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SEPARACAO ANALITICA DOS PRINCIPAIS CONTAMINANTES DO
BIODIESEL EMPREGANDO EXTRACAO EM FASE SOLIDA
COMBINADA A CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Abstract

In the present study an analytical separation of the main contaminants (MAG, DAG and TAG)
from biodiesel (B100) was developed through the solid phase extraction (SPE) combined with high
performance liquid chromatography. Recovery and purity in each SPE fraction were evaluated. Methyl
esters of the fatty acids, which are the main components in B100, elute selectively with n-hexane
through an aminopropylsilane cartridge and an enriched fraction containing the classes of the main
contaminants of biodiesel was sucessfull eluted with chloroform/methanol 2:1. This analytical method
provides high sensitivity for chemical characterization of the B100.

Introducao

Uma baixa contaminag@o no biodiesel € imprescindivel para seu uso como combustivel, pois
alguns contaminantes podem levar a problemas operacionais severos quando utilizados em motores de
combustio, incluindo a formacio de depésitos no motor e o entupimento do filtro'?. Tais
contaminantes podem ser remanescentes da fonte oleaginosa, ou de gorduras ndo transesterificadas
(triacilglicerdis, TAG). Outros contaminantes com tais propriedades sdo os intermedidrios da reagdo
mono (MAG) e diacilgliceréis (DAG)’. Portanto, as especificacdes americana, européia e brasileira
limitam a quantidade permitida destes contaminantes no biodiesel’. Neste contexto, o desenvolvimento
de um método analitico capaz de separar os principais contaminantes (MAG, DAG e TAG) do
biodiesel ¢ de fundamental importancia para o controle de qualidade, assim como para a aceitagao do
produto no mercado. A extracdo em fase sélida (EFS) ndo s6 permite a extracdo eficiente dos analitos,
mas também possibilita sua concentra¢do e/ou pré-purificacio. O emprego da EFS na andlise de
diferentes classes lipidicas vem sendo descrito*”. Entretanto, aplicacio da EFS na separagio da
glicerina combinada (MAG, DAG e TAG) do biodiesel ndo tem sido aplicada ou desenvolvida. Sendo
assim, o principal objetivo do presente estudo foi o desenvolvimento de um método analitico de
separacao dos principais contaminantes (MAG, DAG e TAG) do biodiesel (ésteres metilicos de acidos
graxos-E;MAG) através da técnica de EFS combinada a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), visando a obteng¢ao de fragdes enriquecidas em classes de constituintes e, consequentemente,
ao aumento da sensibilidade da caracterizacio destes acilgliceréis por métodos analiticos.

Metodologia

A separacdo dos principais contaminantes do biodiesel por EFS foi realizada através de uma
modificacio de um método aplicado unicamente para separacio de classes lipidicas*. De modo a
avaliar a eficiéncia da separacdo das classes constituintes do biodiesel através do processo de EFS,
fez-se necessdria a obtencdo de um material de referéncia que contenha quantidades significativas de
todas as classes a serem separadas (EEMAG, MAG, DAG e TAG). Sendo assim, este material de
referéncia foi preparado através da mistura, na propor¢do de 60:40 (v/v), de produtos de
transesterificacdo, previamente sintetizados (5 min de refluxo; razdo 6leo:metanol de 1:3) em nosso
laboratério, a partir dos 6leos de soja e canola. O método de EFS utilizou cartuchos contendo fase
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silica funcionalizada com grupamentos aminopropil (500 mg, 3 mL, Bond Elut) condicionados
inicialmente com 2 x 2 mL de n-hexano, aos quais foram aplicados 200 ou 400 uL do material de
referéncia, diluidos em n-hexano nas concentracdes de 2, 3 e 5% (v/v). A fracdo 1 foi eluida com 8, 10
ou 12 mL de n-hexano e a fra¢do 2 foi eluida com 4 mL de cloroférmio:metanol (2:1, v/v) a vazdo
constante de cerca de ImL/min. Esses ensaios de eluicao foram executados em triplicata. As fragdes, e
o mesmo volume da solu¢do hexanica do material de referéncia, foram secas sob fluxo lento de
nitrogénio e o residuo foi ressuspenso em 100 uL de i-propanol:n-hexano (5:4, v/v). Uma aliquota de
10 pL foi analisada, em triplicata, por CLAE, a partir do método de Holcapek et al?, em coluna de
250 x 4,6 mm, com fase Microsorb RP18 (5 um) a temperatura ambiente, com vazdo de 1 mL/min e
gradiente bindrio com os solventes metanol e i-propanol:n-hexano 5:4, v/v. A detec¢do foi
acompanhada a 205 nm e o sistema foi controlado pelo software Galaxie (Varian). Os resultados dos
materiais de referéncia foram controles para a avaliacdo da recuperacdo dos componentes analisados.
Os resultados de recuperagdo e composicao foram comparados por andlise de varidncia (ANOVA)
fator Unico e duplo, com repeti¢do, para avaliacdo da significancia dos efeitos de carga.

Resultados e Discussao

Foram avaliados efeitos de carga, correspondente ao volume (200 e 400 pL) e a concentragdo
da amostra (2, 3 e 5%), sobre o processo de EFS. Os resultados de recuperagdo e composi¢ao das
fragdes obtidas encontram-se apresentados na tabela 1.

Os resultados de recuperagdo apresentados na tabela 1 mostram uma boa recuperacdo dos
EMAG na primeira frac@o eluida da EFS e dos MAG, DAG e TAG na fracdo 2, mostrando portanto a
eficiéncia do processo na separagdo dos principais contaminantes (MAG, DAG e TAG) do biodiesel
(EEMAG), mesmo que verifiquemos uma pequena quantidade de ESMAG (< 10%) na segunda fragdo.
Ao compararmos a composicdo de MAG, DAG e TAG da fracdo 2 (tabela 1), com a do material de
referéncia, observamos um enriquecimento dos principais contaminantes do biodiesel em uma mesma
fracdo.

Os efeitos dos dois fatores estudados (concentracio e volume da amostra), isolada e
combinadamente, sobre as varidveis dependentes (recuperacdo e composicdo das classes de
componentes) ndo foram significativos (P > 0,05) durante o processo de EFS.

A eficiéncia na separagdo dos principais contaminantes (MAG, DAG e TAG) do biodiesel
(EsMAG) pode ser observada através das Figuras 1, 2, e 3, que apresentam os cromatogramas por
CLAE, respectivamente, do material de referéncia (usado como amostra antes do processo de EFS), da
fracdo eluida com n-hexano (fragdo 1) e da fracdo eluida com cloroférmio:metanol, 2:1 (fragéo 2).
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Tabela 1. Recuperacdo e composicdo dos EEIMAG e dos contaminantes (MAG, DAG e TAG) do
biodiesel nas fragdes obtidas no método analitico de EFS em fase aminopropilsilano.

Fracao Classe Conc. Recuperacao (%) Composicao (%)
| Amostra Volume (uL) Volume (uL)
(%) 200 400 200 400
MR? EMAG - - - - 81 £2
MAG - - - - 4+1
DAG - - - - 51
TAG - - - - 6=+1
1° EMAG 2 86 £ 15 85+8 99 + 1 99 + 1
3 67 £22 75+ 10 99 + 1 99 + 1
5 89 +26 100 £ 12 99 + 1 99 + 1
2 MAG 2 156 £ 32 76 +£9 19+3 165
3 91+3 90 +1 18+6 23+3
5 105 £ 31 108 £9 24+ 6 22+2
EMAG 2 1911 8+6 44 + 11 33+£15
3 7+1 8+3 42 + 17 26+6
5 8+2 8+4 2542 20+£5
DAG 2 117 £25 78 £ 15 19+5 19+3
3 112 +£23 88 +2 19+6 21+3
5 114 £ 20 122 £ 55 21+1 22+1
TAG 2 110+ 14 83+4 18+3 31+7
3 93+34 85+11 215 31+1
5 120 + 39 130 £ 13 29+5 36+3

Fragdo 1. Eluida com n-hexano. Fragdo 2. Eluida com cloroférmio:metanol (2:1). “MR: material de
referéncia aplicado na EFS; " os MAG, DAG e TAG foram quantificados em <1% nesta fracdo.
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Figura 1. Cromatograma da amostra antes do processo de EFS.
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Figura 2. Cromatograma da fracdo 1, obtida na eluicdo com n-hexano.

¥V - 4 \ N
700 - 3 ([ . 5 )
2 33
2 DAG J +
800 o -
+ + -
- c -
o | ]
~ 200 c 3 TAG
3 - N 4 T4
= 4 +3
€ 400 M 56
1 5% Q< 5 3
5 MAG e N+
2 300 e 35 230 5 o
< <4 |EsMAG| 27+ RF - 4
o™ - NT |
200 554 TR C 5]
o = Q -
= g - Q 5
- - -
':} - T T T -
0 5 10 15 20 25
Tempo (Min)
A\ V.

Figura 3. Cromatograma da fracdo 2, obtida na elui¢do com cloroférmio:metanol (2:1).

Podemos observar que a amostra, antes do processo de EFS (Figura 1), apresenta nitidamente
quatro classes distintas de compostos (MAG, DAG, TAG e EMAG). No entanto, quando esta amostra
foi submetida a EFS, onde foi eluida com n-hexano (Figura 2), ficou evidente a presenca
predominante de EMAG na fra¢do 1, assim como pequenas quantidades de MAG, DAG e TAG
(<1%), demonstrando assim a eficiéncia da EFS na retencdo dos principais contaminantes do
biodiesel. Ja na fracdo 2 (Figura 3), fica evidente a presenca de quantidades significativas de MAG,
DAG e TAG, além de uma pequena quantidade de EMAG, que ndo foram completamente eluidos na
fracao 1.
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Conclusoes

O método de separacdo analitica dos principais contaminantes do biodiesel (EMAG),
através da técnica de EFS combinada a CLAE, levou a obten¢do de fragcdes enriquecidas nas principais
classes de impurezas (MAG, DAG e TAG). Observou-se uma boa recuperacdo dos EMAG na fragdo
eluida com n-hexano e dos MAG, DAG e TAG na fracdo eluida com cloroférmio:metanol 2:1. A
recuperagdo dos contaminantes alcancou mais de 90%. Dois fatores avaliados, concentragdo e volume
da amostra, relativos a carga de amostra por cartucho, ndo foram estatisticamente significativos, tanto
isolada quanto combinadamente, sobre a recuperacdo e a composicdo das classes de componentes.
Este método tem potencial para ser aplicado na caracteriza¢do quimica dos principais contaminantes
do biodiesel, uma vez que os concentra em uma mesma fracdo, aumentando assim a sensibilidade.
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