promulgada a Lei n°
11.097, marco legal para condi¢cdes de comercializacdo do biodiesel, a qual tornava
obrigatdria a adicdo de um percentual minimo de 5% de biodiesel ao 6leo diesel utilizado no
pais, com o aumento gradual desse percentual de adicdo (ANP, 2019), conforme mostra a

Figura 2.

'Segundo MENEZES et al, 2016, evitaram-se, de 2005 a marco de 2016, a emissio de cerca de 41 milhdes de
toneladas de CO,, o equivalente ao plantio de 300 milhdes de arvores. Estima-se que a cadeia de valor do
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Figura 2 — Evolucgao do percentual de teor de biodiesel presente no diesel fossil no Brasil.
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Diante da crescente demanda por biodiesel e com a iminente implementacdo do B15
(15% de biodiesel ao oOleo diesel), a saturacdo do mercado do glicerol é uma realidade que
preocupa empresarios e ambientalistas em todo o0 mundo.

A Figura 3 retrata o volume de glicerol que vem sendo gerado nos ultimos anos
atraves das diferentes regides do pais, segundo dados da Agéncia Nacional de Petroleo, Géas

Natural e Biocombustiveis (ANP).

Figura 3 — Glicerol gerado na producao de biodiesel (B100), segundo grandes regides (de 2011-
2021).
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Fonte: adaptada do documento — anudrio estatistico 2021 (ANP, 2021).
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De acordo com a Figura 3, podemos inferir que a regido centro-oeste, a qual esta
representada pela barra azul predomina como maior produtora de biodiesel no Brasil, mas a
maior geracdo de glicerina em 2018 foi obtida na Regido Sul (40,7% do total), seguida das
regides Centro-Oeste (39,7%), Sudeste (9%), Nordeste (7,7%) e Norte (2,9%). Esses valores
remetem a um dos objetivos do Programa Nacional de Producdo e Uso do Biodiesel (PNPB),
que é a inclusdo social e o desenvolvimento regional (ANP, 2021).

Portanto, destinar adequadamente os efluentes sélidos e liquidos gerados da cadeia
produtiva implica em consolidar alguns pressupostos do programa de introdugédo do biodiesel
a matriz energética, e, nessa perspectiva, 0s proximos itens desta secdo serdo voltados a breve
descricdo, aplicacdo e discussdo das principais alternativas do glicerol oriundo da rota de
biodiesel como substéncia quimica base de projetos de biorrefinaria.

3.2 Glicerol

3.2.1 Consideragdes gerais

O glicerol foi sintetizado pela primeira vez por Carl W. Scheele, em 1779, por meio da
mistura de Oxido de chumbo e azeite de oliva sob aquecimento, cujo produto obtido
apresentava expressiva viscosidade e dogura, sendo assim designado na época como “o
principio doce das gorduras” (MOTA et al., 2009; BEATRIZ et al., 2011). Nesse periodo,
essa matéria-prima ndo teve grande importancia, devido suas poucas areas de aplicacao e, s6
em 1866, ganhou espaco na inddstria, com a massiva producdo de explosivos (nitroglicerina)
e algumas resinas (PAGLIARO et al., 2007; SANTANA et al., 2016).

Esta substancia € classificada como um tri-alcool, com férmula molecular igual a
C3HsO3 e de nomenclatura oficial de 1,2,3-propanotriol (IUPAC), e sob condi¢es normais de
temperatura e pressao, o glicerol é um liquido incolor, viscoso, inodoro e adocicado (PEITER

et al., 2016). A Tabela 1 retrata algumas de suas principais propriedades fisico-quimicas.
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Tabela 1 — Propriedades fisico-quimicas do glicerol.

Formula molecular CsHsO3
Densidade 1,26 gcm™
Massa molecular 92,09 g mol™*
Viscosidade 1,4 x 10° mm?/s
Ponto de fusdo 18,2°C
Ponto de ebuli¢do 290°C
Ponto de fulgor 160°C

Fonte: Adaptada de Lide, 2006.

O glicerol apresenta em sua estrutura trés grupos hidroxilas (Figura 4), as quais séo
responsaveis por muitas de suas caracteristicas, tais como, baixa volatilidade, baixa pressao de
vapor e total miscibilidade em agua (QUISPE et al., 2013).

Figura 4 — Estrutura molecular do glicerol.

OH
HO OH

Fonte: autora, 2020.

Este composto organico também é conhecido como glicerina, o qual é um termo
condicionado ao grau de pureza da substdncia quimica, isto €, glicerina é utilizada para
produtos comerciais gque contenha no minimo 95% de 1,2,3-propanotriol, a qual é amplamente
utilizada nas industrias farmacéuticas, alimentar, cosmética e quimica (HAJEK E SKOPAL,
2010; MOTA et al., 2017).

3.2.2 Rotas de producéo e comércio do glicerol

Tradicionalmente o glicerol é obtido através da cloracdo de propeno (insumo
petroguimico) a altas temperaturas, cujos intermediarios formados inicialmente (radicais

livres) irdo gerar o cloreto de alila, que, por sua vez, reage com o acido hipocloroso (agua
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sanitaria) adicionado, formando a haloidrina, e essa mistura com excesso de base, gera a

glicerina, como mostra a Figura 5 (MOTA et al., 2009).

Figura 5 — Rota industrial da producéo de glicerol.
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Fonte: adaptada de Mota et al., 2009.

Essa planta, representada pela Figura 5, correspondia a 25,0% e 12,5% da capacidade
produtora dos EUA e do mundo, respectivamente, contudo, estdo sendo fechadas devido ao
elevado volume de glicerol proveniente das biorrefinarias produtoras de biodiesel (MOTA et
al., 2009; BEATRIZ et al.,, 2011). Este coproduto gerado no processo quimico de
transesterificacdo, geralmente contém impurezas, como resto de catalisador, agua, sabdes, sais
e ésteres inerentes ao processo reacional realizado. Dessa maneira, esse glicerol bruto (GB) €
normalmente utilizado como: supressor de poeira em minérios, na alimentacdo de animais, e
principalmente em processos de incineracdo. Entretanto, a incineracdo de GB (processo de
reaproveitamento mais utilizado) pode liberar grandes quantidades de acroleina, a qual possui
potencial altamente toxico (MONTEIRO et al., 2018; ANITHA et al., 2016; SANTANA et
al., 2017).

Por outro lado, quando o glicerol bruto é submetido aos processos industriais de
destilacdo, desodorizacdo, clarificagdo e filtracdo, gera-se a glicerina “bidestilada”, que
apresenta grau de pureza minimo de 99%. A glicerina bidestilada possui valor de mercado
aproximadamente trés vezes maior que o do GB, uma vez que seu grau de pureza leva a usos
mais nobres, como mostra a Tabela 2 (MENA-CERVANTES et al., 2020).



Tabela 2 — Teor de glicerol em diferentes graus de pureza.
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Grau de glicerol

Contetdo de glicerol (% m/m)

Aplicacoes

Bruto

Grau técnico

Farmacopeia dos Estados
Unidos (USP)

Grau quimico alimentar

20-80

88-98

>99,5

>99,7

Substéncia residual,
substrato para producdo de
metano

Matéria-prima para a
inddstria quimica

Utilizado como aditivo na
indUstria cosmética e
farmacéutica

Aditivo para a industria
alimentar

Fonte: adaptada de MENA-CERVANTES et al., 2020.

Salienta-se que, tanto a glicerina bruta (termo utilizado na referéncia) quanto a

destilada é de grande aceitacdo no mercado externo, cujos dados de 2020 do Ministério da

Industria, Comeércio Exterior e Servigos (MDIC), mostraram que 0s produtores nacionais

exportaram cerca de 40 mil toneladas da glicerina destilada, conforme mostra a Figura 6. No

que tange as cotacdes médias da glicerina, a tonelada da destilada custa cerca de US$ 343,32

e a bruta, US$ 138,62.



27

Figura 6 — Exportaces brasileiras de glicerina.
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Fonte: MDIC, 2020.

E importante frisar que a abordagem convencional de purificacio do glicerol para
alcangar pureza > 99%, através de processos de destilacdo, filtracdo, tratamento quimico,
adsorcdo (usando carvdo ativado), troca idnica (usando resina), extracdo, decantacdo e
cristalizacdo, é considerada inviavel em termos econdmicos, pois abrange varias etapas
quimicas (BAILEY e HUI, 2005; HAJEK E SKOPAL, 2010). Além disso, s30 processos que
se distanciam da realidade dos pequenos e médios produtores de biodiesel, e
consequentemente pode refletir no crescimento regional (TAN et al., 2013; NOVI et al.,
2018).

Diante desse contexto, considerando a necessidade de aumentar a presenca do
biodiesel na matriz energética e a sua progressiva adicdo ao diesel féssil, necessita-se estudar
novas aplicacGes para aumentar a valorizacdo do glicerol, principalmente para a geracdo de
novos materiais/e ou insumos para a industria (MENEZES et al., 2016; PITT et al, 2019). A
este respeito, 0s proximos itens serdo destinados a discussdo do glicerol como plataforma para

desenvolvimento de insumos quimicos de valor agregado.

3.2.3 Reacdes de transformacéo do glicerol

Conforme ja mencionado, o glicerol puro trata-se de uma valiosa matéria prima para o
mercado mundial, visto que, sua aplicacdo de forma direta tem amplo mercado, tal como
mostra a Figura 8 (TAN et al., 2013).



Figura 7 — AplicacGes tradicionais do glicerol puro.
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Fonte: adaptada de LIN et al., 2013.
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Apesar das inumeras aplicacGes do glicerol na forma direta (Figura 7), estas demandas

ndo requerem grandes quantidades do mesmo, no entanto, devido a sua versatilidade de

funcionalizacdo, é possivel obter produtos industriais de maior valor agregado, o qual implica

em alternativas de cenarios mais favoraveis a producdo de biodiesel, a qual vem sendo a

principal rota de obtencdo de glicerol no Brasil (BEATRIZ et al., 2011).

Nos ultimos anos as pesquisas acerca de glicerol como coproduto do biodiesel vém

aumentando de forma exponencial, em consequéncia de sua transformacdo em importantes

blocos de construcdo (Figura 8).
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Figuras 8 — Possiveis derivados do glicerol por diferentes rotas reacionais.
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Como podemos observar na Figura 8, a transformacao quimica do glicerol por meio de
diferentes rotas reacionais leva a geracdo de importantes insumos quimicos da plataforma
industrial, sendo convencionalmente destinada para a producdo de commodities e
especialidades. As commodities compreendem as substancias: propeno, 1,2-propanodiol,
epicloridrina, acroleina e acido acrilico, os quais sdo utilizados para a fabricacdo de plasticos
e outros produtos quimicos, e sdo produzidos em larga escala a partir de fontes fésseis. No
nicho de especialidades quimicas, destacam-se 0s éteres, acetais/cetais, ésteres e carbonato de
glicerina, comercializados como aditivos para combustiveis, antioxidantes, solventes, etc
(MENEZES et al., 2016).

A versatilidade do glicerol é refletida nos diferentes trabalhos publicados na literatura
cientifica, os quais podem ser exemplificados pela prospeccdo de artigos cientificos dos

Gltimos anos através de buscas no Science Direct, como mostra a Figura 9.
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Figura 9 — Prospeccao de trabalhos cientificos referente ao glicerol realizada em setembro de
2021 no Science Direct, utilizando as palavras chaves “glicerol, biodiesel” e “coproduto,
biodiesel”.
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Com base na Figura 9, pode-se verificar o expressivo aumento de trabalhos voltados
para o glicerol como coproduto, demonstrando que os pesquisadores vém se dedicando ao
estudo dessa matéria-prima ao longo dos anos.

Diante desse contexto, visando a funcionalizacdo do glicerol para a obtencao de seus
derivados acetilados, esta tese volta-se para a reacédo de esterificacdo ou acetilacdo de glicerol

com &cido acético, a qual sera delineada nos proximos itens.

3.2.3.1 Acetilacao do glicerol

Diante do cenario apresentado, esterificar o glicerol com um acido de cadeia curta
(anidrido acético ou acido acético) € uma rota de grande proeminéncia para O
reaproveitamento do glicerol residual, uma vez que, através desse processo podem ser obtidos
produtos quimicos de grande valor comercial (ABHBASHLO et al., 2018). Essa reacédo
quimica consiste na inser¢do do grupo funcional acetil (CH3COO-), oriundo do &cido acético,
no oxigénio da hidroxila do glicerol, produzindo ésteres mono, di e triacetilados de glicerol e

agua como subproduto (ZHOU et al, 2013), conforme ilustrado pela Figura 10.
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Figura 10 — Reacdo de acetilacdo do glicerol com &cido acético gerando monoacetina (MA),
diacetina (DA) e triacetina (TA).

0
OH )k
o CHj
H3CYO\)\/OH + HO\)\/OH
Il o}
H C/C\ 1 - monoacetina (MA) 2 - monoacetina (MA)
3 OH
Acido acético Catalisador [e)
+ :
oH H,0 O)J\CH3 oH
HO\)\/OH HO\)\/OYCH3 + H3CYO\/\/O CHs
Glicerol o o \OI/
1,2 - diacetina (DA) /(fk 1,3 - diacetina (DA)
o] CH,
chYo\)\/OYCH3
o] 0
Triacetina (TA)

Fonte: autora, 2020.

A Figura 10 mostra que a reacdo de acetilacdo do glicerol envolve reacdes
consecutivas, em que sdo necessarios 3 mol de acido acético para reagir com 1 mol de GLI e
obter-se MA, DA e TA, com a liberagdo de 4gua como subproduto. E importante salientar que
tais reacOes sdo reversiveis e que, portanto, sdo regidas pelo equilibrio quimico, ou seja, suas
velocidades direta e inversa sdo influenciadas pela temperatura, razdo molar, tipo de
catalisador e carga (locais ativos disponiveis) e velocidade de agitacdo (ATKINS et al., 2006;
ZHOU et al., 2013).

3.2.3.1.1 Acetinas

A monoacetina (MA) apresenta-se como um liquido higroscépico e denso, cuja
aplicacdo, volta-se para uso como: agente gelatinizante, solvente para tintas e na fabricacao de
explosivos (MEIRELES e PEREIRA, 2013). De forma semelhante, a diacetina (DA) é um
liquido higroscopico e é comercializada como lubrificante, amaciante e solvente (MOTA et
al., 2009). Ademais, MA e DA sdo utilizadas nas industrias alimenticia, farmacéutica e como

blocos de construcéo em criogenia e de poliéster biodegradavel (VELUTURLA et al., 2017).
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A triacetina (TA), como visto anteriormente, representa 10% do mercado mundial de
glicerol, sendo aplicada, principalmente, como aditivos para combustiveis, tais como, aditivo
antidetonante para gasolina, diesel e biodiesel (MEIRELES e PEREIRA, 2013). Seu uso é
difundido também na producdo de filtros de cigarros, como plastificante de celulose (MOTA
et al., 2009). Além disso, pode ser aplicada na industria de cosméticos, como emulsificante,
fixador de perfumes e anti-séptico, etc (REZAYAR e GHAZIASKAR, 2009; LIAO et al.,
2009).

3.3 Sistemas cataliticos empregados para a obtencéo de acetinas

A acetilacdo ocorre normalmente a temperatura ambiente, porém de forma lenta, e
com seletividade limitada, sendo necessaria a adicdo de calor e/ou catalisador no sistema,
dessa forma, a catalise desempenha um papel fundamental na converséao rapida e eficiente do
glicerol em produtos de valor agregado. Esta rota é conduzida tradicionalmente com
catalisadores acidos homogéneos, sendo os principais: acido sulfarico, acido cloridrico e
acido para-toluenossulfonico (MEIRELES e PEREIRA, 2013; KHAYOO e HAMEED,
2011).

No entanto, o uso desses catalisadores ndo é tratado como opc¢éo viavel, por ocasionar
problemas ambientais e comprometer o sistema reacional, devido a geracdo de efluentes com
alto grau de toxidade e seu alto poder de corrosdo para os reatores, respectivamente. Logo, a
utilizacdo de catalisadores convencionais pode tornar o processo menos sustentavel e
ineficiente economicamente (MELERO et al., 2007; FERREIRA et al., 2009).

Esses problemas tém sido contornados através do uso de outros catalisadores, como,
resinas de troca idnica (RODRIGUEZ E GAIGNEAUX, 2012; ZHOU et al. 2013)
heteropoliacidos (VELUTURLA et al. 2017), e outros. Muitas dessas pesquisas séo realizadas
sob sistema de refluxo e em diferentes condicBes reacionais, as quais serdo apresentadas a

sequir.

Melero et al.,, 2007, avaliaram o0 comportamento catalitico de materiais
mesoestruturados funcionalizados (HSO3) a 125 °C, com razdo molar de acido:glicerol igual a
9:1 e apbs 4 h de reacdo, obtiveram conversdo de 90% de glicerol, com seletividade de 15%
(MA), 45% (DA) e 35% (TA). Segundo os autores, a atividade catalitica desse material é
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originada da forca &cida do &cido sulfonico e se destaca quando comparada aos catalisadores
acidos convencionais, como H,SO4 e Amberlyst 15.

Zhou et al., 2013, investigaram a esterificacdo do glicerol com resinas de troca ionica
acidas fortes (Amberlyst 15) a 110 °C, com razdo molar de acido acético:glicerol igual a 9:1 e
tempo de reacdo de 5 h. Os autores obtiveram conversdo de glicerol de 91% e seletividade de
9% (MA) e 47% (MA) e 45% (TA).

Rastegari et al., 2015, avaliaram os catalisadores &cidos para-toluenosulfonico (p-
TSA), Amberlyst-15 e Amberlyst-36 sob condi¢Ges de temperatura igual a 100 °C, razéo
molar de &cido:glicerol de 7:1 e transcorridas 6 h de reacdo, o catalisador Amberlyst-36
apresentou desempenho satisfatério, com até 100% de conversao de glicerol e seletividade de
43% (MA), 44% (DA) e 13% (TA).

Veluturla et al., 2017, investigaram o catalisador heteropoliacido suportado por césio
(CsPWA) na reacéo de acetilacdo do glicerol a 110 °C, com a razdo molar de &cido:glicerol
de 7:1 e apds 2h, obtiveram 98% de converséo e seletividade de 25% (MA), 58% (DA) e 15%
(TA).

Ja Goscianska et al., 2019, estudaram catalisadores a base de carbonos mesoporosos
no processo catalitico de acetilacdo de glicerol a 110 °C, razdo molar de acido:glicerol igual a
9:1 e 6 h de reacdo e o resultado foi de converséao igual a 95% e seletividade de 58% (MA),
20% (DA) e 22% (TA).

Em resumo, a Tabela 3 reporta os principais trabalhos referentes as condi¢fes 6timas
para a realizacdo da acetilacdo do glicerol, bem como, a técnica analitica adotada na

caracterizacao das acetinas.


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/caesium
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Tabela 3 — Melhores condi¢des reacionais para a esterificacéo de glicerol com &cido acético empregando diferentes sistemas cataliticos.

Sistema Razéo Converséao Seletividade Técnica
catalitico T (°C) molar de GLI MA/DAITA t (h) analitica Referéncias
AA:GLI (%) (%)
Materiais
mesoestruturados 125 9:1 9 15/45/35 4 GC-FID Melero et al., 2007
funcionalizados
(SOsH)
Amberlyst-36 105 8:1 96 70/5/0 0,5 GC-FID Rodriguez e Gaigneaux, 2012
Acido sulfonico
funcionalizado 105 3:1 100 49/51/0 0,5 GC/MS Testa et al., 2013
amorfo (SAS)
Amberlyst-15 110 9:1 91 9/47/45 5 GC-FID Zhou et al., 2013
Wpy-20 110 6:1 98 10/25/70 10 GC-FID Ghoreishi et al., 2013
Sb,0s 120 6:1 97 49/45/6 6 GC-FID Hu et al., 2015
Amberlyst-36 100 7:1 100 43/44/13 6 GC-FID Rastegari et al., 2015
Heteropoliacido
suportado por césio 110 9:1 98 25/58/15 2 GC-FID Veluturla et al., 2017
(CsPWA)
Carbonos 110 9:1 95 58/20/22 6 GC-FID Goscianska et al., 2019

mesoporosos (SO;H)

Fonte: autora, 2020.
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Com o levantamento dos principais trabalhos referentes ao uso de diferentes
catalisadores na rota de interesse do presente trabalho, resumido na Tabela 3, pode-se inferir
que os resultados mais expressivos sdo obtidos quando se emprega o catalisador Amberlyst.
No entanto, esses tipos de resinas de troca ibnica podem apresentar inconvenientes relativos a
baixa estabilidade térmica, fraca capacidade de regeneracdo e baixa area superficial especifica
(WANG e GUIN, 2000; MALLICK e PARDIA, 2007). Ademais, grande parte dos estudos
empregam condicOes que podem ser consideradas severas, tais como, razdo molar de acido

acético:glicerol de 7:1, 6 h de reacdo a 110 °C, para o exemplo do catalisador Amberlyst.

Diante disso, & importante projetar sistemas cataliticos que mostrem-se mais
promissores que 0s atuais, com o intuito de diminuir os problemas decorrentes do uso de tais
catalisadores, e nessa perspectiva 0s sistemas cataliticos a base de Sn(IV) podem ser uma

interessante possibilidade, cujos proximos itens sdo dedicados a descricdo dos mesmos.
3.3.1 Catalisadores organometalicos de Sn(1V)

O estanho (Sn) é um elemento quimico que faz parte do grupo 14 (IVA) da tabela
periddica, o qual é extraido de jazidas da cassiterita (SnO,) atraves de processos de reducao
(remocédo do oxigénio) com carvao ou coque em fornos de fundicdo. Seu uso é vastamente
fomentado na producdo de embalagens de alimentos, bebidas, cosméticos, combustiveis, 6leo,
tintas etc. Na forma de ligas com outros metais, tais como com chumbo e cobre, é aplicado na
fabricacdo de soldas e rolamentos, ligados a prata, em pecas de automoveis, amalgamas
dentarias e produzem metais aeroespaciais, quando unido ao aluminio e titanio (BORGES et
al., 2008; TERENCE, 2019).

As investigacGes com compostos a base de estanho tém crescido exponencialmente

devido as suas importantes aplicacfes tecnoldgicas como mostra a Tabela 4.
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Tabela 4 — Principais usos dos organocompostos de estanho.

Aplicagéo industrial Funcéao Composto
Estabilizador contra Me,SnXs, BuaSnXa,
Estabilizadores de PVC decomposicao por calor Oct,SnX; 0u MeSnXs,
ou luz BusSnX e Oct,SnX3
Tintas Anti-Incrustantes Biocida BusSnX e Ph3SnX,
Agroquimicos Fungicida, inseticida, = BusSnX, PhsSnX, CysSnX
miticida
Preservacdo de madeira Inseticida, fungicida BusSnX
Precursor de filmes de Me,SnXs;, MesSnX e
Tratamento do vidro oxido de Sn IV em BusSnX
vidros
Protecdo de materiais (pedras, Fungicida, algicida, BusSnX
couro e papel) bactericida
Impregnacao de tecidos Inseticida Ph3SnX
Criagdo de aves Vermifugo Bu,SnX;

Nota: Me = metil, Bu = butil, Ph = fenil, Cy = ciclohexil, Oct = octil, X = halogénio.

Fonte: adaptada de Borges, 2008.

Estudos com derivados organometalicos de Sn(IV) sdo mais difundidos que os de
Sn(l1) pelo fato deste Gltimo apresentar sensibilidade ao ser exposto ao ar e umidade e isto
ocorre devido a facilidade dos compostos de Sn(ll) se oxidar frente a acdo do oxigénio ou
hidrolisar na presenca de umidade (FILGUEIRAS, 1998). O estanho € um metal que
apresenta 5 orbitais d vacantes, possibilitando a expansdo de sua coordenagdo. Esta
hipervaléncia pode resultar em dimeros, oligdmeros ou polimeros (MENEGHETTI, M. R.; M
ENEGHETTI, S.M.P, 2015), conforme mostra a Figura 11.
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Figura 11 — Diferentes estruturas quimicas representando as propriedades hipervalentes dos
compostos de Sn(IV).
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Fonte: Meneghetti, M.R e Meneghetti, S.M.P, 2015.

Além de possuir propriedades biocidas e ser largamente aplicados para este fim, o
compostos de Sn(IV) tem a caracteristica de expandir sua esfera de coordenacdo e assim
poder interagir com mais espécies e dessa forma, sdo também vastamente utilizados como
precursores cataliticos em diferentes rotas industriais, tais como, poliesterificacéo,
transesterificacdo e policondensacdo para obtencdo de polimeros e intermediarios
(MENEGHETTI, S.M.P. et al., 2011).

O mecanismo de acetilagdo do glicerol envolvendo complexos organometalicos
(compostos de ligagdo metal-carbono) em geral atua sob sistemas acidos de Lewis, onde
inicialmente ocorre a interacdo entre o oxigénio da carbonila do acido acético com o sitio
4cido de Lewis (L") do catalisador, ativando assim o grupo carbonila da molécula de acido
acetico com a geracao de um carbocétion, que facilita para o ataque nucleofilico do oxigénio
da hidroxila presente no glicerol ao carbocation (Figura 12), de forma a produzir
intermediarios tetraédricos que levardo a formacdo do éster, com eliminacdo de 4gua como
subproduto (KONG et al., 2016).

Figura 12 — Mecanismo de acetilacdo do glicerol com catalisador acido de Lewis.
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Nota: L* = sitio acido do catalisador de Lewis
Fonte: KONG et al., 2016.



38

Diante desse contexto, 0 Grupo de Catélise e Reatividade (GCaR) coordenado pelos
professores Simoni Plentz Meneghetti e Mario Roberto Meneghetti, da Universidade Federal
de Alagoas, tem investigado o desempenho dos compostos de Sn(lV), tanto homogéneo
quanto heterogéneo, em distintas reacGes quimicas aplicadas a biomassa, como pode ser visto
nos trabalhos a sequir.

A converséo da celulose em produtos de valor agregado foi investigada por SANTOS
et al., 2013, aplicando os complexos organoestanicos: &cido butilestanico (BuSn(OH)), di-n-
butiloxanoestanho (Bu,SnO) e dilaurato de dibutilestanho (Bu,SnLau,), e estes exibiram um
consumo de celulose igual a 22,5%, 25,4% e 24,1%, respectivamente, o qual foi superior a
reacdo nao catalisada com consumo igual 19,6% em 8 h de reagdo a 190 °C. A caracterizacdo
dos compostos obtidos foi feita por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de
indice de refracdo (HPLC — RID, do inglés, High performance liquid chromatography —
Refractive Index Detectors).

A obtencdo de éster metilico de &cidos graxos de 6leo de soja por esterificacdo e
transesterificacdo com metanol foi investigada por DA SILVA et al., 2015, com a aplicacéo
do dimetildiundecenoato de estanho, dibutildiundecenoato de estanho e tributilundecenoato
de estanho, e exibiram rendimentos iguais a 71%, 67% e 59%, respectivamente. Esses
catalisadores demonstraram conversdes superiores ao catalisador convencionalmente
utilizado, referente ao H,SOy4, 0 qual apresentou 51% de conversdo em 1 h de reacdo a 160 °C.
Neste trabalho empregou-se a técnica de cromatografia gasosa com detector por ionizagéo de
chama (GC — FID, do inglés, Gas Chromatography — Flame lonization Detector) para as

analises dos compostos obtidos.

NUNES et al., 2017, relataram um estudo mecanistico para diferentes catalisadores
organoestanicos na metanolise do 6leo de soja e na esterificacdo do acido oleico, e através de
andlises obtidas por Espectroscopia por ressonancia magnética nuclear (RMN), e apoiadas por
estudos computacionais, confirmaram que os catalisadores estudados atuavam como acidos de

Lewis liquidos, com ordem de atividade estabelecida em BuSnCl; > Bu,SnCl,.

Na gliceroquimica®, DA SILVA et al., 2019, avaliaram os catalisadores de dicloreto de
dibutilestanho  (Bu,SnCl,), tricloreto de monobutilestanho (BuSnCls), dilaurato de

dibutilestanho (Bu,SnLau,), acido butilestanico (BuSn(OH)) e di-n-butiloxanoestanho

2Campo responsavel pela transformacéo quimica do glicerol (UMPIERRE, et al., 2013)
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(Bu2SnO) na esterificacdo de acido oleico e glicerol e os resultados demonstraram que apds
30 min de reacdo, o BuSnCl; apresentou desempenho mais expressivo que os demais, cuja
ordem de reatividade para a reacdo a 180 °C e razdo molar AO/GLI/CAT = 1/1/0,1 foi igual a
BuSnCl; > BuySnLau, > BupSnCl, > BupSnO > BuSn(OH), e para a determinagdo dos
compostos produzidos (mono, di e triacilglicerdis), utilizou-se HPLC-IR.

Conforme observado, tais catalisadores apresentam histérico de desempenho catalitico
satisfatorio, e nota-se também, a presenca de técnica analitica para a caracterizacdo dos
produtos obtidos, mostrando a importancia dessas no sistema empregado. Desse modo,
seguindo para 0 outro objetivo principal desta tese, 0s préximos itens serdo destinados aos
principais trabalhos publicados no tocante a métodos analiticos desenvolvidos e validados

para a determinacdo de acetinas.
3.4 Métodos analiticos para a determinacdo de acetinas

De forma geral, a quantificacdo das acetinas é geralmente conduzida por GC, este fato
pode ser justificado pelo seu alto poder de resolugéo, sensibilidade e quantidades minimas de
amostra necessarias para analise (COLLINS, 2006). Assim, uma ampla gama de trabalhos
reportados na literatura cientifica faz uso dessa tecnica, conforme mostram os relatos

subsequentes.

Para a determinacdo de monoacetina (MA), diacetina (DA) e triacetina (TA) via GC-
FID, MELERO et al., 2007 e RODRIGUEZ e GAIGNEAUX, 2012, utilizaram uma coluna
de baixa polaridade, composta de 5% fenil e 95% dimetilpolisiloxano, a saber: Cp-Sil 8CB

(30 m x 0,25 mm de diametro interno x 0,25 um de espessura do filme).

Analogamente, ZHOU et al., 2013, aplicaram uma coluna apolar (DB-1, 30 m x 0,25
mm x 0,25 um), composta de 100% dimetilpolisiloxano, com a seguinte rampa de

aquecimento, inicio em 50 °C e com taxa de 15 °C min* até 300 °C.

GHOREISHI et al., 2013 e RASTEGARI et al., 2015, também utilizaram colunas de
fases estacionarias ndo polares (5% fenil e 95% dimetilpolisiloxano), referentes a HP-5,
(30 m x 0,25 mm x 0,25 pum) e HP-5 (30 m x 0,32 mm x 0.25 pm), respectivamente. No
primeiro trabalho a rampa de aquecimento teve inicio em 70°C (permaneceu por 2 min) e em
seguida, com taxa de 45°C min™, foi até 150 °C (permaneceu por 1,5 min), as temperaturas do
injetor e detector utilizadas foram iguais a 240 °C e 260 °C, respectivamente. RASTEGARI et

al., 2015, fizeram uso das seguintes condicGes de analise: modo de injecdo, split (1:30),
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rampa de temperatura programada com inicio em 80 °C, aqueceu até 90°C, com taxa de 3 °C
min™, e em seguida, com taxa de 30 °C min™, aumentou até 280 °C, onde permaneceu por 5
min, as temperaturas do injetor e detector foram de 280°C e 300°C, respectivamente. De modo
semelhante, HU et al., 2015, determinaram os compostos com a coluna HP-5 (30 m x 0,32
mm x 0.25 pm) utilizando GC/MS para identificar, e GC-FID para quantificar as acetinas.

JA VELUTURLA et al., 2017, usaram apenas a técnica de GC-FID com uma coluna de
alta polaridade (Stabil Wax), composta de 100% de polietilenoglicol e determinaram MA,
DA e TA. Semelhantemente, GOSCIANSKA e MALAIKA, 2019, utilizaram GC-FID e
coluna de alta polaridade (100% de PEG), referente a InertCap Wax (30 m x 0,51 mm x 1
pm), com uma rampa de aquecimento operada em 150°C-210°C para quantificar os acetatos
de glicerol.

Em relacdo ao desenvolvimento e validacdo de método analitico para identificar e
quantificar as acetinas, como foco de estudo, tém-se poucos relatos até 0 momento de escrita

desta tese, 0s quais sdo apresentados na sequéncia.

O principal trabalho, que é largamente citado na literatura, trata-se de NEBEL et al.,
2008, o qual utiliza HPLC, GC/MS e GC-FID, como técnicas para a determinacdo dos
analitos, em especial, com enfoque na separacdo dos isbmeros dos compostos mono e
diacetilados, além de RMN. Inicialmente, utilizaram um HPLC-UV (cromatografia liquida
com detector ultravioleta - 215 nm) e coluna apolar (NUCLEOSIL®100 C18, 4 mm x 150
mm), com fase mével de n-heptano/2-propanol 90:10 e fluxo de 1 mL min™. A eluicdo dos
compostos resultou num tempo total de corrida de 15 min, e procedeu sequencialmente com
MA, DA e TA, no entanto, ndo houve a deteccdo do glicerol, conforme mostra o

cromatograma representado pela Figura 13.

Figura 13 — Andlise de acetinas por HPLC por Nebel et al., 2008.

a 5 10t {min} 15
Fonte: NEBEL et al., 2008.
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Na investigacdo por GC, as separagcdes foram realizadas em um sistema com
amostrador automético HP 7683 e detector MS e FID, sob as seguintes condicdes: a) coluna
INNOWAX HP-1 (100% polietilenoglicol) (30 m x 0,25 mm i.d. x 0,25 pm); fluxo de géas de
arraste (He) de 0,5 mL min'; temperaturas do injetor e detector de 210 °C e 250 °C,
respectivamente; a rampa de aquecimento iniciou-se em 125 °C (5 min), com taxa de 5 °C
min™ até 200 °C, totalizando em 20 min de anélise; e b) coluna ZB-5HT INFERNO (5%
fenil e 95% dimetilpolisiloxano) (30 m x 0,25 mm i.d. x 0,25 um); fluxo de gés de arraste
(He) de 0,7 mL min™, temperatura do injetor e detector a 220 °C e 250 °C, respectivamente;
rampa de aquecimento com inicio em 125 °C (permanece por 5 min), com taxa de 5 °C min™
sobe para 200 °C (permanece por 10 min). Os cromatogramas deste artigo encontram-se

demonstrados na Figura 14a-b, abaixo.

Figura 14 — Analise de acetinas por CG: (a) coluna INNOWAX HP-I e (b) coluna ZB-5HT
INFERNO.
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Fonte: adaptada de NEBEL et al., 2008.

Conforme mostra a Figura 14a, ndo se obtém a eluicdo de GLI e MA, o qual é
conseguido com a aplicacdo do segundo método (Figura 14b), cuja eluicdo total resulta em
aproximadamente 13 minutos de analise.

Nessa mesma linha de pesquisa, CASAS et al., 2012, fizeram uso de multiplas
técnicas (RMN de *'P e **C, GC-FID e HPLC-ELSD) para a determinacao das acetinas, onde
foi utilizado um GC da Hewlett Packard modelo 6890 com detector FID, sob as seguintes
condicdes: coluna DB5-HT (15 m x 0,32 mm i.d. x 0,10 pm); injecéo por split (1:100);
temperatura do injetor e detector de 370 °C e 380 °C, respectivamente; temperatura do forno e

pressdo da coluna fixada em 120 °C e 3,5 psi (24,13 kPa); fluxo e velocidade média de He de
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0,9 mL min™ e 22 cm s, respectivamente. As analises por HPLC foram conduzidas com um
equipamento da Agilent série 1200, com detector de espalhamento de luz evaporativa
(ELSD), utilizando a coluna Zorbax ODS (250 mm de comprimento, 4,6 mm i.d. e tamanho
de particula de 5 um), empregando temperatura de 30 °C; fase mdvel de mistura de n-heptano
(95% v/v) e 2-propanol (5% v/v), com taxa de fluxo de 1,0 mL min™; temperatura do detector
igual a 28 °C; pressdo de 29 psi (200 kPa); e volume de injecdo de amostra igual a 10 pL. Os
resultados obtidos dessa referéncia estdo demonstrados na Figura 15a-b.

Figura 15 — Analise de acetinas: (a) GC e (b) HPLC, por CASAS et al., 2012.
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Fonte: adaptada de CASAS et al., 2012.

Inicialmente, pode-se observar que por GC (Figura 15a) ocorrem separagdes mais
eficientes em menor tempo de analise, em comparacdo ao HPLC (Figura 15b). No entanto,
segundo o autor, o uso do detector aplicado ao HPLC (ELSD) permitiu facilmente a detec¢édo
de glicerol, diferentemente de Nebel et al., 2008, que ndo conseguiu identificar o glicerol por
HPLC-UV.

De forma similar, SUSTERE et al., 2014, aplicaram estudos de RMN (*H e **C) e GC
em amostras de padrdo comercial de diacetina e nas analises por GC, mas nesse caso,

empregou-se a derivatizacdo da diacetina comercial, que consistiu na pesagem de 51,4 mg do
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padrdo em um frasco de 10 mL, o qual foi preenchido até a marca com piridina. Desta
solugéo retirou-se uma aliquota de 100 uL. para um frasco de 10 mL, ¢ adicionou-se 80 uL de
padréo interno de n°1 (1,2,4- butanotriol) mais 200 uL de solugdo estoque de padrédo interno
de n°® 2 (1,23- tricaproilglicerol) e adicionou-se 100 upL de N-metil-N
trimetilsiltrifluoroacetamida (MSTFA), em seguida, o frasco foi lacrado e agitado fortemente,
permanecendo em repouso por 15 min. Logo apo6s, adicionou-se 8 mL de heptano e ap0s esse
processo foi retirado 1 uL. da amostra e levada ao GC (Agilent 7890A) com detector FID.

As condicOes de andlise foram: (a) DB1-HT (15 m x 0,32 mm d.i. x 0,1 um de
espessura do filme); (b) DB5-HT (15 m x 0,32 mm d.i. x 0,1 um), e em ambas colunas
utilizou-se a seguinte rampa de programacéo: Fue de 5,14 mL min™, temperaturas do injetor e
detector de 370 °C e 390 °C, respectivamente; a rampa de aquecimento iniciou em 50 °C
(permaneceu por 5 min), com taxa de 15 °C min™ aumentou para 180 °C, com taxa de 7 °C
min™ aumentou para 230 °C, e por fim foi até 370 °C com taxa de 10 °C min™, permanecendo

por 5 min. Os resultados obtidos pelos autores seguem representados pela Figura 16 (a-b), a
sequir.

Figura 16 — Andlise de acetinas: (a) coluna DB1 HT e (b) DB5 HT por SUSTERE et al., 2014.
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Fonte: adaptada de SUSTERE et al., 2014.

Conforme mostra a Figura 16, o uso da coluna capilar DB5-HT (5% Fenil, 95%
dimetilpolisiloxano) apresentou melhor separacdo dos compostos em comparacdo com a
DB1-HT (100% dimetilpolisiloxano), com diferentes tempos de analises, o qual tem relacdo
principalmente com as interaces analitos-fases estacionarias, as quais serdo minuciadas mais
adiante.

Por fim, GOMES et al., 2020, desenvolveu e validou uma metodologia analitica
utilizando HPLC com detector UV-VIS e matriz ou arranjo de diodos (DAD) para quantificar

MA, DA e TA obtidas a partir da acetilacdo do glicerol com anidrido acético catalisada por
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acetato de sodio. Foi empregada uma coluna de fase reversa C18 e utilizou-se como fase
mdvel, a mistura de acetonitrila, diclorometano e &gua ultrapura na razdo de 59,6/0,4/40%
(vIv), respectivamente, e taxa de fluxo foi fixada em 0,5 mL min*. A temperatura da coluna e
do detector utilizada foi de 30 °C, aproximadamente 11 min de analise, como mostra a Figura
17.

Figura 17 — Anélise de padroes de acetinas com HPLC UV-Vis/DAD por GOMES et al., 2020.
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“1 1,2 e 1,3 diacetina

mAuU
5
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Min

Fonte: adaptada de GOMES et al., 2020.

Realizaram-se ensaios de validacdo e foram obtidos coeficiente de correlacdo na faixa
de 0,9905-0,9954, a partir da construcdo de curvas analiticas com 6 diferentes pontos de
concentracdo molares, 0s quais sdo descritos como: MA = 0,04-2,32 mol L™; DA = 0,16-3,27
mol L™ e TA = 0,04-1,42 mol L™ A seletividade do método foi realizada a partir de
comparacao de analises por HPLC e RMN de **C dos analitos de interesse (MA, DA e TA). A
precisdo, executada pela repetitividade e reprodutibilidade, foi feita com base na analise em
triplicata de trés amostras com concentragbes iguais a 0,05, 0,10 e 0,15 mg L™
respectivamente, cujos desvios-padrdes obtidos foram > 0,96, 0,65 e 0,77% para MA, DA e
TA, respectivamente. O método mostrou-se robusto a partir das variacdes testadas, referentes
a proporc¢do dos componentes da fase mdvel, acetonitrila/agua (58,6/41, 59,6/40 e 60,6/39%)
e fluxo (0,4; 0,5; e 0,6 mL min™). O artigo ndo da indicacdes de como foram realizadas as

curvas em relacdo ao padrdo analitico comercial, visto que 0 mesmo nao é encontrado puro.

Diante desse contexto, a Tabela 5 traz uma compilacéo das principais informacdes

obtidas a partir dos estudos descritos anteriormente.
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Tabela 5 — Parametros, metodologias e informac6es dos principais trabalhos da literatura que utilizam GC para a determinac&o das acetinas.

Técnica analitica Coluna Condicdes de analise Validacéo Referéncia
SIM  NAO
GC-FID Cp-Sil 8CB (30m x 0,25mm x 0,25um) - X MELERO et al., 2007.
GC-FID a) INNOWAX HP-1 (30 mx 0,25 mmx a) 125 °C’5 min (5 °C min™) 200 °C; Ti= 210 °C e
0,25 um); b) ZB-5HT INFERNO (30 m  Tget = 250 °C; Fre= 0,5 mL mint; b) 125 °C’5 min (5 °C
x 0,25 mm 1.D x 0,25 pum). min™) 200 °C’10 min; Tinj = 220 °C e Tge= 250 °C; Fre = X NEBEL et al., 2008.
0,7 mL min%;
GC-FID DB5-HT (15 m x 0,32 mm x 0,10 um) Tini= 370 °C e Tge= 380 °C; Tiomo= 120 °C; X CASAS et al., 2012
Fre= 0,9 mL min™
GC-FID Cp-Sil 8CB - X RODRIGUEZ e
GAIGNEAUX, 2012
GC-FID HP-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 pum) 70 °C’2 min (45 °C min™) 150 °C’Imin; Tiny = 240 °C e X GHOREISHI et al.,
Teet= 260 °C 2013
GC-FID DB-1 (30 mx 0,25 mm x 0,25 um) 50 °C (15 °C min™) 300 °C X ZHOU et al., 2013
GC-FID DB1-HT (15mx 0,32 mmx 0,1 pm); 50 °C’5 min (15 °C min™) 180 °C (7 °C min™) 230 °C X SUSTERE et al., 2014
DB5-HT (15 mx 0,32 mm x 0,1 pm (10 °C min™) 300°C; Tinj = 370 °C e Tgee = 390 °C;
Fre = 5,4 mL min*;
GC-FID e GC/MS HP-5 (30 m x 0,32 mm x 0.25 um) 80°C (3 °C min™) 90°C (30°C min™) 280°C’5min X RASTEGARI et al.,
Tinj= 280 °C e Ty = 300 °C; Modo de injecdo: Split (1:30) 2015.
GC-FID StabilWax - X VELUTURLA etal.,
2017
GC-FID InertCap Wax (30 mx 0,51 mmx 1 150°C-210°C X GOSCIANSKA e
pum) MALAIKA, 2019
HPLC UV- Fase movel: acetonitrila, diclorometano e 4gua ultrapura
Vis/DAD Coluna de fase reversa C18 (59,6/0,4/40%); F = 0,5 mL min " T eouna/detector = 30 °C X GOMES et al., 2020

Fonte: autora, 2020.
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Diante do exposto, nota-se a necessidade de estudos centrados na redugédo do tempo de
analise e na separagdo de todos os analitos, de forma geral, uma vez que, os principais
trabalhos geralmente limitam-se a separacdo dos isomeros de MA e DA. Ademais, a
substituicdo da técnica de HPLC por GC pode refletir em melhorias relacionadas a diminuicdo
da quantidade de amostras, do tempo de andlise e de residuos gerados da fase mdvel. Cabe
salientar, que alguns dos artigos vistos anteriormente serdo mencionados ao longo desta tese

para fins comparativos a proposta do presente trabalho.

Em suma, esta tese apresenta novas perspectivas quanto a introducdo de uma classe de
catalisadores de estanho, &cido butilestanico (C4;Hg)SnO(OH); Oxido de dibutilestanho
(CsH19Sn0O); dilaurato de dibutilestanho (C4Hg)2SnO(C12H230,),; dicloreto de dibutilestanho
(CsH15CloSn); diclorodimetilestanho (CHs),SnCl, e butiltricloroestanho (C4HyClsSn), ate
entdo inédita na rota de obtencdo dos acetatos de glicerol via esterificacdo com acido acético.
Além disso, motivados pelos poucos relatos referentes a estudos de métodos analiticos para
determinacéo de acetinas, propde-se o desenvolvimento e validagdo por CG-FID de uma nova
metodologia analitica para esses analitos, a qual também apresenta pioneirismo na area, uma
vez que, a literatura cientifica reporta, até 0 momento, apenas um trabalho acerca de validacao

de método analitico, ademais 0 mesmo emprega a técnica de HPLC.
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SECAO 2

AVALIACAO DE CATALISADORES DE Sn(IV) NA REACAO DE
ACETILACAO DO GLICEROL
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4. AVALIACAO DE CATALISADORES DE Sn(1V) NA REACAO DE ACETILACAO
DO GLICEROL

4.1 Introducéo

A producdo de biodiesel é alvo de pesquisa em todo o mundo por este ser um
proeminente sucedaneo de origem renovavel, dos combustiveis derivados do petr6leo
(MILAZZO et al., 2013; MENEZES et al., 2016). Diante do rapido desenvolvimento, umas das
principais questdes que precisam ser resolvidas, refere-se ao seu coproduto, o glicerol, que
corresponde a 10% do volume total de biodiesel produzido (TESTA et al., 2013). Diante do
uso limitado do glicerol bruto oriundo da biorrefinaria, bem como dos custos dispendiosos de
purificacdo do mesmo, busca-se alternativas para agregar valor a essa matéria-prima.

Nesse contexto, a esterificagdo, ou comumente chamada de acetilacdo do glicerol com
acido acético, é uma alternativa bastante promissora por fornecer insumos quimicos de
interesse industrial, tais como monoacetina (MA), diacetina (DA) e triacetina (TA). MA e DA
sdo geralmente comercializadas como lubrificante, agente amaciante e solvente (MOTA et al.,
2009) e como blocos de construcdo em criogenia e de poliéster biodegradavel (VELUTURLA
et al., 2017). TA é aplicada principalmente como aditivos para combustiveis, a saber, aditivo
antidetonante para gasolina, diesel e biodiesel (MEIRELES e PEREIRA, 2013), alem de ser
usada como plastificante na producéo de filtros de cigarros (MOTA et al., 2009). Ademais,
pode ser aplicada na industria de cosméticos, como emulsificante, fixador de perfumes e
antisseptico, etc (REZAYAT e GHAZIASKAR, 2009; LIAO et al., 2009).

O processo de obtencdo das acetinas é tradicionalmente realizado com catalisadores
inorganicos, como 4&cido sulfurico, é&cido cloridrico e acido para-toluenossulfonico
(KHAYOO e HAMEED, 2011; MEIRELES e PEREIRA, 2013), os quais apresentam
inconvenientes relativos a geracdo de residuo com alto grau de toxidade para 0 meio
ambiente, além de comprometer o sistema reacional pelo alto poder de corrosdo caracteristico
dos mesmos, tornando assim, 0 processo menos sustentavel e ineficiente economicamente
(MELERO et al., 2007; FERREIRA et al., 2009).

Esses problemas vém sendo superados por meio da aplicacdo de diferentes
catalisadores, tais como, resinas de troca idnica, do tipo Amberlyst (RODRIGUEZ E
GAIGNEAUX, 2012; ZHOU et al. 2013), materiais funcionalizados (VELUTURLA et al.
2017; GOSCIANSKA et al., 2019) e alguns 6xidos com diferentes sitios metalicos (HU et al.
2015).
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De modo geral, os melhores resultados sé&o obtidos quando as resinas de troca idnica
sdo aplicadas, promovendo a conversdo de glicerol em até 100% e seletividade para MA
(43%), DA (44%) e TA (13%) em 6 h de reacdo e razdo molar de AA:GLI igual a 7:1. Tais
condi¢cdes podem ser invidveis industrialmente devido ao longo tempo de duragdo, além disso,
esses tipos de catalisadores podem apresentar problemas de estabilidade térmica, baixa
capacidade de regeneracdo e baixa area superficial especifica (WANG e GUIN, 2000;
MALLICK e PARDIA, 2007).

Diante desse contexto, nesta secdo da Tese serdo apresentados os estudos relativos a
avaliacdo de catalisadores a base de estanho(1V) com diferentes ligantes no centro metalico,
0s quais sdo: &cido butilestanico, 6xido de dibutilestanho, dilaurato de dibutilestanho,
dicloreto de dibutilestanho, diclorodimetilestanho e butiltricloroestanho na reacdo de

acetilagéo do glicerol.

4.2 Procedimentos experimentais

4.2.1 Caracterizacdes dos produtos reacionais (Acetinas)

Inicialmente, em paralelo aos testes cataliticos, realizou-se uma otimizacao prévia da
condicao de andlise para as acetinas da mistura reacional, cujos tempos de eluicdo dos analitos
foram determinados de acordo com Nebel et al., 2008 (GC-FID) e em complemento, foi
aplicada a metodologia descrita por LOPES, 2013 (HPLC-IR) para uma mesma amostra
reacional’. Assim, por GC-FID foram utilizadas as seguintes condicdes: a) coluna apolar =
Rtx-5MS (30 m x 0,25 mm i.d. x 0,25 pm), Vinjecso = 1 UL, Frz = 0,7 mL min™', Tjrj = 220 °C
e Tt = 250 °C, programa de temperatura com inicio em 125 °C (permanecendo por 5 min) e
com taxa de aquecimento de 5 °C min™ até 200°C (permanecendo por 10 min), e b) coluna
polar = StabilWax (30 m x 0,25 mm i.d. X 0,25 pm), Vinjecao = 1 UL, Frz= 0,5 mL min™', Tip =
220 °C e Tget = 250 °C, e programa de temperatura com inicio em 125 °C (permanecendo por
5 min) e com taxa de aquecimento de 5 °C min™ aumenta até 200°C (permanece por 30 min).
A respeito das analises por HPLC-IR, empregou-se as seguintes condi¢fes: coluna = C18;
Vinjecao = 20 pL; fase movel = ACN:H,O [6:1]; F = 0,6 mL min! e t = 15 minutos.

Em seguida, embasados na literatura (VELUTURLA et al. 2017 e GOSCIANSKA et
al. 2019), adotou-se a coluna polar (FE = 100% polietilenoglicol), a qual refere-se a RtxWax

(30 m x 0,32 mm i.d. x 0,25 pum) para o monitoramento da producao de acetinas por GC-FID,

'Nesse momento tinha-se apenas o padréo analitico de GLLI, e por isso os demais compostos foram determinados
com amostra dos testes reacionais de acetilagao.
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sob as seguintes condigBes cromatogréficas: Vinjecto = 1 PL; Fiz = 2,0 mL min™', Tjj = 220 °C
e Tget = 250 °C, programa de temperatura com inicio em 140 °C e com taxa de aquecimento
de 50 °C min™ até 190 °C (permanecendo por 3 min) e segunda taxa de aquecimento de 60 °C
min até 250 °C, totalizando em 5 min de analise.

O preparo de amostra consistiu na pesagem de 0,2500 g de amostra reacional em baldo
volumétrico de 1 mL, o qual era preenchido com 1 mL de solugdo de padrdo interno, benzoato
de benzila em etanol (concentracéo de 3,36 x 10° g mL™). Cabe salientar que essa condicdo

foi otimizada durante os experimentos®.

Posteriormente, estabeleceram-se outras condi¢cdes de preparo de amostra, a saber: as
amostras reacionais foram levadas a um evaporador rotativo acoplado a uma bomba de vacuo,
com banho de aquecimento a 80°C e agitacdo de 105 rpm e testaram-se diferentes variacoes
de tempo, a fim de remover 0 excesso de acido acético ndo reagido (mantiveram-se as
quantidades de amostra reacional pesada, e padrao interno utilizado anteriormente).

Em seguida, as analises foram conduzidas com a coluna Stabilwax (6 m x
0,25 mm x 0,25 pm), aplicando as seguintes condi¢des: Vinjeczo = 1 UL, Fxz2 = 2,0 mL min”,
Tinj = 240 °C e Tge = 250 °C, programa de temperatura com inicio em 180 °C e com taxa de
aquecimento de 50 °C min™ até 220 °C (permanecendo por 1 min) e com segunda taxa de

60 °C min™ até 250 °C (permanecendo por 1 min), totalizando em 3,0 min de analise.

A quantificacdo dos compostos foi realizada com base no método de normalizacéo das
areas com adicao de padrdo interno, o qual refere-se a porcentagem relativa de cada composto
(Al, A2, A3 ... An) presente na amostra, com base na area total (Al + A2 + A3 + ... + An)
(NASCIMENTO et al., 2018). Nesse aspecto, as areas de todos os picos foram corrigidas com
base na area do padrdo interno (benzoato de benzila), visto que, por ele ter sua quantidade
conhecida na amostra, sua area sera praticamente constante em todas as analises, diminuindo
assim os possiveis erros inerentes as injecdes, etc. Desse modo, a conversdo de GLI (%) e os
rendimentos (%) foram determinados segundo a Equacéo 1.

RYp = eieomigida 1) Eq. (1)

ar€ayotal

Diante desse contexto, o proximo item refere-se aos procedimentos experimentais dos
testes cataliticos.

’As condicBes de preparo de amostra relatadas ao longo desta Tese, em sua maioria, foram estabelecidas de
acordo com os desdobramentos dos experimentos, visto os poucos relatos disponiveis acerca de metodologias
analiticas por GC-FID.
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4.2.2 Testes Cataliticos

Os primeiros testes cataliticos basearam-se em HU et al., 2015, com o intuito de
verificar o comportamento do processo conduzido em nosso sistema, o qual consistiu num
sistema de reatores fechados, isto é, utilizaram-se vials de 5 mL fechados imersos em um
banho de 6leo acoplado a um agitador magnético com termopar. Este sistema proporciona
reacbes em quantidade minimas e vem sendo utilizado em outras pesquisas do GCaR (DE
JESUS et al., 2019; DOS SANTOS et al., 2019).

Dessa maneira, a priori, a reacdo foi conduzida sem e com catalisador SnO, a 120 °C,
aplicando a razdo molar (RM) de &cido acético e glicerol (AA:GLI) igual a 6:1, a carga de
catalisador utilizada foi fixada na razdo molar do centro metalico, igual a 0,166 mmol, pois
considera-se que 0s centros metalicos sdo efetivamente os sitios cataliticos (HU et al., 2015),
e todo o sistema permaneceu sob agitacdo constante de aproximadamente 3000 rpm.

Em seguida, avaliaram-se o0s seis complexos de estanho, 0s quais podem ser vistos na

Tabela 1, a qual aborda os materiais e reagentes que foram utilizados.



Tabela 1 — Materiais e reagentes utilizados para a execucéo de parte do trabalho.

Materiais Siglas Féormula quimica Pureza (%)
Acido acético AA CH;CO,H 99,7
Alcool etilico — C,Hs0OH 95,0
Acido cloridrico HCI HCI 37,0
Benzoato de benzila BZB C14H120- 99,0
Brometo de potéssio KBr KBr 99,0
Cloroférmio deuterado CDCl; CDCl; 99,8
Dimetilsulféxido DMSO (CH3),SO >05,0
Glicerol GLI C3HgO3 > 95,0
HO\ AN\ CH
Acido butilestanico BuSnO(OH) Sn 3 > 95,0
O
Cl Cli CH
Butiltricloroestanho BuSnCls \Sf]_/\/ 3 99,0
|
Cl
Dicloreto de dibutilestanho BuzSNCla  pyac”™>"Non > o > 95,0
d
Cl Cl
S/
Diclorodimetilestanho Me,SnCl, / n\ > 95,0
H3C CH3
CH3
)CJ)\ (/\O;rCHz(CHZ)gCH3
Sn
Dilaurato de dibutilestanho Bu,SnLau,  MetOsC /\0/) © >0950
H3C
0
Oxido de dibutilestanho BwSnO  HiC A~ A~_CHS > 95,0

Fonte: autora, 2021.
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Vale salientar que todos os produtos exibidos na Tabela 1, foram utilizados sem
nenhuma purificacdo adicional, o alcool etilico teve apenas a adicdo de sulfato de magneésio
como agente dessecante, esse solvente foi obtido da empresa Dindmica, o &cido acético, por
sua vez, da Exodo Cientifica e as demais substancias foram adquiridas da Sigma-Aldrich.

4.2.2.1 Influéncia da temperatura e razdo molar entre os reagentes na cinética reacional

Os parametros temperatura (T) e razdo molar (RM) de acido acético:glicerol (AA:GLI)
foram avaliados de forma univariada, ou seja, fixou-se a RM = 4:1(AA:GLI) e investigaram-
se as temperaturas de 40, 80 e 120 °C. O mesmo foi feito para o estudo da razdo molar, em
que fixou-se T = 80 °C e estudaram-se as propor¢oes molares de 3:1, 4:1 e 5:1 (AA:GLI), e
tais condi¢des seguem resumidas na Tabela 2.

Tabela 2 — Condicbes reacionais empregadas na avaliacdo da acetilacdo do glicerol com acido

acético sem catalisador e na presenca de SnO,, BuSnO(OH), Bu,SnO, Bu,SnLau,, Bu,SnCl,,
Me,SnCl, e BUSnCls.

Parametros Condic¢oes reacionais
Tempo (min) 15,30, 45,60 ¢ 180
Temperatura (°C) 40,80¢e 120
Raziao molar (AA:GLI) 3:1,4:1e6:1

Fonte: autora, 2019.

E importante salientar que, foram realizadas provas em branco das reacdes, visto que o
acido acético pode liberar H+ no meio e atuar como &cido de Brensted, portanto, necessita-se
assim de comparac@es em todos 0s testes reacionais.

Posteriormente, realizaram-se estudos comparativos entre o desempenho catalitico do
Me,SnCl, em relacdo ao acido cloridrico (HCI), um catalisador tradicionalmente usado para
obtencdo de acetinas. Considerando o mecanismo via-troca de ligantes (Figura 1) e uma
possivel liberacdo de HCI no meio, inicialmente foi feito um primeiro teste que objetivou
verificar o desempenho do Me,SnCl, e HCI em proporces equimolares dos seus sitios
cataliticos ((1,66 x 10 mol), ou seja, aplicaram-se quantidades iguais para a determinacio
da carga de ambas as substancias. As reacoes foram realizadas com T = 80 °C e RM = 4:1
(AA:GLI), em diferentes tempos reacionais (15-180 min).

O teste posterior envolveu a simulagdo da possivel formagdo de HCI no meio, isto e,

considerando a liberacdo dos dois ligantes cloros do catalisador Me,SnCl,, e assim, utilizou-se
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uma carga de HCI 2 vezes maior que a inicial (3,32 x 10* mol) e manteve-se a quantidade de
Me,SnCl, em 1,66 x 10 mol. Para melhor visualizacdo do comportamento, nesse 2° teste
aplicou-se condigdes reacionais mais brandas que o anterior, a saber: T =40°C e RM = 3:1
(AA:GLI), em diferentes tempos reacionais (15-180 min).

Figura 1 - A) Mecanismo do acido de Lewis: I) ataque nucleofilico intermolecular e 1) ataque
nucleofilico intramolecular do alcool previamente coordenado no metal. B) Mecanismo de troca
/ insercéo.

1) H
R'~_-OR
A ( Y| B Y
R~_-OR" R X
hig v o* reoort RS x
R X O /Sn‘ -~ (fsn\‘
S RCOOR: R-,,SI\\-X RX R X
4 n .
R % R RCOOR y \R...OH
R'COOR™ R~_-OR" R~_ OR"
g s
H ? oMH
OR™ R"JSn\‘ X H R"Jsln\"‘o\R'"
0 > RNOR e
RodoX o Red X R"OH
PN s r.J .x
R X R X "JS W
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RII!OH
LOR"
oR” \cmw
R'\",OR"
R.,I?N-OR
SN

Fonte: Adaptada de Meneghetti, M.R e Meneghetti, S.M.P, 2015.

A partir desse pressuposto, realizaram-se também caracterizagdes por espectrometria
no infravermelho (FTIR), com um espectrofotdmetro da marca NICOLET IR200, do

catalisador Me,SnCl;, antes e ap0s reacdo com 4cido acético, a 80 °C por 2 h. Salienta-se que
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esse catalisador é um po fino e em contato com o &cido acético torna a mistura homogénea,
dessa forma, a reacdo foi feita com o dobro dos reagentes a fim de obter um excesso do
Me,SnCl, apds remocdo do acido acético ndo reagido por meio do rotaevaporador. As
analises foram efetuadas a partir da preparacdo de pastilhas de KBr com as amostras
supracitadas na proporcdo de 1:10 (KBr:amostra), cujos resultados obtidos referem-se aos
espectros da regido de 400 a 4000 cm™ do infravermelho médio com 64 varreduras numa
resolucéo de 4 cm™.

Posteriormente, para corroborar com os resultados dos testes iniciais relativos a
questBes mecanisticas, realizaram-se analises com a técnica de ressonancia magnética nuclear
de hidrogénio e carbono (*H e **C NMR), com um Espectrémetro de RMN da Bruker Avance
400 MHz Ultra-Shield, das seguintes amostras:

1) BuSnCl; (28 pL + 600 pL de CDCl3); 2) acido acetico (41 pL + 600 uL de CDClI3); 3)
glicerol (0,0490 g + 600 pL de CDCls3); 4) BuSnCl; e &cido acético (28 puL + 38 pL + 600 pL
de CDCls); 5) BuSnCls e glicerol (0,0468 g + 600 puL de CDCIl3); e 6) BuSnCl; + acido
acetico + glicerol (28 pL + 38 uL + 0,06 g + 600 puL de CDCl3).

E importante salientar que as trés Gltimas amostras foram preparadas com CDCl3 ap6s
reacdo de 1 h a 80 °C sob agitacdo, e que as quantidades determinadas foram calculadas
conforme proporcéo estequiométrica ponderando a possivel liberacdo dos 3 ligantes cloro
presentes no BuSnCls, ou seja, usou-se um excesso de 4 mols de &cido acético e glicerol em
relagdo a 1,66 x 10 mol de Sn, visando garantir a presenca de 4cido acético e glicerol no

meio reacional para comprovar a possivel formacédo de HCI.

4.3 Resultados

4.3.1 Caracterizag6es dos produtos reacionais (Acetinas)

Em paralelo aos testes cataliticos iniciais foram determinados os tempos de retencédo
dos analitos (MA, DA e TA, visto que até 0 momento ndo possuiamos os padrdes analiticos
dos mesmos) obtidos da reacdo de acetilacdo a partir de adaptacdes da literatura, de modo a

serem obtidos os seguintes resultados:
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Figura 2 — Ordem de retencdo dos analitos monoacetina (MA) diacetina (DA) e triacetina (TA)
em amostra reacional a partir de adaptacGes das condicgdes utilizadas por Nebel et al., 2018, em
que: a) coluna polar (Stabilwax 30 m x 0,32 mm x 0,25 pum) e b) Rtx-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25
pm). A amostra utilizada refere-se a amostra reacional de 180 min, catalisada com Bu,SnCl, e
preparada para o CG com solugdo de padréo interno (benzoato de benzila (BZB) em etanol.
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Nota: a) coluna apolar = Rtx-5MS (30 m x 0,25 mm i.d. X 0,25 pm), Vinjeczo = 1 UL, Fz = 0,7 mL min™,
Tinj = 220 °C e Ty = 250 °C, programa de temperatura com inicio em 125 °C (permanecendo por 5 min) e com
taxa de aquecimento de 5 °C min™ até 200°C (permanecendo por 10 min), e b) coluna polar = StabilWax (30 m
x 0,25 mm i.d. X 0,25 um), Vinjeto = 1 pL, Fup = 0,5 mL min, Tinj = 220 °C e Ty = 250 °C, e programa de
temperatura com inicio em 125 °C (permanecendo por 5 min) e com taxa de aquecimento de 5 °C min™ aumenta
até 200°C (permanece por 30 min).

Fonte: autora, 2019.

Conforme descrito na literatura, a ordem de elui¢cdo dos compostos é estabelecida de
acordo com a polaridade do analito e da fase estacionaria, isto é, quanto maior for o grau de
semelhanga do analito com a fase estacionaria, maior seu tempo de retencdo (COLLINS, et.

al., 2006). Como pode ser visto na Figura 2, os métodos (a) e (b) apresentam diferentes ordens
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de eluigdes para os analitos, uma vez que se trata de coluna com diferentes polaridades, ou
seja, quando emprega-se uma coluna polar, para determinacdo das acetinas, a ordem de
eluicdo é iniciada pela TA, seguido de DA e por fim eluem os compostos mais polares da
mistura, que sdo MA e GLI, respectivamente.

Além dos testes por GC-FID, aplicou-se também uma analise por HPLC-IR
(LOPES, 2013), a fim de corroborar as ordens de elui¢Bes estabelecidas anteriormente, e o
cromatograma obtido segue representado pela Figura 3.

Figura 3 — Ordem de retencdo dos analitos monoacetina (MA) diacetina (DA) e triacetina (TA)
em amostra reacional determinada por HPLC-IR (coluna = C18, 150 mm x 4,6 mm x 5 um; fase
moével = ACN:H,O [86:14]; F = 0,6 mL min™.
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Fonte: autora, 2019.

Pode-se observar que o teste por HPLC com uma coluna C18 (apolar) corrobora com
as analises feitas por GC (Método b), e dessa forma, com a determinacdo dos analitos
definidas, estabeleceu-se 0 uso da coluna RtxWax (30 m x 0,32 mm i.d. x 0,25 pm),
possuindo fase estacionaria constituida de 100% de polietilenoglicol, a qual foi utilizada antes
por VELUTURLA et al. 2017 e GOSCIANSKA et al. 2019.

A coluna RtxWax demonstrou, inicialmente, separar satisfatoriamente todos os

analitos de interesse, como mostra a Figura 4.
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Figura 4 — Cromatograma com a coluna RtxWax (30 m x 0,32 mm x 0,25 pm) com uma amostra
reacional da acetilacéo do glicerol nos testes iniciais.
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Fonte: autora, 2019.

A coluna escolhida nessa primeira etapa do trabalho foi eficiente até 0 momento em
que no decorrer das analises houve perda da sua eficiéncia, isto €, notou-se coeluicdo entre 0s

isdbmeros de DA e MA, além do glicerol, conforme mostra a Figura 5.

Figura 5 — Cromatograma obtido com a coluna RtxWax (30 m x 0,32 mm x 0,25 um) ao longo
dos experimentos de monitoramento das reacdes de acetilagéo.
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Fonte: autora, 2019.

Diante desse contexto, segundo COLLINS et al., 2006, a decomposi¢do quimica da
fase estacionaria advém de diversos fatores, como impurezas presentes no gas de arraste,
temperaturas elevadas e amostras contendo analitos muito semelhantes a fase estacionaria

(FE). Desse modo, algumas colunas com as fases de PEG (altamente polares) podem
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deteriorar-se na presenca de oxigénio, uma vez que estdo suscetiveis a formacdo de H,O que
podem causar hidrolise ou quebra de ligagdes entre a FE e a superficie do capilar. Desse
modo, adicionou-se uma nova etapa no preparo de amostra, a fim de preservar a vida util da
coluna, o qual consistiu em, levar a amostra reacional obtida a um rotaevaporador, com o

intuito de remover o &cido acético ndo reagido.

Portanto, foram realizados alguns testes para otimizar o preparo de amostra, com o
tempo de rotaevaporagao, 0s quais podem ser vistos na Figura 6.

Figura 6 — Teste de remocéo do acido acético da amostra por rotaevaporacao.
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Fonte: autora, 2019.

Conforme mostra a Figura 6, o tempo de rotaevaporacdo de 5 min foi suficiente para a
eliminacdo total do acido acético presente na amostra, e desse modo, esse procedimento
passou a ser adotado no andamento do trabalho. Além disso, nessa etapa do trabalho
substituiu-se a coluna de 30 m por uma de 6 m, visto que por ser composta de PEG, a mesma
se degrada rapidamente com este tipo de amostra, além disso, nessa etapa do trabalho o
objetivo é quantificar as acetinas de modo comparativo nos testes cataliticos, a fim de

monitorar as reag0es realizadas sob distintas condicgdes, as quais seréo discutidas a seguir.
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4.3.2 Testes Cataliticos

O comportamento de espécies de estanho na acetilacdo de glicerol foi avaliado

inicialmente com e sem SnO,, e 0s resultados iniciais estdo demonstrados na Figura 7.

Figura 7 — Acetilac&o do glicerol sem catalisador (a) e (b) com SnO, a 120 °C, com RM = 6:1
(AA:GLI)=4,30 mL e 1,16 g, e 0,2 g de catalisador (0,166 mmol de Sn).
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Fonte: autora, 2019.

A partir dos resultados obtidos, pode-se confirmar o que € observado por HU et al.,
2015, ou seja, o catalisador SnO, tem um comportamento semelhante a reacdo em branco,
sem a utilizacdo do mesmo. Segundo CARDOSO, 2008, este comportamento pode estar
associado a baixa acidez de Brgnsted ou Lewis caracteristica do 6xido de estanho, bem como
sua baixa solubilidade no sistema. A partir dai, iniciou-se a investigacdo com os complexos de

Sn(IV) nesta mesma rota reacional, em conjunto com o estudo cinético, como pode ser visto a
sequir.

4.3.2.1 Influéncia da temperatura

Considerando-se que as reacdes de esterificacdo de glicerol com acido acético sdo
reversiveis e controladas pelo equilibrio (ver Secdo 1), delineiam-se varios parametros
influencidveis na taxa de velocidade da reacédo, incluindo temperatura, razdo molar, tipo de
catalisador e carga do mesmo (i.e., nimero de locais ativos disponiveis).

Assim, a Figura 8 exibe os estudos de temperatura realizados a 40 °C, 80 °C e

120 °C em reacGes conduzidas sem catalisador e com os catalisadores de Sn(1V) propostos.
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Figura 8 — Avaliac&o da acetilagdo do glicerol sem e com diferentes catalisadores de Sn(IV) em
diferentes temperaturas (40 °C, 80° e 120 °C), tempos reacionais (15-180 min), RM = 4:1
(AA:GLI); carga de catalisador = 0,166 mmol de Sn; e agitacé@o do sistema = 3000 rpm.
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Bu,SnLau,= 0,0503 g.

Fonte: autora, 2020.
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Figura 8 — Avaliac&o da acetilagdo do glicerol sem e com diferentes catalisadores de Sn(IV) em

diferentes temperaturas (40 °C, 80° e 120 °C), tempos reacionais

(15-180 min), RM = 4:1

(AA:GLI); carga de catalisador = 0,166 mmol de Sn; e agitacédo do sistema = 3000 rpm.
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Fonte: autora, 2020.

Conforme mostra a Figura 8, o aumento da temperatura leva a maior conversao de

glicerol, uma vez que o aguecimento provoca 0 aumento da energia cinética dos reagentes e,

consequentemente, a formacéo de produtos (acetinas) (ATKINS et al., 2006).

A partir desses dados, calculou-se a constante aparente de velocidade (Kap) da reacéo

sem e com os seis catalisadores, considerando inicialmente a cinética de pseudo-primeira

ordem, visto que, em condicOes isotérmicas, o glicerol atua na reacdo como reagente limitante

devido ao excesso de acido acético utilizado (OKOYE et al., 2017). Para testar a afirmacao,
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langou-se em gréfico o logaritmo natural da conversdo de GLI contra o tempo, conforme a
equacéo 2, a qual foi utilizada por DA SILVA et al., 2019, e observou-se o perfil dos mesmaos,
cujo perfil linear a caracteriza como sendo de primeira ordem (ATKINS et al., 2006). Assim,
por meio da inclinagcdo da reta obtém-se o valor da constante de velocidade, que corresponde
aos coeficientes angulares (SOUZA e DE FARIAS, 2013).

In GLI % = kt + In 100 Eq. (2)

Tal equacdo pode ser vista em termos da concentracdo da substancia quimica,
In[A] =kt + In [A)o , referente a equacdo integrada da cinética de primeira ordem (SOUZA e
DE FARIAS, 2013).

A partir dos gréaficos de In (GLI %) em fungao do tempo de reacdo no controle cinético
(entre 0 e 30 min) construidos (ver Anexo A), foram obtidos os valores das taxas da constante
aparente de velocidade (Kp) para os sistemas estudados, como mostra a Tabela 3.

Tabela 3 — Taxas das constantes aparentes de velocidade (Ka) em fungdo da conversdo do
glicerol e do tempo de reacéo (h).

kapX 107 (h7%)

Catalisador 40 °C 80 °C 120 °C
Sem 0,3 2,5 29,2
Bu,SnO ND 5,5 29,4
BuSnO(OH) 0,3 7,6 28,4
BuzSnLau; 0,3 5,6 23,7
Me,SnCl, 11,9 25,2 68,4
Bu,SnCl, 8,7 30,6 68,4
BuSnCls 29,1 67,9 87,2

Fonte: autora, 2020.

Os valores de K., obtidos corroboraram com a analise positiva do aumento da
temperatura na conversdo de glicerol e estes resultados sdo suportados, em termos de ordem
de magnitude, com outros trabalhos da literatura (VELUTURLA et al., 2017; OKOYE et al.,
2017 e REINOSO et al., 2020).
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Em relacdo a seletividade, o aumento da temperatura leva a formagdo de maior
quantidade de TA, pois a sua deteccdo ocorre principalmente a 120 °C, em todos 0s casos, € a
80 °C para os sistemas mais ativos (Figura 8). Portanto, a formacdo de MA prevalece a 40 e
80 °C, enquanto DA e TA sdo obtidas principalmente a 120 °C.

A partir dos resultados obtidos com os catalisadores, BuSnO(OH), Bu,SnO e
Bu,SnLau,, observa-se que ndo ha diferenca significativa, em termos de conversdo ou
seletividade, quando comparado ao branco da reacdo (Figura 8). Exemplificando, com a
reacdo em branco a 40 °C nota-se que ndao ha conversdo de glicerol antes de 30 min, enquanto
a 80 °C e 120 °C foram obtidos valores de converséo igual a 23,2% e 58,4%, respectivamente.
De forma analoga para os trés catalisadores supracitados, uma conversao expressiva
(BuSnO(OH) = 20,3%, Bu,SnO = 15,3% e Bu,SnLau, = 15,4%) s6 foi alcancada apds 30 min
a 80 °C. Esses resultados sdo apoiados com a determinagdo das taxas da constante aparente de
velocidade (Kap) (Tabela 3). No que concerne a seletividade, o branco reacional e esse grupo
de catalisadores exibem formacGes consideraveis de MA e DA a 80 e 120 °C, porém a TA s

foi detectada na temperatura de 120 °C.

Em contrapartida, os catalisadores Me,SnCl,, Bu,SnCl; e BuSnCl; mostraram-se mais
ativos gque os anteriores, pois ja a 40 °C e 15 min de reacdo foram obtidas conversdes de até
51,0%, utilizando o BuSnCl; (Figura 8).

A Figura 8 mostra também que os catalisadores Me,SnCl, e Bu,SnCl, apresentam
reatividade comparavel, o que é corroborado com os valores iguais de K, (Tabela 3), que a
120 °C foi de 68,4 x 10 h™. Além disso, a seletividade evidencia o comportamento anélogo
entre 0s mesmos, pois ocorre formacdo de quantidades semelhantes de MA, DA e TA, de

aproximadamente iguais a 29,4, 43,2 e 22,0%, respectivamente.

Os resultados obtidos com o catalisador mais ativo, o BuSnCls, mostram que
significativas conversfes de GLI em todas as temperaturas testadas foram alcancadas, como
por exemplo, com somente 15 min de reacdo a 40 °C, 80 °C e 120 °C, foram observadas
conversbes de 51,0%, 78,1% e 92,4%, respectivamente. Salienta-se que apds 60 min, a 80 e

120 °C, o sistema parecia ter atingido o equilibrio, exibindo 100 % de converséao do glicerol.

A expressiva atividade do BuSnCl; é também destacada pela constante aparente de
velocidade (Kap), cujos valores a 40, 80, e 120 °C, foram de 29,1 x 10° h™, 67,9 x 10% h™ e
87,2 x 10® h?, respectivamente. Com base nesses valores e das temperaturas estudadas,

determinou-se a energia de ativacdo (Ea) na auséncia e na presenga de BuSnCl; a partir da
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Equacdo 3, derivada da Equacdo de Arrhenius que mostra a dependéncia exponencial entre a
constante de velocidade (Ky,) com a temperatura (T) (FARIAS et al., 2013; OKOYE et al.,
2017; ALTINO et al., 2021).

nk=mA —(3) 1 Eq.(3)

Com base no grafico de In K vs. T (ver Anexo A), o valor de Ea para a reagdo em
estudo, sem adicéo de catalisador foi igual a 23,9 kJ mol™ e com o uso de BuSnCls resultou
em 14,3 kJ mol™, ou seja, houve uma expressiva reducdo da energia de ativacio ao utilizar o
BuSnCls, reafirmando a eficiéncia do sistema catalitico de Sn(IV) para a reagdo em estudo.

Essas observacdes podem ser justificadas inicialmente com a compatibilidade fisica
dos catalisadores de estanho(IVV) com o meio reacional, visto que a reacdo ocorre em meio
massico de GLI e AA, sem adicdo de solvente. Os catalisadores BuSnO(OH), Bu,SnO,
Bu,SnCl, e Me,SnCl, séo sélidos, enquanto o Bu,SnLau, e 0 BuSnCl; sdo liquidos e se
poderia esperar uma maior compatibilidade desses ultimos com o meio reacional. Porém, a
ordem de reatividade observada n&o esta relacionada diretamente ao estado fisico dos
catalisadores e, em consequéncia, com sua compatibilidade ao meio reacional.

Também € importante salientar que as propriedades cataliticas de complexos
organoestanicos surgem, principalmente, devido as suas caracteristicas de acido de Lewis
(MENEGHETTI, M.R. e MENEGHETTI, S.M.P., 2015). Portanto, a ordem de reatividade
pode ser analisada pela acidez de Lewis do catalisador, sem desconsiderar a influéncia da
compatibilidade do catalisador no meio da reacdo, que ndo seria o fator preponderante. Além
disso, os catalisadores podem ter sua atividade afetada devido a presenca de ligantes
volumosos, que dificultam o contato entre o Sn** e o grupo carbonila do &cido acético,

levando a uma diminuicdo de sua atividade catalitica.

4.3.2.2 Influéncia da razdo molar entre acido acético e glicerol

O efeito da razdo molar dos reagentes (AA:GLI) foi investigado em trés diferentes
proporcbes molares (RM = 3:1; 4:1 e 5:1), conforme descrito nos procedimentos
experimentais (item 4.2.2.1, pag. 51), cujos resultados obtidos encontram-se exibidos na

Figura 9.
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Figura 9 — Avaliacdo da acetilacdo do glicerol sem e com diferentes catalisadores de Sn(I1V)
empregando diferentes razées molares de &cido acético:glicerol (RM = 3:1, 4:1 e 5:1), T =80 °C,
carga de catalisador = 0,166 mmol de Sn, e agitacdo do sistema = 3000 rpm.
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Com base nos resultados obtidos, pode-se inferir que na auséncia de catalisador, um
aumento na proporcdo estequiométrica de 3:1 para 4:1 ou 5:1 (AA:GLI) resulta em um ligeiro
aumento na conversdo de GLI. Ainda considerando a reagdo sem catalisador, no que concerne
a seletividade, ao empregar RM = 4:1 (AA:GLlI), observa-se uma maior formacdo de MA em
relagdo as demais condigdes de razdes molares. Entretanto, com RM = 5:1 (AA:GLI), ocorre
um sutil aumento na quantidade de DA e TA, a qual esta relacionada a transformacao da MA
presente no meio.

J& na presenca do catalisador mais ativo (BuSnCl3), com RM = 5:1 (AA:GLI), em
apenas 45 min de reacdo ocorre a maxima conversdo de GLI, com maior seletividade para
DA, a qual é diminuida ao empregar RM = 4:1 (AA:GLI), que, por sua vez, apresenta mais

formacdo de TA em relagdo as demais razdes molares avaliadas.

De modo geral, os resultados obtidos sugerem que este parametro ndo provoca
influéncia significativa nas taxas de reacdo, tanto na auséncia quanto na presenca de um
catalisador, uma vez que, as diferentes quantidades aplicadas de reagentes ndo demonstraram
diferencas apreciaveis de conversao de GLI, tal como observado por ALTINO et al., 2021.
Essas observacdes sdo corroboradas pela determinacdo das constantes aparentes de velocidade
nas condicdes de RM (AA:GLI) estudadas (3:1, 4:1 e 5:1), conforme mostra a Tabela 4.
Tabela 4 — Taxas das constantes aparentes de velocidade (Kap) em fungéo das razdes molares
avaliadas, RM = 3:1, 4:1 e 5:1 (AA:GLI).

Kapx 10 (h™)

Catalisador 3:1 4:1 5:1
Sem catalisador 2,5 2,7 4,7
BuSnCl; 57,7 67,9 87,9

Fonte: autora, 2020.

Com pode ser visto na Tabela 4, nota-se que os valores de K, ndo apresentam
diferencas significativas, sugerindo assim, que o aumento da RM (AA:GLI) ndo expressa
maiores contribuicGes na velocidade da reacdo. Em contrapartida, a seletividade mostra uma
forte dependéncia com esse parametro, e tais resultados mostram concordancia com trabalhos
da literatura (TESTA et al., 2013; MUFRODI, Z. et al., 2014; ZHOU, L. et al., 2013), cuja
utilizacdo de RM = 6:1 e 9:1 (AA:GLI) ndo mudou expressivamente a conversao de glicerol e

nem resultou em altas quantidades de DA e TA. Esse fato pode estar associado ao excesso de
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acido acético no meio reacional e a possivel formacdo de agua no processo, que estaria
limitando a producdo dos compostos (KIM, 1. et al., 2014; MELERO, J. et al., 2007).

Os préximos resultados baseiam-se nos aspectos mecanisticos da rota em estudo, pois,
conforme visto na Revisdo Bibliografica (Se¢do 1), segundo MENEGHETTI et al., 2015, os
dois mecanismos principais propostos para as reagOes de esterificagdo conduzidas com
complexos de Sn(1V) compreendem a coordenacdo de &cido de Lewis tipica ou a coordenacao
seguida de troca de ligantes. E, nesse sentido, caso 0 processo via troca de ligantes fosse
aplicavel a acetilacdo do glicerol com &cido acético, deve-se ponderar a possivel liberacdo de
HCI no meio reacional, uma vez que, o &cido acético pode realizar a proténolise do
substituinte cloro do catalisador e, consequentemente formar HCI, o qual poderia contribuir
com seu efeito como catalisador.

Nessa perspectiva, primeiramente, realizaram-se testes cataliticos por meio de reacdes
de acetilacdo conduzidas com o Me,SnCl, e o HCI, adotando-se 0s respectivos centros ativos
para o calculo da carga do catalisador, assim, manteve-se a mesma proporcao de 0,166 mmol,
tanto para Sn quanto para H* adicionado, objetivando a comparagéo direta dos perfis obtidos
com as reacOes realizadas sob a quantidade de sitios cataliticos disponiveis em ambos
reagentes. Os resultados desse teste estdo demonstrados na Figura 10.

Figura 10 — Acetilac&o do glicerol conduzida com HCI e Me,SnCl, na mesma proporc¢do molar
de sitios ativos (0,166 mmol)a 80 °C e RM = 4:1 (AA:GLI).
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Fonte: autora, 2019.
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A Figura 10 mostra que ao relacionar as mesmas quantidades de centros cataliticos
adicionados (0,166 mmol de Sn e H") sdo gerados perfis bem diferentes para 0 Me,SnCl; e 0
HCI, exemplificando, nota-se que em apenas 15 min de reacdo jA ocorre uma expressiva
conversdo de glicerol (~94%) utilizando o HCI, o que confirma sua alta reatividade, além
disso sua baixa seletividade entre as espécies em todos os tempos reacionais demonstra sua
enorme diferenca quanto ao perfil exibido pelo catalisador Me,SnCl,, no qual foi possivel
obter diferentes quantidades de MA, DA e TA ao longo da reacdo, e ¢ justificado pelos
podem ter sua atividade afetada devido a presenca de ligantes volumosos, que dificultam o
contato entre 0 Sn** e o grupo carbonila do 4cido acético, levando & uma diminuicdo de sua
atividade catalitica.

No segundo teste proposto, buscou-se avaliar a quantidade maxima de espécies acidas
que seriam passiveis de serem originadas do Me,SnCl, — considerando a possibilidade do
mecanismo troca de ligantes — assim, para simular a protona¢do dos 2 ligantes cloro do
Me,SnCl,, adicionou-se 2 vezes mais de HCI na reacdo. Ambas as reac6es foram conduzidas
em condicdes reacionais mais brandas, como descritas nos procedimentos experimentais (item
4.2.2.1, pag. 51). Os resultados desse 2° teste sdo mostrados na Figura 11.

Figura 11 — Acetilacdo do glicerol conduzida sob as mesmas condicBGes reacionais, 40 °C e

RM = 3:1 (AA:GLI), considerando a possivel liberacdo de duas moléculas de HCI no meio
reacional utilizando a carga de Sn = 0,166 mmol (Me,SnCl,) e de H* (HCI) = 0,332 mmol.
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Fonte: autora, 2019.

O segundo ensaio, exibido pela Figura 12, revela que ao adicionar uma carga duas

vezes maior de HCI (0,332 mmol) em condigbes mais brandas de reacdo, € possivel avaliar
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mais claramente que a suposta premissa de formacdo de haleto de hidrogénio no meio
reacional ndo seria valida, pois, pode-se notar que o perfil de conversao do glicerol com HCI
permanece analoga a anterior, demonstrando apenas sutis decréscimos na seletividade das
acetinas, provavelmente ocasionada pela mudanca da condicdo reacional. Além disso, nessas
condicdes, observa-se que o uso de Me,SnCl; ndo implica na formagdo de TA, o que poderia
vir a acontecer se HCI estivesse sendo formado, considerando os perfis obtidos no teste.

Diante dessa conjuntura, observaram-se tendéncias que levam a afirmar que o
mecanismo via troca de ligantes ndo estaria ocorrendo no sistema catalitico empregado neste
trabalho. Entretanto, tal afirmacdo necessita-se apoiar-se em outros estudos, 0s quais s&o
descritos a seguir.

O teste subsequente refere-se a analise de FTIR do catalisador Me,SnCl, antes e ap0s
reacdo de 2 h com 4&cido acético (Figura 12), a fim de verificar possiveis mudangas nas

ligages dos grupos funcionais presentes na estrutura do mesmo.

Figura 12 — Espectros no infravermelho médio referentes ao catalisador Me,SnCl, antes e apds
reacdo de 2 h a 80 °C com acido acetico.
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Fonte: autora, 2019.
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Com base na andlise dos espectros exibidos na Figura 12, pode-se notar que mesmo
apos a reacdo de 2 h do Me,SnCl, com acido acético ainda ha a presenca de bandas
indicativas da vibracéo simétrica de Sn—C em 508 cm™ €526 cm™, assimétrica em 563 cm™ e
510 cm™ e vibragdes assimétricas de CH; em 778 cm™ e 788 cm™, além de outras vibracdes
relativas & deformacdo assimétrica de CHj localizadas em 1375 cm™ e 1366 cm™ (GOEL, et
al., 1975; LANDRY et al., 1985).

A Tabela 5 mostra as principais bandas de vibracdes referentes aos espectros do
catalisador Me,SnCl, com base na literatura (TERRA et al., 1998; LUCENA et al., 2013;
GOEL, et al., 1976; LANDRY et al., 1985).

Tabela 5 — Principais bandas de absorcao observadas para o catalisador Me,SnCl, antes e apds
reacao com acido acético a 80 °C por 2 h.

Bandas (cm™)

Atribuic6es Me,SnCl, antes Me,SnCl, ap6s reacéo
Vs Sn—C 508 526
V as Sn—C 563 510
CHs; 778 e 1375 788 e 1366

Fonte: autora, 2019.

E importante ressaltar que o estiramento referente ao Sn—Cl nio é observado, pois este
possui comprimento de onda de 282 cm™, e é inferior ao limite de nimeros de ondas de 400 a
4000 cm™ (NUNES, 2015). No entanto, foi possivel verificar que as outras bandas principais
de absorcdo do catalisador de Sn permaneceram intactas apos reacdo com acido acético, nos
levando a acreditar que ndo houve mudanca expressiva na estrutura quimica do catalisador e

confirmando as suposicdes dos testes anteriores.

Para a finalizacdo desse estudo, realizaram-se experimentos referentes a estrutura
quimica de um dos catalisadores de Sn(IV), referente ao BuSnCl; sob diferentes condicdes,
por meio da técnica de RMN de **C e 'H, cujos resultados originados dos espectros das
diferentes amostras empregadas (ver anexo B) estdo representados pela Tabela 6, que trata-se

dos deslocamentos quimicos dos sinais obtidos.
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Tabela 6 — Deslocamentos quimicos (ppm) observados nos espectros de RMN **C do BuSnCls,
em contato com acido acético e ap0s a reacdo de acetilagao?.

Grupos AA BuSnCls; BuSnCl; + AA BuSnCl; + AA + GLI
C1 carbonila 178,0 - 177,7 176,0
C2 metil 20,8 - 20,8 20,8
C1 butil - 13,4 13,3 13,4
C2 butil _ 25,7 25,6 25,5
C3 butil _ 26,8 26,9 27,0
C2 butil _ 32,9 337 34,0
MA + DA+ TA _ _ _ 170,0-172,0

Nota: #80 °C, 1 h, sob agitagao.
Fonte: autora, 2020.

Através dos resultados de RMN obtidos e disponiveis na Tabela 6, pode-se inferir com
maior propriedade que ndo ocorre formacgdo do &cido de Bronsted (HCI), pois ndo se observa
a presenca de sinais diferentes aos do butil e dos respectivos reagentes do sistema em estudo.
Caso estivesse ocorrido a troca de substituintes no catalisador, seria notoria a presenca de
deslocamentos quimicos de *3C de outras espécies diferentes. Além disso, sdo detectados
sinais respectivos a MA, DA e TA, na faixa de 170,0-172,0 ppm, comprovando que de fato, a
reacao de acetilacdo do glicerol ocorreu (SUSTERE el al., 2014; MEIRELES et al., 2013).

Cabe salientar, que estes resultados estdo em consonancia com NUNES et al., 2017,

cujos estudos computacionais e de RMN de Sn'*

para os catalisadores Bu,SnCl; e BuSnCls
na esterificacdo de é&cido oleico com metanol-d4 ndo apresentou nenhuma mudanca
significativa nos substituintes de estanho, e que, portanto, as duas espécies de Sn(IV) estariam

atuando via mecanismo classico de acidos de Lewis.

Diante desse contexto, a acetilacdo do glicerol com acido acético conduzida com
catalisadores de Sn(IV) ocorre via mecanismo classico de &cidos de Lewis, cujo Sn(lV) ativa
0 grupo carbonila da molécula de &cido acético e facilita o ataque da hidroxila do glicerol e
entdo, apos sucessivas adicdes nucleofilicas a carbonila seguidas de eliminagdes, obtém-se
MA, DA e TA (MENEGHETTI et al., 2015; KONG et al., 2016).
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Por fim, para ratificar a eficiéncia dos catalisadores de Sn(IV), em especial o BuSnCls,
a Tabela 7 demonstra uma comparacdo da atividade do catalisador aqui proposto com outros
da literatura cientifica.

Tabela 7 — Comparacdo do sistema catalitico de Sn(IV) estudado com outros trabalhos da
literatura.

Referéncias Catalisador T RM t Coui MA/DA/TA
(°C) AAGLI (h) (%) (%)
Materiais
Melero et al., mesoestruturados 125 9:1 4 90 15/45/35
2007 funcionalizados
Zhou et al., 2013 Amberlyst-15 110 9:1 5 91 9/47/45
Testa et al., 2013 SAS 105 31 0,5 99 49/51
Rodriguez e Amberlyst-36 105 8:1 0,5 96 70/5
Gaigneaux, 2012
Hu et al., 2015 Sb,05 120 6:1 3,5 97 49/45/6
Rastegari et al., Amberlyst-36 100 7:1 6 100 43/44/13
2015
Veluturla et al., Heteropoliacido 110 9:1 2 98 25/58/15
2017 suportado por
césio (CsPWA)
Goscianska et al., Carbonos 110 9:1 6 95 58/20/22
2019 Mesoporosos
Este trabalho BuSnCl; (BTC) 80 4:1 3 100 26/43/31

Fonte: autora, 2020.


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/caesium
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Por meio da Tabela 7 é possivel observar que o BuSnCls leva a converséo total de GLI
e mostra seletividade promissora (25,7, 43,5 e 30,8% para MA, DA e TA, respectivamente)
sob condicdes de reacdo consideradas leves (80 °C, RM-AA:GLI = 4: 1 sob 3 horas de reagéao)
em detrimento aos sistemas atuais, evidenciando assim o grande potencial de espécies de

Sn(1V) para catalisar a reagdo de acetilagdo do glicerol com &cido acético.

4.4 CONCLUSOES DA SECAO

O estudo realizado nesta secdo demonstrou a eficacia do emprego de sistemas
cataliticos a base de Sn(IV) na acetilagdo do glicerol, cujo estudo cinético apontou para
condicdes de maior favorecimento a formacdo de produtos, quando aplicadas as condicGes
iguaisa T = 80 °C, RM = 4:1 (AA:GLI) e 3 h de reacdo, as quais sdo consideradas leves em
comparagdo com os trabalhos reportados, além disso, a razdo molar otimizada implica
também na diminuicdo de custos financeiros e de residuos inerentes ao processo. O BuSnCl;
demonstrou ser o catalisador mais ativo entre os sistemas investigados, onde houve a
conversao total de GLI com seletividades apreciaveis (25,7, 43,5 e 30,8% para MA, DA e TA,
respectivamente). Esses resultados foram confirmados com a determinacdo das constantes
aparentes de velocidade (Ky) e da energia de ativagdo (Ea), em que, para a reagéo realizada
sem catalisador, o valor estimado da Ea foi igual a 23,9 kJ mol™, ao passo que com o uso de
BuSnCls, Ea resultou em 14,3 kJ mol™, representando uma diminuicio de cerca de 50%. E
por fim, o conjunto de estudos referentes a aspectos mecanisticos comprovou que ndo ocorre
liberacdo de outras espécies no meio reacional, como o &cido de Brgnsted — HCI, e que
portanto, os catalisadores de Sn(IV) atuam nesse sistema reacional como um acido de Lewis,

via mecanismo tradicional.
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SECAO 3

DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE UMA METODOLOGIA
ANALITICA POR GC-FID PARA A DETERMINACAO DE ACETINAS
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5. DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE UMA METODOLOGIA ANALITICA
POR GC-FID PARA A DETERMINACAO DE ACETINAS

5.1 Introducéo

O crescente interesse da conversdo de glicerol em seus derivados — devido ao seu
papel na consolidacdo da sustentabilidade do biodiesel, bem como na geracdo de produtos
quimicos valiosos — reflete na importancia da producdo académica em trabalhos com

enfoque na quantificagdo dos acetatos de glicerol, comumente denominadas de acetinas.

No entanto, é notério que, desenvolvimento e validacdo de métodos para a
determinacdo de acetinas é tema de relativa escassez na literatura cientifica (ver Secéo 1). A
maior dificuldade pode estar relacionada com a pureza dos padrdes de MA e DA, que séo
comercializados contendo todos os compostos acetilados mais o glicerol, o que também nos

impulsiona a contribuir com mais estudos na area.

Neste cenario, as principais técnicas de caracterizacfes das acetinas envolvem, RMN
(NEBEL et al., 2008; MEIRELES et al., 2011; SUSTERE et al., 2014); GC-FID e GC/MS
(MELERO et al., 2007; RODRIGUEZ E GAIGNEAUX., 2012; TESTA et al., 2013; ZHOU
et al., 2013; GHOREISHI et al., 2013; HU et al., 2015; RASTEGARI et al., 2015;
VELUTURLA et al, 2017; GOSCIANSKA et al., 2019), e mais recentemente, HPLC
(GOMES et al., 2020), conforme documentado na Reviséo Bibliogréafica (Se¢éo 1).

E importante salientar que as poucas alternativas de metodologias apresentadas por
RMN ou HPLC, apresentam alguns inconvenientes, por exemplo, o aparelho de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) ndo é encontrado em muitos laboratorios, visto seu alto valor
comercial e de manutencado, ao passo que, 0 emprego de solventes utilizados na confec¢do da
fase mdvel para o0 uso do HPLC, implica na geracdo de residuos, portanto, a utilizacao de tais
métodos referenciais, pode ser desfavoravel quanto a pratica de analises rotineiras.

Atualmente, a determinacdo de acetinas, entre os diversos autores, é popularmente
baseada em GC-FID, sendo a deteccdo, na maior parte dos casos, feita por GC-MS, o qual,
assim como o aparelho de RMN, demanda elevados custos econdémicos, ademais requer
analistas experientes.

Dessa forma, faz-se necessario, que sejam desenvolvidas novas metodologias para
atender e diversificar as propostas existentes na area de determinacdo dos produtos obtidos da

acetilagéo de glicerol.
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A cromatografia gasosa é frequentemente disseminada por possuir caracteristicas
muito valiosas, tais como: significativa capacidade de resolucdo apresentada pelas colunas
utilizadas (i.e., colunas capilares), elevada sensibilidade proporcionada pelos mais diversos
detectores, necessita de minimas quantidades de amostra etc (COLLINS, 2006). Ademais, a
capacidade de separacdo oriunda dos métodos cromatogréficos contribui substancialmente
com andlises mais rapidas em consonancia com a quantificacdo eficiente dos compostos.

Diante desse contexto, o presente estudo mostra-se pioneiro na area, ao propor o
desenvolvimento e validagdo de uma metodologia analitica, utilizando a técnica de GC-FID
para a determinacdo das acetinas oriundas do processo de esterificacdo do glicerol com &cido
acético, uma vez que é encontrado apenas um método validado e por HPLC.

5.2 Procedimentos experimentais

5.2.1 Desenvolvimento da metodologia analitica

5.2.1.1 Caracterizacdo prévia das acetinas

Inicialmente, a ordem de eluicdo dos analitos GLI, MA, DA e TA foi determinada a
partir de comparagdes com os estudos de NEBEL et al., 2008 e LOPES, 2013, por GC-FID e
HPLC-RID, respectivamente, conforme mostrado na Secdo 2. Logo ap0s, em posse dos
padrdes das acetinas (MA, DA e TA), realizou-se inicialmente a caracterizacdo dos padrdes
analiticos de MA e DA por ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e carbono (*H NMR
e C NMR), pois, conforme mencionado anteriormente, esses padrdes geralmente s&o
comercializados com quantidades variaveis de outros componentes acetilados do glicerol, e
também de glicerol. Portanto, essa investigacdo foi delineada segundo os estudos de CASAS
et al., 2012 e SUSTERE et al., 2014.

Desse modo, prepararam-se solucdes dos padrdes analiticos de MA e DA, por meio da
adicdo de 150 pL do respectivo padrdao comercial com 500 pL de cloroférmio deuterado
(CDCIs;) em um tubo de eppendorf, o qual foi agitado vigorosamente e em seguida teve seu
conteddo transferido para um tubo de RMN, para analise subsequente. Posteriormente,
repetiu-se essa analise apenas para o padrdo de DA utilizando DMSO-d6 como solvente no

preparo de amostra.

A partir da leitura dos resultados obtidos no teste de RMN e dando sequéncia a
determinagéo das acetinas por GC-FID, iniciou-se ensaios relativos ao preparo de amostra.

Desse modo, inicialmente manteve-se a utilizacdo do padrdo interno (benzoato de benzila —
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BZB) com o intuito de minimizar erros de inje¢cdes do volume de amostra, através da razao
das areas dos analitos de interesse pelas areas do PI. Este, por sua vez, deve apresentar um ou
mais dos seguintes requisitos: ser similar a espécie a ser quantificada, apresentar alto grau de
pureza, ndo estar presente na amostra, eluir separadamente dos analitos de interesse, mas que
seu tempo de retencdo seja proximo aos mesmos, € que seja acessivel e barato (AUGUSTO et
al., 2003; RIBANI et al., 2004).

Diante desse contexto, designaram-se as seguintes condicGes de preparo de amostra:
(a) 0,50 g de DA + 0,15 g de GLI + 2 mL de solucdo de BZB em etanol (3,36 x 10° g mL™);
(b) 0,20 g de DA + 0,06 g de GLI + 2 mL de solugdo de BZB em etanol (3,36 x 10° g mL™);
(c) 0,10 g de DA + 0,03 g de GLI + 2 mL de solucdo de BZB em etanol (3,36 x 10° g mL™);
(d) 0,10 g de DA + 0,03 g de GLI + 0,07 g de BZB, solubilizados em 0,5 mL de etanol. Cabe
salientar que, as quantidades supracitadas foram determinadas empiricamente, ou seja, a partir
dos resultados alcancados definiram-se novos ensaios, e entdo com a amostra escolhida,
iniciaram-se 0s testes para a escolha da coluna a ser utilizada no método, os quais seréo

descritos a seguir.

5.2.1.2 Escolha da coluna cromatografica

A escolha da coluna é um dos principais fatores responsaveis pelo desempenho da
metodologia analitica, uma vez que ela desempenha a funcéo de separar os analitos através de
diferentes interacdes com a fase estacionaria (LANCAS, 2016). Portanto, esse parametro foi
determinado com base nos relatos que abordam a técnica de GC-FID para a caracterizacdo das
acetinas (ver Secdo 1 — Tabela 5, pag. 43), em consonancia com a disponibilidade de colunas
do laboratério (GCaR), o qual foi o local de desenvolvimento do método. Portanto, analisou-
se uma mesma solucdo contendo os padrdes de GLI, MA, DA e TA (0,10 g de DA + 0,03 g de
GLI + 0,07 g de BZB solubilizadas em 0,5 mL de etanol) em treze colunas com distintas
dimensdes e fases estacionarias, as quais foram denominadas de C1 a C13, tal como mostra a
Tabela 1.

E importante ressaltar que todas as anélises foram realizadas sob uma mesma condicéo
de analise, a saber: coluna X; fluxo de gas de arraste (hidrogénio) 1 mL min™; injetor a
250 °C, operando no modo split (1:20); volume de injecdo 1 pL; detector FID a
250 °C e programa de temperatura com inicio a 160 °C e com taxa de aquecimento de 5 °C

min™ até 250 °C, permanecendo por 2 min, totalizando em 20 min de analise.
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Tabela 1 — Avaliacdo de diferentes colunas cromatograficas empregadas na identificacdo e

separacdo das acetinas.

Coluna Sigla Composigao Polaridade = Comprimento D.l. D.F.
(Marca) (m) (mm)  (um)
C1 BP1 100% baixa 30 0,25 0,25
(SGE) Dimetilpolisiloxano
C2 VF-1MS 100% baixa 28 0,32 1,00
(\Varian) Dimetilpolisiloxano
C3 ZEBRON ZB- 100%
1MS Dimetilpolisiloxano baixa 10 0,1 0,10
(Phenomenex)
C4 VF-1MS 100% baixa 2,2 0,32 0,10
(Varian) Dimetilpolisiloxano
C5 RTX-5MS 5% difenil e 95% baixa 30 0,25 0,25
(Restek) dimetilpolisiloxano
C6 RTX-5MS 5% difenil e 95% baixa 30 0,25 0,10
(Restek) dimetilpolisiloxano
Cc7 HT-5 (SGE) 5% difenil e 95% baixa 25 0,32 0,10
dimetilpolisiloxano
5% difenil e 95%
C8 NST 05 (TLC) dimetilpolisiloxano baixa 15 0,25 0,10
C9 VF-5HT 5% difenil e 95%
(\Varian) dimetilpolisiloxano baixa 4,2 0,25 0,10
C10 Cpsil 43CB 25% cianopropil, 25%
(Varian) fenil, 50% média 25 0,25 0,20
dimetilpolisiloxano
Cl1 NST 50 (TLC) 50% fenil e 50% metil média 30 0,25 0,15
ZEBRON 100%
C12 WAX polietilenoglicol alta 30 0,32 0,25
(Phenomenex)
C3 Stabilwax 100% alta 6 0,32 0,25
(restek) polietilenoglicol

Fonte: autora, 2021.
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5.2.1.3 Otimizagdo do método cromatografico

Almejando-se uma metodologia capaz de permitir separagdes eficientes dos analitos:
acetinas, glicerol e benzoato de benzila (PI), no menor tempo de analise, foi realizada a
otimizacdo univariada da programacdo da temperatura do forno do GC, cujas condicOes
encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2 — Condi¢fes de programacédo de temperatura submetidas para a separacdo de GLI,
MA, DA, TAe BZB (PI).

Condicao Programacao de temperatura

(@) 160 °C (5 °C min™") 250 °C por 2 min

(b) 160 °C por 1 min (5 °C min™") 250 °C por 2 min

(c) 150 °C por 1 min (5 °C min™") 250 °C por 2 min

(d) 150 °C (5 °C min™") 250 °C por 2 min

(e) 150 °C (5 °C min™") 160 °C (30 °C min™") 250 °C por 2 min
f) 150 °C (5 °C min™") 160 °C’ (50 °C min™") 250 °C por 2 min
() 150 °C (3 °C min™") 160 °C’ (50 °C min™") 250 °C por 2 min
(h) 150 °C (5 °C min™") 160 °C’ (80 °C min™") 250 °C por 2 min
(i) 150 °C (5 °C min™") 160 °C’ (100 °C min™") 250 °C por 2 min
0) 150 °C (5 °C min™") 160 °C’ (120 °C min™") 250 °C por 2 min

Nota: aplicou-se o fluxo fixo de H, igual a 1,0 mL min™.

Fonte: autora, 2021.

Na sequéncia mantendo-se fixa a programacao de temperatura otimizada nos testes
aplicados da Tabela 2, foi realizada a otimizacdo univariada do fluxo de gas de arraste, 0s
quais variaram de 1,0 a 2,2 mL min™.

"(a) equivale ao método analitico aplicado na selecdo da coluna cromatografica deste estudo.
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Com os resultados obtidos da otimizacao da programacéo de temperatura e do fluxo de
H,, avaliou-se visualmente a eficiéncia da separacdo dos picos, assim como pela resolucéo
(Rs), a qual representa uma relagdo quantitativa entre dois picos, conforme expressa a
Equacdo 1. De forma geral, quando Rs for igual a 1, tem-se uma separacao aceitavel entre 0s
picos para fins qualitativos, com 2 % de sobreposicdo dos picos, enquanto que, valores de Rs
> 1,25 sdo recomendados para fins quantitativos, pois indica separacdo completa (COLLINS
et al., 2006).

Rs = 1&G-t) Eq. (1)
2 (W, + W)
Em que, t; e t; = distancia entre os picos 1 e 2; e W; e W, = base da largura dos picos
le?2.

Apos a finalizacdo de todos os procedimentos do desenvolvimento do método, deu-se
inicio ao processo que confere maior confianca as informag6es obtidas com o novo método

analitico, que corresponde a validacédo, a qual sera descrita no item que segue.

5.2.3 Validagdo do método analitico

O processo de validacdo, neste estudo, foi realizado baseado em documento de
orientacdo do INMETRO (DOQ-CGCRE-008/2020), 6rgao responsavel por acompanhar e
credenciar a competéncia de laboratorios de ensaios do Brasil, e em publicacbes da literatura
cientifica (CASS et al., 2001; LEITE et al., 2002; BRITO et al., 2003; RIBANI et al., 2004;
NASCIMENTO et al.,, 2018). Dessa maneira, a Tabela 3 exemplifica os parametros de
desempenho que devem ser avaliados na validacdo, e os respectivos ensaios que foram
executados.

De modo geral, segundo as referéncias supracitadas adotadas, o processo de validacao
contempla os seguintes parametros de desempenho:

1. Seletividade ou Especificidade: avalia a presenca de componentes em exame que possam
interferir na determinacdo das substancias de interesse, ou seja, este parametro garante que o
pico de resposta obtido seja exclusivamente da espécie alvo do trabalho.

2. Linearidade e Faixa de trabalho: a linearidade envolve a relagdo diretamente

proporcional o sinal analitico (area) e a concentracdo da amostra, a qual responderd a uma
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determinada faixa/intervalo de concentracdo especificada, que € denominada faixa de
trabalho.
3. Limite de Deteccéo (LD): é a menor concentracdo da espécie de interesse na amostra que
pode ser detectada pela técnica aplicada, mas ndo necessariamente quantificada com precisdo
e exatiddo adequadas.
4. Limite de Quantificacdo (LQ): é a menor quantidade do analito na amostra que pode ser
quantificada com precisdo e exatiddo dentro do critério de aceitacdo adequado.
5. Precisdo: avalia o grau de concordancia entre os varios valores experimentais obtidos por
meio da (I) precisdo instrumental, (I1) repetitividade (ou preciséo intra-ensaio) e (I11) preciséo
intermediéaria (reprodutibilidade).
6. Exatiddo (Recuperacdo): verifica o grau de proximidade entre o valor da medida
experimental e o valor definido como verdadeiro de acordo com os principios metroldgico.
7. Robustez: trata-se da habilidade do método em apresentar resultados inalterados na
eventual modificacdo de varidveis sutis, tais como, troca de equipamento, solventes entre
outras.

Diante desse contexto, a Tabela 3 exemplifica as condic¢Ges analiticas dos parametros

supracitados e seus respectivos critérios avaliativos.
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Tabela 3 — Parametros de desempenhos e condi¢des experimentais de ensaios propostos para a execu¢do da validacéo. (continua)

Ensaio

CondicGes de analise

Avaliagdo

o Seletividade

- Analises, em duplicata, do solvente utilizado no
preparo das amostras (etanol); e de amostra
reacional com e sem fortificacdo dos analitos,
GLI, MA, DAe TA.

= Comparagdes entre os tempos de retencdo do solvente e
da amostra reacional.

= Determinacdo do fator de separacdo dos picos ou fator
seletividade (o), conforme a Equagdo 2:

o= X8 (Eq.2)
tRA .
Em que, trs € tra = tempos de retencdo dos picos

observados.

o Linearidade e Faixa de trabalho

- Construcdo de curvas analiticas dos quatros
analitos de interesse, GLI, MA, DA e TA a partir
da adicdo de 5 mL de solucdo de PI
(C = 3,36x10° g mL™ em etanol) nas seguintes
faixas de concentracdes (g mL™): GLI — 0,0091 a
0,0143; MA - 0,0080 a 0,0135; DA - 0,0143 a
0,0241e TA - 0,0067 a 0,0112.

= As curvas analiticas foram construidas com base no
método de padronizacdo interna, o qual implica em:

area do analito de interesse/area do P1 x concentracéo
do analito

= Com base nos resultados obtidos determinaram-se as
equacbes das retas e os valores dos coeficientes de
correlagdo (R);

= Construgdo da curva de linearidade para a avaliagdo da
faixa linear de trabalho com base nos pontos da curva
analitica e das areas obtidas;

= Todos os dados foram tratados com o programa
Origin®, versdo 6.0.

Fonte: autora, 2021.
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Tabela 3 — Parametros de desempenhos e condicdes experimentais de ensaios propostos para a execugdo da validacéo. (continua)

Ensaio

Condicdes de analises

Avaliacao

o Limite de Deteccdo (LOD)

- Construcdo das curvas analiticas

= Com base nos parametros das curvas analiticas,
aplicou-se a Equacéo 3:

S
LOD = 3,3 x S (Eq. 3)

Em que, s = desvio padrdo da resposta analitica;
e S = inclinagdo (coeficiente angular) da curva de
calibracéo.

o Limite de Quantificacdo (LOQ)

- Construcdo das curvas analiticas

= Com base nos parametros das curvas analiticas,
aplicou-se a Equacéo 4:

S
LOQ=10% ¢ (Eq. 4)

a) Repetitividade
(ou precisdo intra-
ensaio)

o Precisdo

- Dez preparacbes diferentes de uma mesma
amostra, efetuadas no mesmo dia, pelo mesmo
analista (A), e analisadas em triplicata;

- As preparacBes envolveram a pesagem de
0,2500 g de DA e 0,0625 g de GLI e posterior
adicdo de 5 mL de solugdo de Pl em etanol
(3,36 x 10% g mL™).

b)Reprodutibilidade
(ou preciséo
intermediaria)

- Dez preparagdes diferentes de uma mesma
amostra dos padrdes analiticos (com quantidades
iguais ao teste repetitividade), preparadas por um
segundo analista (B), em dias diferentes da
repetitividade, e analisadas em triplicata.

= Com base nas médias das areas corrigidas das analises,
avaliaram-se os desvios-padrbes (o) e 0s coeficientes de
variacao (CV).

f i-X)?
o= Z(Xn—l) (Eq. 5)

o x100
CV=—5 (Eq. 6)
Em que, o = desvio-padrdo; x; = valor medido i;
n = quantidade de dados; X: média aritmética dos dados;
e CV = coeficiente de variacdo (LEITE, 2002).

Fonte: autora, 2021.
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(continua)

Ensaio

Condicdes de analise

Avaliacao

o Exatiddo (Recuperacao)

- Analises, em triplicata, de amostra reacional da
acetilacdo de glicerol sem fortificagdo e com
fortificacdo com os padrdes analiticos (spike), isto
é, foi adicionado quantidades de DA (a qual
conttm GLI, MA, DA e TA) as amostras
reacionais em trés niveis de concentracdo das
curvas analiticas, os guais contemplam as faixas
baixa, média e alta de concentracdo em g mL™;

- Na quantificacdo da recuperacdo dos analitos na
mistura reacional, adotou-se o fator de resposta
relativo com adicdo de padrdo interno, o qual é
utilizado para corrigir a resposta do detector em
relacdo ao analito de interesse (NASCIMENTO et
al., 2018). Esse parametro foi obtido com base no
preparo e analise de uma solucdo dos padrdes
analiticos no mesmo dia do ensaio da recuperacao.

= Os dados foram tratados conforme a determinacgéo do
fator de resposta relativo de cada analito (RF) e em
seguida determinaram-se as respectivas concentragdes
(Cy) das amostras fortificadas e ndo fortificadas com os
padrdes analiticos a partir das equacBes que seguem:

_ Cx x Ap
Cpp % Ax

RF (Eq.7)

Em que, RF = fator de resposta relativo;
C, = concentracdo do analito (g mL™); Ap = &rea do
padrdo interno; Ay = area do analito de interesse.

_ REXAyx Cpr

C
* App

(Eq. 8)

= Apos a determinacdo das concentracBes com base na
Eqg. 8, calculou-se a recuperacdo conforme equacdo
abaixo:

C, —-C
Recuperagio (%)=( ! = 2) x 100 (Eq. 9)
3
Em que, C; = concentracdo do analito na amostra

fortificada; C, = concentra¢do do analito na amostra ndo
fortificada; e C; = concentracdo do analito adicionado a
amostra fortificada (INMETRO, 2020).

Fonte: autora, 2021.
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(concluséo)

Ensaio

Condicdes de anélise

Avaliacao

o Robustez

- Aplicaram-se pequenas variagdes no preparo de
amostra: variacdo de solvente (isopropanol) e
volume de inje¢do (0,5e 1 uL);

- As analises foram realizadas em triplicatas.

= Comparacéo dos desvios-padrdes obtidos no ensaio de
repetitividade, os quais correspondem as condigdes
padrdes do método (Solvente = etanol € Vigjecao = 0,3 HL)
com os desvios-padrdes obtidos das variacGes impostas
neste ensaio (Solvente = isopropanol e Vigjeczo = 0,5 pL €
1,0 pL).

o Aplicacdo do método desenvolvido

- Analisou-se uma amostra reacional da acetilagdo
de GLI (padrédo analitico) referente a condicdo de
2 h de reacdo com razdo molar = 3:1 (AA:GLI) e
catalisador BuSnCls, utilizando cerca de 0,250 g
em baldo de 5 ml preenchido com solucdo de PI
(C=3,36x10°gmL™).

- Posteriormente, usou-se duas amostras reacionais
de acetilacdo (sem catalisador e com BuSnCls) de
glicerol bruto produzido e tratado no GCaR*; as
condicBes reacionais foram: razdo molar = 4:1
(AA:GLI), T =80 °C e 3 h de reacdo; em seguida,
pesou-se cerca de 0,1 g de amostra e adicionou-se
1 mL de solugéo de PI (C = 3,36 x 10° g mL™).

*Segundo HAJEK e SKOPAL, 2010; DA SILVA et al.,
2018; MENA-CERVANTES et al., 2020.

» Realizou-se a integracdo das areas determinadas dos
analitos de interesse, e determinaram-se os rendimentos
das acetinas a partir do fator de resposta relativo,
conforme equacBes 7 e 8, abordadas no ensaio de
recuperacdo. Logo apds, as quantidades dos analitos
foram delineadas segundo a equac¢éo abaixo:

RF x Cpyx Vox Al
X

o =

%X o 100 (Eq. 10)
Em que, RF = fator de resposta relativo;
Cm = concentracdo do padrdo interno (g mL™);

Vs = volume de amostra (mL); Ax = area do analito de
interesse; Ap = area do padrdo interno; ms = massa do
padrdo interno (g).

Fonte: autora, 2021.
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5.3 Resultados e discussao

5.3.1 Consideragdes iniciais

A fim de elucidar a composicgéo percentual dos padrdes comerciais de acetinas (MA e
DA) fez-se 0 uso da técnica de RMN, cujos deslocamentos quimicos, intensidade e
multiplicadade dos sinais obtidos, podem fornecer informagdes sobre o ambiente quimico do
ndcleo do 4tomo de interesse. Assim, a partir dos espectros de RMN de 'H para MA e DA
(ver Anexo A — Secdo 3) observa-se a sobreposicdo de muitos sinais, em especial, no
intervalo de 3,4-5,1 ppm, tornando esses espectros complexos para a quantificacdo dos
compostos. Vale salientar que os perfis obtidos coincidem com CASAS et al., 2012 e
SUSTERE et al., 2014.

Logo, espectros de RMN de **C, sdo mais apropriados para a quantificacdo dos
componentes, pois o conjunto desse nucleo observado é menor, e assim, os sinais encontrados
podem ser integrados separadamente, diminuindo assim, erros inerentes ao processo de
integracdo (SUSTERE et al., 2014). Portanto, adotaram-se os espectros de RMN de *C do
padrdo comercial de DA (Figura 1) e de MA (Anexo A — Secdo 3) para a determinacdo da

quantidade percentual de cada componente na mistura dos padrdes comerciais adquiridos.
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Através da leitura da Figura 1, em consonancia com CASAS et al., 2012, SUSTERE et
al., 2014 e WEBSTER et al., 2014, estabeleceram-se os percentuais (% mx) de cada composto
na mistura dos padrdes analiticos de DA e MA (Anexo A — Sec¢do 3) com base na Equacédo 11.

= o My Pamy N
P,= X XXy Eq. (11)
Em que, P = pureza analito/padrdo; | = integral do analito/padrdo do espectro de

RMN; N = nimero de nucleos do analito/padrdo; M = massa molecular do analito/padréo;

m = massa pesada do analito/padréo.

Os valores obtidos para o padrdo analitico de MA foram: GLI - 2,6%,
MA - 20,1%, DA — 33,9%, e TA — 43,4%. Por outro lado, no padrdo de DA foram
encontradas quantidades mais expressivas de todas as acetinas e glicerol, a saber:
GLI — 3,7%, MA — 26,7%, DA — 47,4%, e TA — 22,2%. Diante disso, escolheu-se dar
continuidade ao trabalho apenas com o padrdo comercial de DA como substancia base para as
demais etapas do desenvolvimento do método analitico, e devido a baixa quantidade de GLI
presente no mix, adicionaram-se quantidades de padrdo analitico de GLI ao longo dos

experimentos, como sera Vvisto na sequéncia.

5.3.2 Desenvolvimento da metodologia analitica

5.3.2.1 Preparo de amostra para a escolha da coluna

De acordo com as concentracdes dos analitos determinadas anteriormente por RMN e
com base nos cromatogramas obtidos no presente teste, pode-se inferir que a eluicdo dos
analitos ocorre de acordo com suas interacGes com a fase estacionaria (FE) da coluna capilar
empregada. Dessa forma, os resultados obtidos para as diferentes quantidades de analitos

testadas no preparo de amostra seguem representados pela Figura 2.
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Figura 2 — Testes de preparo de amostra para verificacdo de capacidade da coluna cromatogréfica, cujos cromatogramas de (a-d) séo referentes a
coluna RTX-5MS (5% difenil e 95% dimetilpolisiloxano) e (e-h) sdo referentes a coluna ZEBRON WAX (100% polietilenoglicol), com as seguintes
solugBes: (a, €) 0,50 g de DA + 0,15 g de GLI + 2 mL de solucdo de BZB em etanol (3,36 x 10° g mL™); (b, f) 0,20 g de DA + 0,06 g de GLI + 2 mL de
solucéo de BZB em etanol (3,36 x 10° g mL™); (c, g) 0,10 g de DA + 0,03 g de GLI + 2 mL de solucédo de BZB em (3,36 x 10° g mL™); (d, h) 0,10 g de
DA + 0,03 g de GLI + 6 puL de BZB, solubilizados em 0,5 mL de etanol.
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Pode-se notar, que 0 1° e 0 2° preparo de amostra, apontam que para a coluna apolar,
RTX-5MS (5% difenil e 95% dimetilpolisiloxano), observa-se 0 surgimento de coeluigéo,
alargamento e aparecimento de picos fantasmas (Fig. 2 a-b). A coluna polar, ZEBRON WAX
(100% polietilenoglicol), por sua vez, tem o0 aspecto gaussiano de seus picos diminuido, visto
0 desproporcional achatamento do seu topo e aparecimento de caudas (Fig. 2 e-h). Tais
deformacdes dos picos cromatograficos podem ser justificadas pela sobrecarga de amostra na
coluna, ou seja, ocorre a diminuicdo da capacidade da fase estacionaria de interagir
uniformemente com os analitos introduzidos na coluna, de forma a satura-la (NETO, 2009).

Desse modo, a 3a condicdo de preparo de amostra respondeu satisfatoriamente a
capacidade linear da coluna, como mostra a Fig. 2 (c), visto a obtencdo de picos finos e
simétricos para a coluna RTX-5MS. No que tange a coluna polar ZEBRON WAX (Fig. 2 g),
nota-se que os picos dos ultimos analitos continuam com a presenca de caudas, a qual
provavelmente esta relacionada com a semelhanca de polaridade dos analitos com a fase
estacionaria (LANCAS, et al., 2016).

O 3° preparo foi entdo ajustado a fim de deixar o padréo interno mais proporcional aos
analitos de interesse (Fig. 2 d e h), e, portanto, adotou-se essa preparacdo como a melhor

condicao a ser utilizada no teste das colunas, conforme sera discutido no proximo item.
5.3.3.2 Escolha da coluna cromatografica

Os principais parametros que afetam o desempenho da coluna envolvem: tipo de fase
estacionaria, espessura do filme, comprimento e didmetro interno da coluna, temperatura,
fluxo da fase mdvel, volume de amostra, técnica de injecdo, caracteristicas da amostra etc.
Seu desempenho satisfatdrio estd associado a condi¢fes 6timas de analise, que implicam em
picos simétricos, reprodutiveis, linha de base estavel e andlises que demandem menor tempo
(COLLINS et al., 2006; LANCAS, 2016). A fim de avaliar o conjunto desses fatores, e optar
pela coluna mais apropriada, conduziram-se analises de uma mesma amostra de padrdo de
DA, mais GLI e PI (0,10 g de DA + 0,03 g de GLI + 6 pL de BZB em 0,5 mL de etanol) em

treze colunas capilares distintas, cujos resultados obtidos estdo representados pela Figura 3.



Figura 3 — Anélises cromatograficas de amostra de padré&o analitico de DA+GL contendo todos os analitos em treze colunas distintas. (continua)

C1.BP1 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) C2. VF-IMS (28 m x 0,32mm x 1 pm)  C3. ZEBRON ZB-1MS (10 m x 0,1 mm x 0,10 pm)

Nota: analitos, GLI

Fonte: autora, 2021.
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Figura 3 — Anélises cromatograficas de amostra de padré&o analitico de DA contendo todos os analitos em treze colunas distintas. (conclusao)

C10. Cpsil 43CB (25 m x 0,25 mm x 0,2 um) C11. NST 50 (30 m x 0,25 mm x 0,15 pm) C12. ZEBRON WAX (30 m x 0,32 mm x 0,25 pm)
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Nota: analitos, GLI = glicerol; MA= monoacetina; DA = diacetina; TA = triacetina e Pl = padrdo interno (benzoato de benzila).

Fonte: autora, 2021.
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Com base nos resultados obtidos, pode-se inferir que, as colunas C1, C2, C3 e C4
apresentam a mesma fase estacionaria (FE), a qual corresponde a 100% de
dimetilpolisiloxano (baixa polaridade), que influenciara na separacdo dos analitos por meio de
forcas intermoleculares inerentes ao processo e também com base na volatilizagdo dos
compostos (FELIZZOLA et al., 2014). Nota-se que as duas primeiras colunas, C1 e C2,
mostram completa eluicdo dos compostos, tendo como referéncia o tempo de retengéo do pico
do padréo interno (benzoato de benzila), o Gltimo eluato.

Entretanto, a sutil diferenca entre ambas as colunas na separacdo dos picos advém de
suas dimensfes, uma vez que a C2 apresenta pequenas caudas nos picos de GLI e MA, o que
torna a sua escolha menos promissora. Essa observacdo é apoiada pelo fato de, a redugéo do
didmetro interno (d.i.) de uma coluna capilar resultar no aumento da velocidade linear do gas
de arraste, e consequentemente diminuir o tempo de analise, 0 que, por conseguinte gera picos
mais simétricos. Ademais, filmes mais espessos de FE tendem a reter os analitos por um
tempo maior, o que resulta em intervalos de tempos de separacdo mais longos, e destarte pode
ocasionar pequenas caudas, as quais podem ser determinadas quantitativamente a partir do
fator de assimetria ou fator de cauda do pico cromatografico, o qual pode ser expresso pela
Equacédo 12, a seguir (SKOOG et al., 2008; FIDELIS, 2011; FARMACOPEIA MERCOSUL,
2015).

A= Eq. (12)

Em que, Wy 5 = largura do pico a 5% da altura; f = distancia do maximo do pico até a

borda inicial do pico (a 5% da altura a partir da linha de base).

Em geral, na maioria dos métodos, sdo empregadas colunas de 30 m porque
apresentam maior eficiéncia, visto seu efeito positivo no nimero de pratos tedricos (Equacao
13); o diametro interno (d.i.) varia de 0,25-0,32 mm e a espessura de filme (d.f.) da fase
estacionaria de 0,2-0,35 um para cromatografia convencional (LANCAS, 2016).

N =16 (t—R)2 Eq. (13)

Wp

Em que, N = nimero de pratos tedricos; tr = tempo de retencdo (min); e Wb = largura

da base do pico (min).
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Desse modo, o desempenho insatisfatorio exibido pelas colunas C3 e C4 pode ser
justificado, neste estudo, pelos seus menores comprimentos (10 m e 2,2 m) — que estaria
limitando os processos de transferéncia de massa que ocorrem quando os analitos percorrem
através da coluna (JENNINGS et al., 1997; COLLINS et al., 2006).

As colunas subsequentes, de C5 a C9, sdao compostas de fases estacionarias com baixa
polaridade (C5 a C8 = 5% difenil, 95% dimetilpolisiloxano e C9 = 5% fenil metil, 95%
dimetilpolisiloxano), cujas diferentes dimensdes demonstram ocasionar efeitos na separagdo
dos compostos, como por exemplo, C6 e C8, diferentemente da C5 ndo exibem a eluigdo do
GLI, provavelmente devido a diminuicdo da espessura do filme de 0,25 um para 0,1 pm, uma
vez que, filmes mais espessos podem levar a uma maior permanéncia das moléculas na fase
estacionaria. No entanto, vale frisar, que esses parametros devem ser analisados em conjunto,
pois a exemplo da C7, também com 0,1 pum, 0os compostos sdao completamente eluidos, pois
possui um diametro interno de 0,25 mm, diferentemente das demais (AUGUSTO, 2000;
NASCIMENTO et al., 2018).

A C8 e a C9 tém suas performances afetadas por ter um comprimento menor, pois
conforme discussdo anterior, 0s menores comprimentos das colunas podem comprometer o
tempo de residéncia do analito na fase estacionaria e provocar uma eluicdo mais rapida dos
compostos. Assim, dentre as cinco colunas supracitadas, a C5 é a que proporciona resultados
mais satisfatorios, devido apresentar uma completa eluicéo e exibir picos aparentemente mais

simeétricos e separados.

As colunas C10 e C11 apresentam entre si, fases estacionarias de mesma polaridade
(média), porém, sdo constituidas de diferentes composi¢cdes quimicas, as quais tém importante
papel nas execucdes cromatogréaficas, visto que, a C11 mostra separacdes mais expressivas
que a C10. Todavia, a C10 separa os dois isdmeros de DA, provavelmente porque nesta estao
presentes os grupos cianopropil (—CsHgCN) e fenil (—CgHs), responsaveis por conferir
maior seletividade a coluna, através das possiveis ligacbes de hidrogénio com os analitos
(SKOOG et al., 2008; NASCIMENTO et al., 2018).
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Vale ressaltar que a separagdo de isOmeros por cromatografia gasosa ocorre
efetivamente em um ambiente completamente quiral, isto é, devem ser utilizadas colunas de
fases estacionarias quirais ou utilizar agentes derivatizantes que facilitem a separacdo de tais
compostos sem a necessidade de fases estacionarias quirais. Entretanto, ambos 0s processos
s80 onerosos e ndo garantem uma resposta precisa, visto que, o Ultimo processo citado pode
apresentar falhas advindas de intermediarios da racemizacdo ou de derivatizacdo incompleta
(COLLINS et al., 2006; PORTE et al., 2014).

E importante reiterar que, em termos de reducio de tempo de analise e separagio de
GLI, MA, DA e TA, ndo foram elucidados métodos por GC-FID até o0 momento de escrita
desta tese, e que a separacdo dos isdmeros, de MA ou DA, ndo é o foco deste trabalho, ou
seja, a coeluicdo dos isdmeros ndo prejudica o desenvolvimento do presente método analitico,
visto que, até onde sabe-se, ndo héa distincdo de aplicacbes comerciais para esses is6meros.
Dessa forma, entre escolher a C10 e a C11, tem-se na C11, a melhor opcéo, pois ela apresenta

completa separacédo dos analitos em menor tempo de analise.

Por fim, as colunas C12 e C13 s&o constituidas de fases estacionarias de alta
polaridade (100% de polietilenoglicol), e embora ambas demonstrarem eluicdo completa,
alguns picos foram comprometidos com alargamentos e caudas. Esses perfis cromatograficos
sdo justificados pelas fortes interacfes dos analitos polares, MA e GLI, com a FE tambem
polar (LANCAS, 2016).

Cabe salientar que a eficiéncia das colunas diminui conforme ha o acréscimo de
substituintes polares na FE, visto que, estdo mais suscetiveis a formacdo de agua e
consequente degradacdo, através da hidrolise ou quebra de ligacOes entre a fase estacionaria e
a superficie do capilar (FELIZZOLA et al., 2014; COLLINS et al., 2006).

A fim de corroborar com as discussdes precedentes e definir a escolha da coluna ideal
nesse estudo, determinaram-se 0s seguintes parametros: fator de assimetria de pico (As) e
namero de pratos tedricos (N) para as analises realizadas nas colunas que apresentaram
resultados visualmente mais satisfatorios. Tais parametros baseiam-se nas Equacdes 12 e 13,

respectivamente, e os resultados podem ser vistos na Tabela 4.
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Tabela 4 — Numero de pratos tedricos (N) e fator de assimetria (A;) para as colunas que
apresentaram separacdo mais efetiva para os compostos.

Coluna cromatografica Composto N As
(10°)
GLI 9,92 0,92
MA 12,39 1,03
C1. BP1 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) DA 10,62 0,71
TA 21,26 0,74
Pl 34,33 0,61
GLI 10,47 1,18
MA 11,49 1,17
C5. RTX-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm) DA 11,18 0,71
TA 22,43 0,76
Pl 37,65 0,61
GLI 8,02 0,73
MA 12,42 0,72
1,3-DA 23,10 0,64
C10. Cpsil 43CB (25 m x 0,25 mm x 0,2 pm) "
1,2-DA 1547 0,60
TA 45,43 0,71
Pl 47,65 0,60
GLI 11,82 1,49
C11. NST 50 (30 m x 0,25 mm x 0,15 pm) MA 5,23 0,82
DA 4,69 1,78
TA 2,95 1,49
Pl 31,56 0,68

Fonte: autora, 2021.
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Como um prato tedrico (N) equivale a uma etapa de equilibrio do composto entre a
fase estacionéria e a fase mdvel, tem-se que quanto maior o valor de N, maior serd a eficiéncia
(picos mais estreitos) (COLLINS et al., 2006; LANCAS, 2016).

De forma geral, sdo aceitos valores de fator de assimetria (As) entre 0,75 e 1,75, 0
qual, quanto mais proximo da unidade for, mais os picos estardo perfeitamente simétricos
(NETO, 2008; FARMACOPEIA BRASILEIRA; LANCAS 2016). Nessa perspectiva, a
Tabela 12 mostra que a coluna C5 sobressai entre as demais, exibindo maior eficiéncia (N)
para 0s compostos GLI, DA, TA e Pl e com melhores valores de assimetria de pico para TA e
dois valores iguais para 0s compostos DA e PI nas colunas C1 e C5.

Diante desse contexto, pode-se inferir que a coluna mais apropriada para a execugédo
do método analitico, em que houve a total eluicdo das acetinas (MA, DA e TA), GLI e PI, foi
a coluna C5, a qual refere-se a RTX-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um). Cabe salientar que
esta escolha esta em consonancia com outros relatos da literatura (NEBEL et al., 2008;
CASAS et al, 2012; GHOREISHI et al., 2013; KAYOON et al., 2014; SUSTERE et al., 2014;
RASTEGARI et al., 2015; OKOYE et al., 2017; AGHBASHLO et al., 2018 e BANU et al.,
2020).

5.3.2.3 Otimizacdo do método cromatografico

Com o intuito de obter separacGes adequadas em um curto tempo de analise, foram
avaliadas diferentes condigdes, univariadamente, da programacdo de temperatura do forno,
em que encontra-se a coluna cromatografica, e do fluxo (vazdo) do gas de arraste, H,, tendo
como base, o método cromatografico aplicado na escolha da coluna. Desse modo,
empregaram-se treze programas de temperatura distintos (a-j), mantendo o Fy fixo em 1,0
mL min™ para uma mesma amostra composta de GLI, MA, DA, TA e Pl (benzoato de

benzila), cujos resultados encontram-se na Figura 4.
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Figura 4 — Cromatogramas obtidos da otimizagdo, com Fu, = 1 mL min™ fixo, das
seguintes programacdes de Temperatura: (a) 160 °C (5 °C min™) 250 °C por 2 min; (b)
160 °C’1 (5 °C min™) 250 °C por 2 min; (c) 150 °C’1 (5 °C min') 250 °C por
2 min; (d) 150 °C (5 °C min™) 250 °C por 2 min; (e) 150 °C (5 °C min™) 160 °C
(30 °C min™) 250 °C por 2 min; (f) 150 °C (5 °C min™) 160 °C (50 °C min™) 250 °C por
2 min; (g) 150 °C (3 °C min™®) 160 °C (50 °C min®) 250 °C por 2 min;
(h) 150 °C (5 °C min™) 160 °C (80 °C min™) 250 °C por 2 min; (i) 150 °C
(5 °C min™) 160 °C (100 °C min™) 250 °C por 2 min; (j) 150 °C (5 °C min™) 160 °C
(120 °C min™) 250 °C por 2 min.
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Nota: analitos, GLI = glicerol; MA= monoacetina; DA = diacetina; TA = triacetina e Pl = padrdo interno
(benzoato de benzila).

Fonte: autora, 2021.
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Conforme discutido no item anterior, a coluna selecionada apresenta altos valores de
pratos tedricos (N), refletindo assim em sua eficiéncia (picos mais estreitos) e levando a
maximizacdo das separagOes (COLLINS et al., 2006; LANCAS, 2017). Em face disso,
notou-se que os valores de resolucdo (fator quantitativo de separacdo) entre todos 0s picos
(sinais analiticos) foram suficientes para compreender dados qualitativos e quantitativos.
Dessa forma, a escolha da condi¢do analitica mais adequada, dar-se-a a partir de observacdes
visuais referentes a separagdo dos picos em conformidade com a reducdo do tempo de anélise.

Assim, com base na Figura 4, pode-se inferir inicialmente que, em (a) o perfil
cromatografico € mais coerente com a demanda desta pesquisa do que em (b), uma vez que a
sutil diferenca de 1 min da condicdo (b) ndo levou a maiores separagdes, além de aumentar o
tempo de analise. Por outro lado, (c) apresenta uma leve melhora quanto a separagdo dos
picos iniciais, no entanto a reducdo da temperatura inicial de 160 °C para 150 °C provoca um
aumento no tempo de analise, e esse efeito pode ser explicado pela forte influéncia que a
constante de distribuicdo (Kc) tem com a temperatura (NASCIMENTO et al., 2018).

A literatura reporta que todas as separacOes cromatograficas estdo associadas a
diferencas de extensdo na qual o analito é distribuido entre as fases mdvel e estacionéria,
desse modo Kc equivale a razdo da concentracdo do analito na fase estacionaria e na fase
movel, a qual, por sua vez, € uma constante termodinamica e geralmente um aumento de
temperatura provoca uma diminuicdo de seu valor, reduzindo assim a solubilidade e o tempo
de permanéncia do analito na fase liquida®. Além disso, o acréscimo de temperatura gera uma
maior difusdo do gas de arraste, consequentemente a velocidade linear muda e, portanto o
tempo de analise torna-se menor (SKOOG, 2008; LANCAS, 2016).

Em (d), percebe-se uma mudanca quanto ao decréscimo do tempo, como j& era
esperado, visto que o tempo de residéncia de 1 min foi retirado, mas a rampa de aquecimento
de (c) permaneceu a mesma. Na condi¢do (e) mudou-se a programacdo de temperatura das
anteriores por meio da adi¢do de duas novas rampas, as quais melhoraram significativamente

as respostas (separacao dos picos e tempo).

'Na cromatografia géas-liquido, a fase mével é um gas, enquanto a fase estacionéria ¢ um liquido retido na
superficie de um sélido inerte por adsorcédo ou ligacdo quimica (SKOOG, 2008).
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Em seguida, na condicdo (f) mudou-se a taxa de aquecimento de 30 °C (e) para 50 °C,
0 que gerou uma reducdo de aproximadamente 0,5 min. Em (g), as rampas de aquecimentos
foram mantidas, porém ao invés de utilizar uma taxa de aquecimento de 5 °C min™, utilizou-
se 3 °C min™, a qual demonstrou elevar o tempo de analise, provocados por fatores

termodinadmicos inerentes ao processo discutidos anteriormente.

De acordo com LANCAS, 2016, normalmente provoca-se um aumento na taxa de
aquecimento com o intuito de eluirem-se os Gltimos picos em condigdes 6timas. Assim, a
partir de (g), decidiu-se manter as rampas utilizadas em (f), pois conseguiu-se separacoes
adequadas para todos os compostos, em especial para os primeiros (GLI e MA), e desse
modo, estudou-se outras trés taxas de aquecimento sob a Ultima programacéo de temperatura.

Diante disso, as velocidades utilizadas nas condicGes h, i e j (80 °C, 100 °C e de
120 °C, respectivamente) ocasionaram uma consideravel reducdo do tempo de analise, cuja
condicdo (j) destacou-se entre as outras por seu efeito significativo na separacéo dos picos de

modo geral, e na redugédo do tempo, que resultou em aproximadamente 3,5 min.

Portanto, a condicéo (j) foi escolhida como a programacéo de temperatura do método
analitico das acetinas, e a mesma foi submetida a avaliacdo de diferentes valores de fluxo de

H>, cujos cromatogramas e tempos de corridas cromatogréaficas estdo exibidos na Figura 5.
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Figura 5 — Cromatogramas da otimizac&o do Fy,, com programagcao fixa de temperatura. Onde: (a) 1,0 mL min™; (b) 1,1 mL min*; (c) 1,2 mL min™;
(d) 1,3 mL min; (e) 1,4 mL min™; (f) 1,5 mL min™; (g) 1,6 mL min; (h) 1,7 mL min™*; (i) 1,8 mL min™; (j) 1,9 mL min™; (k) 2,0 mL min™; (I) 2,1 mL
min™e (m) 2,2 mL min™.
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Nota: analitos, GLI = glicerol; MA= monoacetina; DA = diacetina; TA = triacetina e Pl = padrdo interno (benzoato de benzila).

Fonte: autora, 2021.
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No que concerne ao aumento do fluxo da fase moével (H;) na coluna, pode-se observar
que ha uma sutil reducdo do tempo da corrida cromatografica em todos os cromatogramas
(a-m), o qual, é reflexo do aumento do gas de arraste provocar uma maior dispersao das
moléculas na fase mdvel, e consequentemente levar a diminuicdo do tempo de andlise
(SKOOG et al., 2008).

Entretanto, é importante atentar-se para o limite maximo do fluxo do gas de arraste
sem que haja perda de eficiéncia (picos separados), pois como mostra 0 cromotagrama (m) da
Figura 6, um maior valor de Fy, leva a coeluicdo dos primeiros picos, comprometendo assim
a separagdo dos compostos, logo, optou-se pelo fluxo exemplificado por (I),

Fhz = 2,1 mL min™, como o valor mais adequado para a otimizacdo do método em estudo.

Diante do exposto, a otimizacdo de programacdo de temperatura e fluxo de H; ideais,
(1) e () respectivamente, encerrou no seguinte método analitico: coluna, RTX-5MS (30 m x
0,25 mm x 0,25 pm); programacdo de temperatura = 150 °C, 5 °C min™ até 160°C,
120 °C min™ até 250°C, permanecendo por 2 min; Tiy € Tget = 250 °C; Fyp = 2,1 mL min™;
razdo de split = 1:30; e tempo total de analise = 3,38 min. E importante ressaltar que o método
final apresenta um tempo de analise extremamente curto (~ 3,3 min), representando uma
reducdo em mais da metade do tempo de analise utilizado por NEBEL et al., 2008 (~ 13 min),
SUSTERE et al.,, 2014 (~ 9 min), e analogo ao de CASAS et al., 2012 (~ 3,2 min), portanto,

visando consolidar o método desenvolvido, realizou-se a sua validacéo.
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5.3.4 Validagédo do método analitico

5.3.4.1 Seletividade

A validagdo do método teve inicio com o teste de seletividade, visto que este
parametro busca avaliar a presenca de componentes em exame que possam interferir na
determinagdo das substancias de interesse, ou seja, a seletividade garante que o pico de
resposta obtido seja exclusivamente da espécie alvo do trabalho (RIBANI et al., 2001).
Assim, os resultados obtidos com os ensaios desse primeiro pardmetro de desempenho
encontram-se na Figura 6.
Figura 6 - Cromatogramas obtidos das anélises de seletividade para o solvente utilizado no

preparo de amostra (vermelho), amostra reacional sem fortificagdo (azul) e amostra reacional
fortificada com padréo de DA (mix de GLI, MA, DA e TA) e GLI (verde).

2,0x10°
DA Solvente
—— Matriz (amostra reacional)
Matriz fortificada Pl
1,5x10° MA TA
GLI
1,0x10° \
5,0x10° - {
"
0,0 4
1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 '
1,0 15 2,0 2,5 3,0 3,5
Fonte: autora, 2021. Tempo (min)

Com base na Figura 6, pode-se observar que — a sobreposi¢cdo dos cromatogramas do
solvente puro (etanol) utilizado no preparo de amostra, com o da amostra processada (amostra
reacional) e com fortificacdo com os padrdes analiticos, mostra que ndo ocorre nenhuma
interferéncia de outra espécie — ou seja, 0s picos obtidos sdo exclusivamente dos analitos de
interesse. De forma complementar, foram calculados os fatores de seletividade (a), o qual
estabelece que quando o for maior ou igual a 1, haverd separagdo total entre 0s picos

cromatogréficos (SKOOG, 2008), e de acordo com os valores obtidos, o cLyma=1,17; 0 mae
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pa=1,24; o para= 1,28 € a tap = 1,81, todos os picos cromatograficos estdo efetivamente

separados, confirmando que o método é seletivo aos analitos de interesse.
5.3.4.2 Linearidade e Faixa de trabalho

Para a obtencdo da linearidade - a qual é responsavel pela capacidade do método
analitico em fornecer uma resposta proporcional (linear) entre o sinal analitico e concentracdo
do analito em uma faixa de concentracdo especificada, a qual corresponde a faixa de trabalho
do método - foram elaboradas curvas analiticas a partir de analises em triplicata de padrao
comercial de diacetina (constituida de 3,7% de GLI, 26,7% de MA, 47,4% de DA e 22,2% de
TA). Cabe salientar que adicionou-se o padréo puro de GLI, devido sua pequena quantidade
no padrdo comercial de DA utilizado.

A partir dos valores correspondentes de cada analito no padrdo de DA foram
delineadas as seguintes faixas de concentracdes: GLI (0,0091; 0,0095; 0,0109; 0,0133; e
0,01438 g mL™); MA (0,0080; 0,0088; 0,0104; 0,01240; e 0,0135 g mL™); DA (0,0143;
0,0157; 0,0184; 0,0220; e 0,0241 g mL™); e TA (0,0067; 0,0073; 0,0086; 0,0103; e 0,0113 g
mL™), com quantidade de padréo interno (BZB) fixa igual a 3,36 x 10° g mL™. As &reas
obtidas das analises em triplicata dos cincos pontos experimentais de cada composto foram
corrigidas com a area do padrdo interno e assim construida as curvas analiticas, conforme

mostra a Figura 7.

Figura 7 — Curvas analiticas obtidas com 5 pontos experimentais do padrao analitico de glicerol

(GLI), monoacetina (MA), diacetina (DA) e triacetina (TA). (continua)
11 .
Glicerol . 0,01 4 Monoacetina P
o’ )
1.0 .7 0,84 - + e
1+ . .
2 - © e
2 09 L7 + 2 0,771 .
5 - = .
- . S 0,70- -7
Z 08 L g .»
T <L o3+ .
0,7+ +,” 0,56 x4
ﬁ ’ Y
0 6 T T T T T T 0’49 T T T T T T T T
0,009 0,010 0,011 0,012 0,013 0,014 0,015 0,008 0,000 0,010 0,011 0,012 0,013 0,014
Concentrag&o (g mL™) Concentragdo (g mL™)

Fonte: autora, 2021.
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Figura 7 — Curvas analiticas obtidas com 5 pontos experimentais de padréo analitico de glicerol
(GLI), monoacetina (MA), diacetina (DA) e triacetina (TA).
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Com base nos graficos obtidos, determinaram-se as equacdes da reta (y = ax + b) e 0s

coeficientes de correlacédo linear (R) de cada curva analitica, os quais estdo demonstrados na

Tabela 5.

Tabela 5 — Coeficientes de correlacdo e equacdo da reta das curvas analiticas obtidas para os
compostos glicerol (GLI), monoacetina (MA), diacetina (DA) e triacetina (TA).

Compostos Equacdo da reta R Erro a Errob
Glicerol y =-0,0010 + 69,9842 x 0,9964 3,4127 0,0397
Monoacetina y =-0,0399 + 13,8565 x 0,9982 2,3683 0,0257
Diacetina y =-0,1040 + 20,9327 X 0,9970 0,9378 0,0904
Triacetina y =-0,3597 + 36,9859 x 0,9952 2,0920 0,0906

Fonte: autora, 2021.

Os resultados de linearidade supracitados mostraram-se satisfatdrios, visto que o0s

valores dos coeficientes de correlacdo encontram-se na faixa de 0,9952 a 0,9982, e
R > 0,99 sdo aceitdveis para a maioria dos métodos analiticos (CASS et al., 2001),
demonstrando que as retas sdo consideradas adequadas como modelo matematico para a
estimativa da concentracdo do analito na amostra (NASCIMENTO et al., 2018; INMETRO,
2020).

A fim de verificar se todos os pontos das curvas analiticas estavam dentro da faixa

linear dindmica, ou seja, se 0s resultados obtidos eram proporcionais & concentracdo do
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analito (INMETRO, 2020), foram construidos gréaficos relativos ao quociente do sinal

analitico (&rea) por concentracdo (A/C, eixo x) versus concentracdes (eixo y), e em paralelo a

esse grafico delinearam-se linhas horizontais equivalentes aos intervalos de confianca da linha
da faixa linear (95 e 105%) (RIBANI et al., 2004). Os resultados desse estudo podem ser

vistos na Figura 8, a seguir:

Figura 8 — Curvas de linearidade determinadas a partir dos pontos experimentais e respostas
obtidas para Glicerol (GLI), monoacetina (MA), diacetina (DA) e triacetina (TA).
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Fonte: autora, 2021.

T T T T
0,008 0,009 0,010 0,011

Concentracio (g mL™)

Com base nas curvas de linearidade obtidas (Figura 8), pode-se inferir que o método

demonstrou ser linear dentro dos intervalos de confianca estabelecidos, logo, as faixas de

concentragdes utilizadas correspondem a faixa linear de trabalho aplicavel para os diferentes

analitos (GLI, MA, DA e TA) avaliados.
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5.3.4.3 Limite de Detecgdo (LOD) e Limite de Deteccéo (LOQ)

Os limites de detecgdo, referentes ao menor valor detectado com confiabilidade e
precisdo aceitavel para analitos GLI, MA, DA e TA em amostras reacionais de acetilacdo de
glicerol com &cido acético, foram determinados com base na curva analitica e equacdo 3 (ver
Tabela 3 — péag. 80), cujos resultados obtidos foram: 0,0007 g mL™ (GLI); 0,00262 g mL™
(MA); 0,0060 g mL™ (DA); 0,0029 g mL™ (TA). Os limites de quantificacdes, por sua vez,
definido como a menor quantidade do analito na amostra que pode ser quantificado com
precisdo e exatiddo (RIBANI et al., 2004; INMETRO, 2020), assim como LOD, também
foram determinados com bases nas respectivas curvas dos analitos e equagédo 4 (Tabela 3 —
pag. 80), e assim foram obtidos os seguintes valores: 0,0022 g mL™ (GLI); 0,0079 g mL™
(MA); 0,0184 g mL™ (DA); 0,0086 g mL™ (TA).

5.3.4.4 Precisao

Testes relativos a concordancia entre varias medicGes experimentais foram realizados
com base na precisdo do método, o qual implicou na avaliacdo dos seguintes parametros: a)
repetitividade (ou preciséo intra-ensaio) e b) reprodutibilidade (ou precisdo intermediaria).
Esses ensaios foram expressos em termos de desvio padrdo relativo (DPR) ou também
chamado de coeficiente de variacdo (CV), em %, e para melhorar a confiabilidade dos
resultados obtidos, aplicou-se o teste de Grubbs como sistema de rejei¢ao de valores dispersos
anbmalos (LEITE, 2002; INMETRO 2020).

Diante desse contexto, tem-se:

a) Repetitividade (ou precisdo intra-ensaio)

Este pardmetro expressa a precisdo dos resultados intra-ensaio, isto é, o grau de
concordancia entre os resultados obtidos com a aplicacdo do método em estudo para a
determinacdo do analito em medicGes realizadas sob a mesma condicdo de preparo, mesmo
analista, mesmos instrumentos e mesmo dia (NASCIMENTO et al., 2018). Os resultados
desse ensaio encontram-se disponiveis na Tabela 6, cujos valores de CV variam de 2,4 a 3,1%
e demonstraram serem inferiores ao valor de 4,0% para analitos na concentracdo de 1% na
amostra (BRITO et al., 2003). Além disso, os baixos valores dos desvios-padrdes obtidos

expressam a minima variabilidade do conjunto de medidas realizadas (LEITE, 2002).



Tabela 6 — Resultados dos ensaios de repetitividade com andlise de uma amostra de acetinas (Preparada e injetada 10 vezes em triplicata).

Repeticdes 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 X c CV (%)
GLI 1,05 *1,18 1,07 *0,93 1,02 1,02 1,09 *1,14 1,04 1,00 1,05 0,03 3,13
MA 0,88 *0,93 *091 =*0,8 08 088 089 089 088 091 0,88 0,02 2,32
DA 2,46 *2,58 2,56 2,38 *2,41 2,45 2,56 2,48 2,46 *2,56 2,49 0,06 2,02
TA 1,57 1,66 1,64 *1,49 1,64 1,55 *1,69 1,58 *1,54 1,64 1,60 0,04 2,59

109

Nota: avaliacdo expressa em termos de area corrigida com padrdo interno. Concentracdo dos analitos na amostra: GLI = 0,01 g mL™; MA = 0,01 g mL™Y;

DA =0,02gmL™ e TA=0,01 gmL™"*Valores discrepantes eliminados pelo teste de Grubbs.

Fonte: autora, 2021.

Tabela 7 — Resultados dos ensaios de reprodutibilidade com andlise de uma amostra de acetinas (Preparada e injetada 10 vezes em triplicata

por um segundo analista em dias diferentes do primeiro analista).

RepeticOes 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 X c CV (%)
GLI *0,97 0,93 0,95 0,91 0,95 0,91 0,86 092 *0,84 *084 091 0,038 3,33
MA 0,78 *0,86 0,82 *0,77 0,79 0,83 0,82 0,83 *0,76 0,83 0,81 0,02 2,70
DA 2,28 2,28 2,30 2,24 2,21 2,26 *2,38 *2,38 2,34 *2,16 2,29 0,03 1,74
TA 1,44 1,48 *1,40 1,43 *153 1,43 1,53 1,41 1,40 *1,54 1,46 0,04 3,00

Nota: avaliagdo expressa em termos de area corrigida com padréo interno. Concentragdo dos analitos na amostra: GLI = 0,01 g mL™; MA = 0,01 g mL™;
DA=0,02gmL™; e TA=0,01gmL™ *Valores discrepantes eliminados pelo teste de Grubbs.

Fonte: autora, 2021.
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b) Reprodutibilidade (ou precisdo intermediaria)

O ensaio de reprodutibilidade refere-se a precisdo avaliada sob condi¢des em que
utiliza-se 0 mesmo procedimento de medicdo, porém, aplica-se algumas mudangas, tais como:
diferentes analistas, diferentes equipamentos e diferentes dias (INMETRO, 2020). Os
resultados obtidos para esse parametro podem ser visualizados na Tabela 7, cujos valores de
CV obtidos, variaram de 2,3 a 3,4%, demonstrando estar de acordo com 0s critérios
estabelecidos por BRITO et al., 2003, para analitos na concentracdo de 1% (CV > 4,0%),
além disso, os baixos valores de desvios-padrGes corroboram com a homogeneidade do
conjunto de dados obtidos.

Com o intuito de garantir que os resultados dos diferentes analistas sdo comparaveis, e
que a precisdo de ambos apresenta coeréncia, aplicou-se o teste estatistico de Fischer
(Teste F), em que implica no quociente dos quadrados dos maiores (S;) e menores (S,)
valores de desvio-padrdo (HARRIS, 2001; LEITE, 2002). Esse conjunto de dados encontra-se
na Tabela 8.

Tabela 8 — Teste F aplicado para os desvios-padroes obtidos nos ensaios de repetitividade
e reprodutibilidade.

Analitos S/ Sy’ Teste F
MA 1,11 x 10° 1,00 x 10° 1,15
DA 5,00 x 10 4,24 x 10™ 1,15
TA 3,00 x 10° 2,00 x 10°® 1,63
GLI 2,00 x 107 2,00 x 10°® 1,09

Fonte: autora, 2021.

Considerando a utilizacdo da meédia das analises em triplicata das 7 medidas
adotadas, apds exclusdo dos valores anémalos pelo teste de Grubbs para os ensaios de
repetibilidade e reprodutibilidade, aplicou-se o grau de liberdade igual a 6 (n-1) com 95% de
confianca, cujo valor tabelado corresponde a 4,28. Dessa forma, ao comparar os valores
calculados com o critico, os resultados obtidos mostraram-se inferiores a 4,28, confirmando
que os desvios-padroes para os dois analistas ndo apresentam diferengas significativas,

confirmando a reprodutibilidade do método proposto nas condic¢des de ensaio aplicadas.
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5.3.4.5 Exatidao (Recuperacao)

O estudo da exatiddo do método foi realizado via ensaios de fortificacdo e
recuperacdo, isto é, 0 método sob validacdo foi aplicado em amostra reacional de acetilagdo
do glicerol em seu estado original e em outra por¢do que sofreu adigdo (fortificacdo) de
quantidade conhecida dos analitos de interesse, por meio da adicdo do padrdo analitico de DA
e GLI em trés niveis de fortificacdo, como mostra a Tabela 9.

Tabela 9 — Recuperacdo com fortificacdo da amostra obtida da acetilagdo do glicerol em trés
niveis de concentracéo.

Composto Adicdo (g mL™?)  Recuperacdo (%)
0,0091 80,81
Glicerol 0,0101 90,40
0,0144 86,40
0,0081 96,14
Monoacetina 0,0104 101,60
0,0136 101,04
0,0143 86,97
Diacetina 0,0108 90,38
0,0241 92,40
0,0067 87,52
Triacetina 0,0086 87,60
0,0112 93,07

Fonte: autora, 2021.

Via de regra, define-se a recuperacdo como sendo a propor¢cdo da quantidade do
analito de interesse presente na amostra, a qual o método é capaz de efetivamente quantificar,
estando diretamente relacionada com o nivel de concentracdo do analito na amostra
(NASCIMENTO et al., 2008). Segundo o documento orientativo do INMETRO (DOQ-

CGCRE-008) valores de concentragdo > 1 e > 0,1% implicam em intervalos aceitos de
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recuperacgdo iguais a 97-103% e 95-105%, respectivamente, e nessas faixas sugeridas, apenas
as concentracdes de MA encontram-se dentro do critério estabelecido, entretanto, deve-se
ponderar que no processo de fortificagio em amostra real pode-se ocorrer a reducdo da
concentragdo do analito na amostra devido ao uso de solvente, tal como descrito por LEITE,
2002 e BRITO et al., 2003, e reforcado pelo proprio documento de orientagdo, o qual ressalta
a importancia dos laboratorios em estabelecerem critérios de aceitacdo com base em

orientagdes normativas.

Em virtude disso, decidiu-se estabelecer o que preconiza a agéncia de protecao
ambiental dos Estados Unidos (EPA, do inglés United States Environmental Protection
Agency), que as recuperacBes de grande parte das substancias quimicas fortificadas nas
amostras devem encontrar-se no intervalo de 70% a 130%, e essa faixa devera ser adotada
como critério de avaliacdo de desempenho interno no controle de amostras dentro do
laboratério. Desse modo, verifica-se que o método proposto apresenta recuperagdes
aceitaveis, as quais compreendem as faixas de 80,81 a 101,60% no intervalo de concentracao
de 0,0091-0,0143 g mL™.

5.3.4.6 Robustez

Segundo o INMETRO, a robustez corresponde a capacidade do método em nédo ser
afetado por minimas variacGes nos parametros do sistema em execucdo, e trata-se de um
parametro opcional dentro dos estudos de validacdo, pois em geral esta associada a
otimizacdo do método. Dessa maneira, os resultados referentes a troca do solvente no preparo
de amostra e os diferentes volumes de injecdo aqui utilizados, encontram-se na Tabela 10, em

forma dos desvios-padrdes obtidos das analises realizadas em triplicata.

Tabela 10 — Robustez do método variando o solvente e volumes de injecéo.

COﬂdi(}éO pad réo ComDOStOS ORepetitividade OReprodutibilidade ~ O isopropanol 00,5 pL G 1.0uL

GLI 0,04 0,03 0,02 0,01 0,01

Etanol e MA 0,02 0,02 0,01 0,01 0,01
Vamostra = 0,3 L

DA 0,06 0,03 0,04 0,02 0,01

TA 0,04 0,04 0,01 0,02 0,002

Fonte: autora, 2021.
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Os resultados apresentados na Tabela 13 mostram que todos os valores de desvios-
padrdes (o) obtidos com a mudanca do solvente, de etanol para isopropanol, e volumes de
amostra iguais a 0,5 e 1,0 pL, mostraram-se inferiores aos valores dos desvios-padrdes
obtidos no ensaio de repetitividade e reprodutibilidade, indicando que o método proposto é
robusto sob as variac6es aplicadas.

Por fim, é importante salientar, que o método validado traz novas perspectivas quanto
ao trabalho de GOMES et al.,, 2020 (Gnico método analitico validado até o momento),
NEBEL et al., 2008, SUSTERE et al., 2014 e CASAS et al., 2012, que sao:

e Diminuigdo da geracgdo de residuos originadas do uso do HPLC (GC-FID);
e Diminuigéo do tempo de anélise (~ 3,3 min);

e Diminuigéo do volume de amostra a ser analisada (0,3 pL versus 20 uL);

e Clareza na obtencdo dos parametros quantitativos do método (curvas analiticas, ensaio
de exatiddo-recuperacdo e aplicacdo de fator de resposta), haja vista tratar-se de

padrdes analiticos que ndo sdo encontrados na sua forma pura (i.e., MA e DA);

e E por fim, diferente dos demais, 0 método proposto nesta Tese foi aplicado em

amostras reais, tais como mostram os resultados a seguir.

5.3.4.7 Aplicacdo do método validado em amostra reacional da acetilagdo de glicerol

Apo0s o processo de validacdo, o método proposto foi aplicado inicialmente em uma
amostra real de acetilacdo de GLI puro, a fim de verificar a separacdo e quantificacdo dos

analitos. O cromatograma obtido para esta analise encontra-se na Figura 9.
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Figura 9 — Aplicacdo do método validado em amostra reacional de acetilagdo com GLI puro, sob
a razdo molar de 3:1 (AA:GL1I), a 80 °C e 2 h de reacéo, conduzidas com BuSnCls.
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Fonte: autora, 2021.

Como pode ser visto na Figura 9, o0 método demonstrou separar efetivamente todos os
picos cromatograficos de interesse, referentes aos analitos GLI, MA, DA, TA e PI, e os
valores encontrados foram iguais a 12,00% + 0,04; 52,88 + 0,02; 29,86 + 0,06; e 3,57 + 0,04,

respectivamente.
No que diz respeito a aplicacdo do método em amostra real de acetilacdo de GB
(glicerol bruto de biodiesel), com e sem catalisador de estanho, os cromatogramas obtidos

seguem representados pela Figura 10.
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Figura 10 — Aplicacdo do método validado e das condi¢des reacionais otimizadas, em amostra
reacional de glicerol residual do biodiesel, utilizando a razdo molar de 4:1 (AA:GLI), a80°C e
3 h de reagdo, conduzidas sem catalisador (cromatograma preto) e com BuSnCl; (cromatograma

vermelho).
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Fonte: autora, 2021.

Com base nos cromatogramas obtidos, representados pela Figura 10, pode-se inferir
gue o método proposto, mostrou-se eficiente tanto na identificacdo das acetinas e de glicerol
qguanto na quantificacdo, cujas conversdes de GLI implicaram em 66,39% + 0,04 com
formacdo de MA (37,57% = 0,02), DA (21,77% % 0,06) e TA (7,20% + 0,04) ao utilizar o
catalisador BuSnCls;, e sem o uso do catalisador, a conversdo de GLI resultou em
aproximadamente 45,79% + 0,04, formando apenas MA (39,10% + 0,02) e DA (4,97% =
0,06), demonstrando que as condi¢Oes reacionais estudadas, bem como, a metodologia

analitica desenvolvida foram satisfatérias.
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5.4 CONCLUSOES DA SECAO

O método proposto totalizou em 3,3 min para a determinagdo de todos 0os compostos
acetilados de glicerol, além de glicerol ndo convertido e o padrdo interno utilizado (benzoato
de benzila). Todos os parametros de desempenhos da validacdo mostraram-se adequados com
base na literatura e em documento de orientacdo do INMETRO, e, portanto, 0 método
validado foi aplicado em duas amostras reais de acetinas originadas da acetilacdo com acido
acético de GLI puro (padréo), e de GB (proveniente de transesterificacdo com metanol para
producéo de biodiesel), o qual demonstrou ser capaz de identificar e quantificar com preciséo
e exatiddo todas as espécies de interesse do trabalho, mesmo em condicdo de possiveis

interferentes, como foi o caso do GB.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Diante do exposto até aqui, é possivel delinear em linhas gerais que a aplicacdo de
catalisadores de Sn(IV), em especial o butiltricloroestanho (BuSnCls), favorece fortemente a
formacdo de acetinas, as quais sdo compostos quimicos valiosos de ampla aplicacdo
comercial, e que o método desenvolvido e validado para a determinacdo destas espécies
mostrou-se eficiente tanto em amostras provenientes da conversdo do glicerol puro quanto
glicerol bruto. Portanto, a luz dos resultados apresentados, este trabalho cumpriu eficazmente
0s objetivos inicialmente propostos, e por fim, espera-se que 0 mesmo implique em novas
contribuicdes para a comunidade cientifica, e em longo prazo coopere com a minimizagdo do
impacto ambiental gerado pelo excedente de glicerol, e consequentemente na consolidacéo do

biodiesel como biocombustivel.
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ANEXO A (SECAO 2)

Figura 1 — graficos construidos com o logaritmo natural da conversao de GLI versus tempo para obten¢do da constante de velocidade nas reagdes com e
sem catalisador de Sn(l) a 80 °C, empregando RM-AA:GLI de 4:1.
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Figura 2 — gréaficos construidos com o logaritmo natural da conversdo de GLI versus tempo para obtencdo da constante de velocidade nas reagdes
com e sem catalisador de Sn(l) a 120 °C, empregando RM-AA:GLI de 4:1.
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Figura 3 — gréaficos construidos com o logaritmo natural da conversao de GLI versus tempo para obtencdo da constante de velocidade nas reagdes
com e sem catalisador de Sn(l) a 40 °C, empregando RM-AA:GLI de 4:1.
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Figura 4 — graficos del/T versus InK para os dados experimentais da rea¢do com BuSnCl; e sem catalisador e sem catalisador.
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Figura 1 — Espectros de RMN de BC de: (a) tricloreto de butilestanho (BuSnClL); (b) acido acético (AA); (c) BuSnCl; + AA a 80 °C, 1 h, com
agitacio; (d) BuSnCl, + AA + GLI a 80 °C, 1 h, com agitacéo e utilizando CDCl; como solvente.
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Figura 2 — Espectros de RMN de 'H de: (a) tricloreto de butilestanho (BuSnCl;); (b) acido acético (AA); (c) BuSnCl; + AA a 80 °C, 1 h, com
agitacio; (d) BuSnCl; + AA + GLI a 80 °C, 1 h, com agitacao e utilizando CDCl; como solvente.
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Figura 1 — RMN (400 MHz, CDCI;) de: (a) *H e (b) **C da monoacetina da marca Alfa Aesar.
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Figura 2 — RMN de *C (400 MHz, DMSO-d6) de diacetina da marca Sigma-Aldrich®.
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