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RESUMO

Titulo: Desenvolvimento e validacdo de metodologias de preparo de amostras
para determinacdo de Ca, Mg e K em Biodiesel por Técnicas de Espectrometria

Atdmica.

Os contaminantes inorganicos comumente encontrados no biodiesel
podem ser incorporados durante o processo de producdo, principalmente
devido ao uso dos catalisadores. O monitoramento desses contaminantes,
principalmente na forma de metais, em amostras de biocombustiveis € de
primordial importancia, pois a sua presenca em determinados niveis pode
prejudicar o desempenho do motor e, consequentemente, aumentar o
problema de contaminagdo ambiental. Desta forma, neste trabalho foram
desenvolvidas duas metodologias de preparo de amostra para a determinacéo
de Ca, Mg e K em amostras de biodiesel obtidas de diferentes fontes: o uso de
emulséo e a digestdo acida em sistema aberto, tendo em vista que na literatura
ainda existem poucos trabalhos relacionados com esse tipo de preparo de
amostras. A quantificacdo dos metais foi realizada por Espectrometria de
Absorcdo em Chama (F AAS) para Ca e Mg e Espectrometria de Emissao
Atdmica em Chama (F AES) para K. A primeira metodologia avaliada para o
preparo de amostra foi o uso de emulsées do tipo 6leo em agua (o/w) obtidas
através da mistura de biodiesel, acido formico (HCOOH), Triton X-100 e anti-
espumante. A calibracdo usando esta metodologia foi realizada com padrdes
inorganicos. As emulsdes formadas mostraram-se estaveis por pelo menos 2h.
Os limites de deteccdo na amostra, em mg Kg™*, foram 2,30; 0,20 e 0,70 para
Ca, Mg e K, respectivamente. A segunda metodologia avaliada foi a digestéo
acida em sistema aberto. Para esta metodologia, as amostras de biodiesel
foram digeridas com HNO3; concentrado a uma temperatura de 220 durante
4h. A abertura das amostras foi realizada em um bloco digestor com sistema de
dedo-frio para circulacdo de agua. A calibracdo foi realizada com padrdes
aquosos inorganicos. Os limites de deteccdo na amostra, em mg Kg™, foram
0,12; 0,36 e 1,96 para Ca, Mg e K, respectivamente. Frente as duas
metodologias de preparo de amostra de biodiesel avaliadas, observaram-se
vantagens em relagdo ao meétodo oficial descrito na norma ABNT NBR 15556
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para a determinacdo de metais em biodiesel que faz uso da diluicho com
solvente organico (xileno), tais como a estabilidade dos analitos no meio
emulsionado, a possibilidade de calibracdo usando padrdes aquosos
inorganicos, melhores limites de quantificacdo, a ndo utilizacdo de solventes
organicos que sdo toxicos e trazem risco ao analista e a ndo utilizagdo de
padrées organometalicos para a calibragdo, que séo instaveis e caros. Foram
analisadas diferentes amostras de biodiesel e os analitos Ca, Mg e K foram
determinados. Para fins de comparacdo, as amostras também foram
analisadas pelo método oficial descrito na norma ABNT NBR 15556 e através
da analise de um padréo de referéncia certificado de biodiesel. Os resultados
foram concordantes, demonstrando a eficiéncia dos métodos desenvolvidos,
sendo uma alternativa para determinacdo destes metais em amostras de

biodiesel.

Palavras-Chave: Biodiesel, contaminantes inorganicos, preparo de amostras.
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ABSTRACT

Title: Development and validation of methods for sample preparation for
determination of Na, K, Ca and Mg in to biodiesel by techniques of atomic
absorption spectrometry.

Inorganic contaminants commonly found in biodiesel can be incorporated
during their production process, mainly due to the use of catalysts. The
monitoring of these contaminants, especially in metals form in biodiesel
samples is very important, because its presence can affect the engine
performance and also increase the problem of environmental contamination.
Thus, in this work were developed two sample preparation methods for the
determination of Ca, Mg and K in biodiesel samples obtained from different
sources: the use of emulsion and acid digestion in an open system. The
quantification of metals was performed by Flame Atomic Absorption
Spectrometry (F AAS) for Ca and Mg and Flame Atomic Emission Spectrometry
(F AES) for K. The first methodology evaluated for the sample preparation was
the use of emulsions of oil in water (o/w) obtained by mixing of biodiesel, formic
acid (HCOOH), Triton X-100 and anti-foam. Calibration was performed using
inorganic standards. The emulsions formed were stable for at least 2 hours. The
limits of detection in the sample, in mg kg™ were 2,30, 0.20 and 0.70 for Ca, Mg
and K, respectively. The second methodology evaluated was the acid digestion
in an open system. For this methodology, the biodiesel samples were digested
with concentrated HNO3 at 220 T for 4h. The sample digestion procedure was
performed in a block digester with the cold-finger system for water circulation.
Calibration was performed with aqueous inorganic standards. The limits of
detections in the sample, in mg kg™ were 0,12, 0.36 and 1.96 for Ca, Mg and K,
respectively. Comparing the two developed methodologies for sample
preparation of biodiesel, it was observed advantages in relation to the official
method for the determination of metals in biodiesel which use dilution with
organic solvent (xylene), such as the stability of the analytes in the middle
emulsified the possibility of calibration using aqueous inorganic standards,
better limits od detection, no use of organic solvents that are toxic and pose

risks to the analyst and not using organometallic standards for calibration
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(unstable and expensive). Different samples of biodiesel were analyzed and the
concentration of analytes Ca, Mg and K determined. For comparison, the
samples were also analyzed by the official method and by analyzing a standard
reference material for biodiesel. The results were in agreement, demonstrating
the effectiveness of the methods developed as an alternative for the

determination of metals in samples of biodiesel.

Keywords: Biodiesel, inorganic contaminants, sample preparation.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, o biodiesel representa um substituto promissor para 0s
combustiveis fésseis, uma vez que € derivado de fontes de energias
renovaveis. Segundo a Lei n° 11.097, de 13 de janeiro de 2005, o biodiesel &
definido como: “biocombustivel derivado de biomassa renovavel para uso em
motores a combustdo interna com ignicdo ou compressdao ou, conforme
regulamento para geracao de outro tipo de energia, que possa substituir parcial
ou totalmente combustiveis de origem fossil”.

Os contaminantes inorganicos que estdo presentes no biodiesel,
principalmente os que estdo na sua forma metalica, podem ser oriundos da
matéria-prima utilizada (6leo vegetal ou gordura animal) e/ou podem ser
incorporados durante o processo de producao devido ao uso de catalisadores
basicos, que geralmente sdo os mais utilizados devido ao seu alto rendimento
na reacao de transesterificacdo quando comparados com outros tipos de
catalisadores que também podem ser utilizados. O monitoramento de
elementos metalicos em amostras de combustiveis e biocombustiveis sdo de
primordial importancia em termos econdmicos, ndo sO para a industria de
combustiveis, mas em outras.

A presenca de Na, K, Ca e Mg acima de determinados niveis de
concentracdo pode mudar as caracteristicas de uso do biodiesel, ocasionando
diversos problemas como a formacédo de sabdes insoluveis, aparecimento de
depositos nos filtros e injetores, pode contribuir para corrosdo de pecas do
motor e também pode atuar como catalisador de rea¢des de polimerizagéo.

A determinacdo de metais como Na, K, Mg e Ca em amostras de
biodiesel é realizada de acordo com as recomendacdes estabelecidas pelas
normas europeias e brasileiras. De modo geral, os procedimentos de preparo
da amostra de biodiesel para a determinacdo dos elementos metalicos
recomendados por estas normas fazem uso da diluicdo da amostra em um
solvente organico, normalmente o xileno ou querosene de aviacao, seguido da
determinacdo através de técnicas espectrométricas. No entanto, existem
algumas desvantagens em se utilizar o procedimento recomendado pelas
normas, tais como a utilizacdo de padrées organometélicos, que tem um custo

elevado e quase sempre formam solucdes de baixa estabilidade e o uso de



solventes organicos toxicos. Também, de acordo com as normas, as
determinacdes de Ca, Mg e P devem ser realizadas usando a técnica de
espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP
OES). Esta técnica, mesmo sendo capaz de analisar varios elementos, € uma
técnica muito cara quando comparada com a espectrometria de absorcao
atbmica com chama (F AAS), devido ao alto custo dos equipamentos e o alto
consumo do gés argbdnio. Além disso, a introducdo de solventes organicos
como o xileno no espectrémetro pode ser um problema, se néo for utilizado um
sistema adequado de introducéo [13].

Desta forma, o desenvolvimento de metodologias de analise que
reduzam o uso de reagentes toxicos e que fornecam resultados confidveis para

a determinacdo de metais em amostras de biodiesel € de extrema importancia.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Biodiesel

A alta demanda de energia no mundo industrializado, e os problemas de
poluicdo causados devido ao uso generalizado de combustiveis fésseis,
especialmente relacionados com gases do efeito estufa, fazem com que se
tornem cada vez mais necessarios o uso de fontes de energia renovaveis que
tenham menor impacto ambiental. Isso tem estimulado o interesse no uso de
fontes alternativas de combustiveis que ndo sejam oriundos do petréleo. Um
combustivel alternativo deve ter caracteristicas como ser tecnicamente viavel,
economicamente competitivo e ambientalmente aceitavel. Uma das alternativas
aos combustiveis fosseis utilizada foi o uso de 6leo vegetal por volta de 1977 a
partir do 6leo de algoddo. Atualmente, o combustivel alternativo ao diesel &
denominado de biodiesel, sendo também um exemplo, j& em aplicacdo, do
emprego da biomassa para producédo de energia [1,2].

O biodiesel é um étimo substituto do diesel devido as suas propriedades
fisicas, que sédo proximas as do diesel féssil. Portanto, seu uso (puro ou
misturado) ndo demanda qualquer modificagdo no motor a diesel e na
distribuicdo de combustiveis existentes e infraestrutura de armazenamento. A
designacao de biodiesel puro € B100 (100% ésteres de alquila de acido graxo).
O biodiesel pode ser também usado em misturas com diesel féssil e a
abreviatura BXX indicara o volume em percentagem de B100, por exemplo, B2
€ constituido por 2% de B100, e 98% de diesel. Atualmente, por decisdo do
governo federal, o total de biodiesel adicionado ao diesel mineral ja esta em 5%
(B5) [3-5].

Segundo o Portal do Biodiesel, de acordo com a Lei n°® 11.097, de 13 de
janeiro de 2005, biodiesel é um “biocombustivel derivado de biomassa
renovavel para uso em motores a combustdo interna com ignicdo por
compressao ou, conforme regulamento, para geracado de outro tipo de energia,
que possa substituir parcial ou totalmente combustiveis de origem féssil” e
segundo a RESOLUCAO ANP N° 7, DE 2008, biodiesel é um “combustivel
composto de alquilésteres de acidos graxos de cadeia longa, derivados de

Oleos vegetais ou de gorduras animais ”.



O biodiesel apresenta vantagens sobre o diesel de petréleo, pois é
menos toxico e é proveniente de fontes renovaveis, além de proporcionar
melhor qualidade das emissdes durante o processo de combustdo, tendo em
vista que as oleaginosas absorvem CO, enquanto crescem. O biodiesel
apresenta muitas vantagens sobre o diesel de petroleo, tais como: auséncia de
enxofre e compostos aromaticos; possui indice de cetano maior que o diesel
garantindo uma melhor combustdo e diminuicdo na emissdo de poluentes; é
biodegradavel e obtido de fontes renovaveis, tais como 6leos vegetais e as
gorduras animais [6-8].

Embora o biodiesel forneca uma quantidade de energia cerca de 10%
menor que o diesel de petréleo, seu desempenho em motores automotivos €
praticamente 0 mesmo no que diz respeito a poténcia. Por apresentar maior
viscosidade, o biodiesel proporciona maior lubricidade que o diesel mineral,
logo, tem-se observado reducdo no desgaste das partes méveis do motor. Por
outro lado, o biodiesel possui estruturas moleculares mais simples que o seu
precursor, os triglicerideos, logo, sua viscosidade é comparativamente menor,
apresentando maior eficiéncia de queima, reduzindo significativamente a
deposicdo de residuos nas partes internas do motor [2]. Segundo Knothe e
colaboradores [6], se a viscosidade for extremamente excessiva, Como no caso
dos Oleos vegetais, ocorrerda a degradacdo da pulverizagcdo no cilindro,
reduzindo a eficiéncia da atomizacdo e promovendo a contaminacdo do 6leo
lubrificante e a producao de fumaca preta.

O biodiesel pode ser obtido através da reacdo de transesterificacdo
(Figura 1) dos triglicerideos de 6leos e gorduras de origem vegetal ou animal
com uma cadeia curta de um mono-alcool (geralmente metanol ou etanol) na
presenca de catalisadores basicos, &cidos ou heterogéneos, geralmente séo
utilizados os catalisadores basicos como hidroxidos de s6dio ou potassio,
produzindo uma mistura de alcool etilico ou éster metilico (biodiesel)

juntamente com um subproduto que é a glicerina [1,6,8].



H,C—OCOR; R1COOR4 H,C—OH
Catalisador *

HC—OCOR; + 3Rs;—OH Ro,COORs4 + HC—OH
=

H,C—OCOR; R;COO0OR, H,C—OH

Triacilglicerideo Alcool Biodiesel Glicerina

Figura 1 — Equacado geral da reacdo de transesterificacdo para obtencdo do
biodiesel [9].

O metanol é o alcool mais utilizado no processo de transesterificacdo
devido ao seu baixo custo na maioria dos paises e as suas vantagens fisicas e
quimicas (polaridade, alcool de cadeia mais curta, reage rapidamente com o
triacilglicerideo e dissolve facilmente o catalisador basico). Além disso, permite
a separacao simultanea do glicerol. A mesma reacdo usando etanol € mais
complicada, pois requer um alcool anidro, bem como um 6leo com baixo teor
de agua para levar a separacdo do glicerol. Este procedimento pode ser
realizado tanto em meio 4cido como em meio basico ou utilizando enzimas
[6,10,11].

Entre os catalisadores basicos mais utilizados estdo os hidroxidos de
metais alcalinos, carbonatos e alcéxidos de metais alcalinos (metdxido de
sédio, etoxido de sédio, propdxido de sodio e butdxido de sodio). A maior parte
dos trabalhos descritos na literatura emprega catalisadores basicos, tais como
hidroxido de potassio (KOH) e hidroxido de sodio (NaOH). Com estes
catalisadores, foram observados maiores rendimento e seletividade da reagéo
de transesterificagdo. No entanto, outros catalisadores basicos n&do ibnicos
podem ser usados na transesterificacdo dos triacilglicerideos, entre eles
trietilamina, piperidina, guanidinas, evitando a formacdo de subprodutos
indesejaveis como os sabdes. Acido sulflrico, acidos sulfonicos e &cido
cloridrico sdo geralmente empregados como catalisadores acidos. A conversao
enzimatica de 6leos vegetais em biodiesel oferece uma opcdo ambientalmente
mais atrativa que 0s processos convencionais. Enzimas hidroliticas como as
lipases também podem ser utilizadas como biocatalisadores, embora o

processo enzimético ndo tenha sido desenvolvido comercialmente [9-11].



Véarias pesquisas tém sido realizadas do desenvolvimento de
catalisadores heterogéneos, basicos, acidos e enziméticos, para a
transesterificagdo de Oleos e gorduras, buscando vantagens como a
possibilidade de reutilizacdo do catalisador e a simplificacdo do processo de
purificacdo do biodiesel, pois os catalisadores heterogéneos sao facilmente
removidos por um simples processo de filtracédo, reduzindo assim a geragao de
efluentes [12].

Oleos vegetais de diferentes fontes de 6leo vegetal sdo usadas para a
producédo de biodiesel. Dentre estes podem ser citados a soja, palma, mamona,
abacate, algoddo, amendoim, girassol, algas, pinhdo manso, etc. Além dessas
fontes existentes de Oleos vegetais ha também 6leos de origem animal
derivados de fritura residual e gorduras animais, como o 6leo de fritura e o
sebo bovino [6].

A matéria-prima para a producdo de biodiesel é escolhida de acordo
com a viabilidade em cada regido ou pais, demonstrada na Figura 2, e sua
utilizacao traz uma série de vantagens, tais como:

- Ser altamente competitivo frente a alternativas para a reducdo de
poluicdo, pois ndo gera aumento nas emissdes, visto que as oleaginosas
absorvem o CO, enquanto crescem;

- Surgimento de um novo mercado, proporcionando a possibilidade de
reducdo das importacoes de petroleo e diesel refinado, maior base
tributaria, agregacao de valores as matérias primas (oleaginosas, cana de

acucar), entre outros.
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Figura 2 — Mapa da producéo de biodiesel no Brasil. Adaptada de [13].

O aproveitamento energético de Oleos vegetais e a producdo de
biodiesel sdo também benéficos para a sociedade, pois gera postos de
trabalho, especialmente no setor primario e na agricultura familiar. Atualmente,
cerca de 90% do Oleo vegetal produzido no pais vem da soja, mas a maior
desvantagem é que ela tem um teor de O6leo baixo em relagcdo a outras
matérias primas. Pensando nisso, o governo tem investido em mamona e
dendé, enquanto o biodiesel de sebo bovino é mais barato e poderia atender as
regides onde sao feitos o cultivo dessas oleaginosas de forma mais acessivel e
barata, s6 que com a utilizagdo do sebo, ndo h& incentivo a agricultura familiar,
e este é um dos pilares do Programa Nacional de producdo e Uso do Biodiesel
[14].

A mamona, considerada como uma das maiores estrelas do Programa
Nacional de Producéo e Uso do Biodiesel, hoje esta abalada pelo alto preco do
Oleo da planta, por sua elevada viscosidade, e o fato de ter nada menos do que
700 aplicagcbes na industria racinoquimica. As usinas estdo comprando 6leo de
soja refinado e 6leo de algodao semi-refinado por serem alternativas bem mais
baratas do que o 6leo de mamona para produzir o combustivel. O alto grau de

viscosidade da mamona, nove vezes maior do que o 6leo de soja, por exemplo,



seria outro empecilho & sua utilizacdo em larga escala para fabricacdo do
biodiesel [15].

2.2. Metais em Biodiesel

Os metais em biodiesel podem ser oriundos de diferentes fontes. Podem
estar naturalmente presentes em 0Oleos vegetais usados como matéria-prima no
processo de producdo ou também podem ser incorporados durante 0 processo
de refino ao qual o 6leo é submetido (processo de transesterificacéo) [16,17].

No caso do biodiesel, o ponto mais critico € a presenca dos metais
alcalinos e alcalinos-terrosos. Estes podem estar presentes naturalmente ou
serem provenientes de residuos de catalisadores basicos que sao utilizados no
processo de obtencdo do biodiesel. Também é comum encontrar metais em
altas concentracdes nas aguas de lavagem. A Figura 3 apresenta as etapas do
processo de producdo do biodiesel, onde é possivel verificar as possiveis
fontes de introducdo dos metais.

A formagdo de cinzas dentro do motor geralmente é associada a
presenca de metais como Na e K no biodiesel. Também, a formacdo de
sabdes, responsavel por furar a injecdo da bomba e/ou formar depdsitos sobre
as partes dos motores, sao decorrentes da presenca de metais como Ca e Mg.
Outros metais também podem ser incorporados durante o processo de refino
ao qual o Odleo vegetal ou animal é submetido e podem vir a serem
incorporados no biodiesel durante o processo de producao [17]. A presenca de
metais tais como Cu, Fe, Ni, Mn e Zn na matéria-prima podem catalisar
reagcdes de oxidacdo e levar a rancidez do 6leo ou da gordura, diminuindo o
rendimento da reacao de transesterificacdo. Cobre e ferro sdo metais que
estdo sendo utilizados como catalisadores no processo de transesterificacao.
Alguns estudos relatam que estes metais reduzem a energia de ativacao do
processo de auto-oxidagdo e, consequentemente, aumentam a taxa deste
parametro. Podem também reagir diretamente com os lipideos produzindo
radicais com estes, além de radicais de oxigénio e hidroperoxidos. Estas
espécies aceleram a oxidacdo e consequentemente interferem no processo de

producéo do biodiesel [12,18].
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Figura 3 — Processo de producédo do biodiesel. Fonte: Adaptado de [13].

Os metais, considerados contaminantes inorganicos na matéria-prima e
no biodiesel propriamente dito, no Brasil, ttm suas concentracdes méaximas
estabelecidas pela especificacdo atual descrita na Resolugdo ANP n° 07 [19]
da Agéncia Nacional de Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP). Esta
especificacao estabelece as principais caracteristicas do biodiesel que deve ser
adicionado ao 0Oleo diesel.

A determinagdo de metais como Na, K, Mg e Ca em amostras de
biodiesel é realizada de acordo com as recomendacdes estabelecidas pelas
normas europeias (EN ISO 14108 [20], EN 1SO 14109 [21], EN I1SO 14538 [22])
e brasileiras (ABNT NBR 15553 [23], 15554 [24], 15555 [25] e 15556 [26]). No
Brasil, a Resolugdo ANP n° 07 [19] também recomenda o uso de algumas
normas para o controle de metais em biodiesel, como € apresentado pela
Tabela 1. Para que o biodiesel possa ser comercializado no territorio nacional,
os limites maximos de concentragdo para os elementos P e S € de 10 e 50 mg
kg’ respectivamente enquanto que para a soma dos elementos Na+K ou
Ca+Mg é de 5 mg kg™.



Tabela 1 — Limites maximos aceitaveis dos componentes no biodiesel (B100) e

respectivos métodos de analise recomendados pela ANP.

Limite maximo Método
Elemento
(mg kg™) ABNT NBR ASTM D EN/ISSO

Na + K 5 15553; 15554; - 14108;
15555; 15556 14109; 14538

Ca+ Mg 5 15553; 15556 - 14538

P 10 15553 4951 14107
S 50 - 5453 20846; 20884

2.3. Preparo de amostras de biodiesel para determin  acéo de metais

A determinacao de metais em amostras de biodiesel pode ser dificultada
devido as baixas concentracdes em que se encontram e principalmente devido
a complexidade da matriz, necessitando avaliar o melhor procedimento de
preparo da amostra e, principalmente, escolher métodos instrumentais
sensiveis. A alta viscosidade da amostra torna dificil sua introducéo direta no
instrumento, e o elevado conteldo de matéria organica da matriz aumenta a
possibilidade de interferéncias durante as analises. Para superar estas
dificuldades, diferentes procedimentos de preparo da amostra estdo sendo
desenvolvidos e aplicados para as analises de biocombustiveis.

Recentemente, Lepri e colaboradores [17], publicaram uma revisao
sobre os principais métodos de preparo de amostras que séo utilizados para a
determinacao de metais em biodiesel e 0leos vegetais. Estes autores relataram
que os métodos mais comuns sdo a diluicdo direta com solventes organicos, a
digestdo acida, o uso de microemulsdes e a andlise direta e destacam as
principais vantagens e desvantagens de cada um.

Nesta dissertacdo, foram avaliados dois procedimentos: o0 uso de
emulsdes e a digestdo 4cida. A diluicdo direta com solvente organico também
foi usada, mas com a finalidade de comparar os resultados obtidos, ja que é o
procedimento de preparo de amostra recomendado pela norma ABNT NBR
15556 [26].
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A sequir, sera realizada uma breve descricdo destes métodos bem como

relatados alguns artigos mais recentes.

2.3.1. Diluic&o direta com solvente organico

Os procedimentos descritos pelas normas europeias, americanas e
brasileiras recomendam o uso da diluicdo direta da amostra com um solvente
organico, normalmente xileno ou querosene de aviacdo (QAV). A norma ABNT
NBR 15556 [26], da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) indica a
diluicdo da amostra de biodiesel com xileno para determinacgao de Na, K, Ca e
Mg por Espectrometria de Absor¢cdo Atdmica com Chama (F AAS).

No entanto, a diluicdo direta com solventes organicos muitas vezes nao
€ a forma mais adequada de se preparar uma amostra deste tipo, pois estes
solventes organicos além de serem volateis ndo estabilizando os analitos sdo
geralmente tdxicos e cancerigenos.

Além disso, para uma correta calibragcdo do instrumento de analise é
requerido que a curva de calibracéo seja preparada com o proprio solvente e
com a adicdo de padrdes organometélicos, os quais apresentam algumas
dificuldades, tais como a sua instabilidade e custo elevado. Como controle de
presenca de metais, foram propostas algumas alternativas para a analise dos
contaminantes inorganicos usando a diluicdo direta da amostra com solvente
organico.

Por exemplo, Chaves e colaboradores [27] realizaram a determinagao de
Ca, Cu, Fe, K, Mg, Na, P, S e Zn em amostras de biodiesel e 6leos vegetais
por Espectrometria de emissédo 6ptica com plasma indutivamente acoplado
(ICP OES). Os autores propuseram um método alternativo a diluicdo direta com
xileno, no qual a diluicdo das amostras de biodiesel foi realizada com etanol, e
as amostras de 6leos vegetais com 1-propanol, o que permitiu a aplicacdo do
método sem qualquer modificacdo adicional, usando uma mistura de gases
argbnio e oxigénio como gas de nebulizacdo, a fim de lidar com a carga
organica no plasma. A curva de calibracdo foi obtida a partir de padrdes

inorganicos diluidos com etanol ou 1-propanol.
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Semelhantemente, Santos e colaboradores [28] propuseram uma
metodologia simples e rapida para determinagdo de Ca, P, Mg, K e Na em
amostras de biodiesel e detecgao por ICP OES, fazendo uma simples diluigéo
da amostra em etanol. Um fluxo de gas oxigénio foi utilizado para diminuir o
fundo. As recuperacdes ficaram na faixa de 82 a 114% para todos os analitos,
demonstrando a exatiddo do procedimento proposto e os valores de RSD

foram menores do que 9%.

2.3.2. Emulsdes e Microemulsdes

Uma alternativa para amostras organicas liquidas imisciveis em agua € a
modificacdo da matriz da amostra pela formacdo de microemulsdes ou
macroemulsdes.

Uma microemulsdo é um sistema heterogéneo, consistindo de pelo
menos um liquido imiscivel disperso em outro com tamanho de gota
usualmente menor do que a longitude de onda da luz visivel, e,
consequentemente, as microemulsées sdo transparentes ou, pelo menos,
translicidas. Estas emulsBes sédo estaveis, normalmente devido a utilizagdo de
uma mistura de agentes ativos de superficie.

Uma macroemulsédo é um sistema heterogéneo, consistindo pelo menos
de um liquido imiscivel disperso em outro em forma de gotas, em geral, com
diametros maiores a 0,1 pym. Estes sistemas possuem uma estabilidade
minima, podendo melhorar com a adicdo de agentes ativos de superficie, como
surfatantes e solidos finamente divididos, entre outros.

O tamanho da particula interna pode variar e o sistema ¢é
termodinamicamente instdvel a medida que a fase interna tenta
constantemente se aglomerar e se separar como uma segunda fase. Agentes
emulsificantes sdo usados para retardar essa separacdo inevitavel. A
viscosidade da emulsdo e sua aparéncia sao controladas em parte pelo
tamanho das particulas da fase dispersa e a propor¢éo entre as fases internas
e externas, conforme demonstrado na Tabela 2.
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Tabela 2 — Aparéncia da emulsdo em funcdo do tamanho da particula da fase

dispersa. Adaptada de [29].

Tamanho da Particula (um) Aparéncia
>1,0 Branco
0,1-1 Azul esbranquicado
0,05-0,1 Semi-transparente
<0,05 Transparente

Quando o tamanho das particulas da fase dispersa diminui, a emulséo
muda de um branco leitoso para transparente (microemulséo). Se as particulas
sdo maiores do que 1 um a emulséo € branco leitoso e esta impressao visual é
devida ao espalhamento de luz, consequéncia dos diferentes indices de
refracdo do meio dispersado e o dispersante (fase continua). Algumas
semelhancas e diferencas entre macro-emulsdbes e microemulsbes sao

apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3 — Macroemulsdes versus microemulsdes

Propriedade Macro Micro
Componentes Oleo-agua-surfactante Oleo-agua-surfactante
Numero de surfactante Um ou mais de um Um ou mais de um

(usualmente pelo menos dois)

Tipo de surfactante Todos Todos
Concentracéo de surfactante Muito baixo Muito alto
Tamanho de gota Micrometros 0.01-0.001 um
Estabilidade termodinamica Instavel Estavel

Estabilidade de armazenamento | Dependente da formulac@o | Infinito

Além das micro e macro-emulsdes, existem basicamente dois tipos de
emulsdes. Como tradicionalmente os componentes das emulsdes sdo agua e
Oleo, tornou-se usual denominar a ambas, as micro e macro-emulsdes, como
emulsBes agua em Oleo e emulsdes 6leo em agua. Esta denominacao continua
sendo utilizada, mesmo que a fase aquosa contenha eletrolitos dissolvidos,
alcoois com baixa quantidade de atomos de carbono, ou até nao conter agua e

sim liquidos polares como glicois. A fase oleosa pode nédo coincidir
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precisamente com a definicdo de oOleo, contendo liquidos insoliveis em agua
como silicones, fluorocarbonos, nitroglicerina, etc.

Se a emulséo for de gotas de 6leo (O) dispersas em agua (A), chama-se
de emulsédo 6leo em agua (O/A), enquanto que se a fase dispersa € agua,
denomina-se de emulsdo agua em 6leo (A/O), como representadas na Figura

4, que mostra um esquema dos tipos de macroemulsdes.

macroemulsao A/O macroemulsao O/A

Figura 4 — Tipos de macroemulsdes: agua em 6leo (A/O) ou O6leo em agua
(O/A) [30,31].

A preparacdo de amostras na forma de emulsdo € um procedimento
atrativo para as amostras de biodiesel por ser extremamente simples e rapido.
Assim, como na diluicdo direta com solvente organico, a emulsificacdo exige
um minimo de manipulacdo da amostra, com praticamente o mesmo fator de
diluicho e com a vantagem da diminuicdo em até 90% da carga organica da
amostra. Porém, varios fatores podem influenciar a estabilidade das emulsdes
como as relativas concentracdes dos reagentes: quantidade de 6leo, o tipo de
surfactante e co-solvente e as técnicas utilizadas para agitacdo e
homogeneiza¢ao dos componentes [17,32].

O surfactante Triton X-100 é frequentemente empregado no preparo de
emulsdes do tipo agua em 6leo para amostras de petroleo, 6leo lubrificante,

gasolina, 6leos vegetal e biodiesel. O uso desse emulsificante satisfaz a todos
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0S critérios necessarios aléem de sua facil disponibilidade na maioria dos
laboratérios [32].

Nas emulsdes, as goticulas de 6leo contendo os analitos de interesse
estdo homogeneamente dispersas na fase aquosa se comportando muito
similarmente as soluc¢des aquosas. Este fato, associado a acidificacdo do meio
emulsificado, viabiliza os procedimentos de calibragdo que utilizam curvas de
calibracdo feitas com padrdes inorganicos. A acidificacdo converte espécies
organometalicas do analito ou particulados metalicos em espécies ibnicas em
solucéo, uniformizando as espécies de analitos presentes na amostra. Tem
sido demonstrado, que com o uso de emulsdes acidificadas, correlacdes
diretas podem ser feitas entre os sinais dos analitos na amostra e com 0s
sinais dos analitos dos padrbes inorganicos aquosos. As principais vantagens
séo a maior estabilidade dos analitos no meio emulsionado, viabilidade do uso
de padrdes inorganicos para a calibragdo, em vez de padrées organometalicos,
o tempo de preparacdo da amostra e a ndo utilizagdo de solventes toxicos que
trazem riscos a saude do analista [33].

Na literatura, sdo encontrados diversos métodos que usam a formacao
de emulséo para a determinacdo de metais em 0leos vegetais. Entretanto, para
biodiesel, foram encontrados artigos que s6 relatam o uso de microemulsdes.

Microemulsbes preparadas usando n-propanol e Triton X-100 foram
usadas para a determinacao de As em amostras de 0leo vegetal e de biodiesel
usando a técnica de espectrometria de absorgcdo atobmica com forno de grafite
(GF AAS) [34].

Chaves e colaboradores [35] utilizaram microemulsdes diluidas em n-
propanol e solucédo aquosa acida, sem a adicdo de surfactante para determinar
Na e K em amostras de biodiesel pela técnica de espectrometria de emissdo
atdmica com chama (F AES). A calibracao foi realizada com o uso de padrdes
aguosos. Jesus e colaboradores [36] também propuseram um método de
preparo de amostras para determinacdo de Na e K em biodiesel por F AAS
usando microemulsdo do tipo agua em oOleo. As microemulsbes foram
preparadas com n-pentanol e Triton X-100. A estabilidade das microemulsdes
foram investigadas e constataram que elas foram estaveis por até 3 dias. Em
outro estudo [33], estes mesmos autores propuseram um meétodo alternativo

para determinacdo de Ca e Mg em biodiesel e em 6leo vegetal por F AAS,
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onde as amostras foram preparadas como microemulsées do tipo agua em
0leo usando &cido nitrico, Triton X-100 e alguns alcoois tais como n-propanol e
n-butanol. A calibracédo foi realizada com padrdes aquosos.

Outros metais também foram determinados em amostras de biodiesel ou
Oleo vegetal preparados como microemulsdes: Cd, Pb e Tl em biodiesel por GF
AAS [37]; Cd, Co, Cu, Mn, Ni, Pb, Ti e Zn em biodiesel por espectrometria de
massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) [38] e Cu, Pb, Ni, e Cd
em biodiesel por GF AAS [39]; Ca, Cu, Fe, Mg, Mn, Na e P em biodiesel por
ICP OES [40] e Co, Cu, Fe, Mn, Ni e V em amostras de diesel e biodiesel por
ICP-MS [41].

Lyra e colaboradores [42] propuseram um procedimento para
determinacao de Na, K, Ca e Mg em amostras de biodiesel por F AAS em que
as amostras foram preparadas na forma de microemulsdo sem adicdo de
surfactante. As microemulsdes foram preparadas pela mistura de biodiesel, n-
propanol, HNO3; concentrado e solugéo de supressor de ionizagdo. As curvas
de calibracdo foram obtidas usando solucfes de padrao organometalico.

Um trabalho interessante foi publicado por Aranda e colaboradores [43]
onde Hg total e Hg inorganico foram determinados em amostras de biodiesel
preparadas como emulsdes com &cido nitrico e Triton X-100. A determinacéo
foi realizada pela técnica de espectrometria de fluorescéncia atdémica (AFS)
com introducdo da amostra por injecdo em fluxo a partir da geracédo de vapor
frio (FI-CV-AFS).

Através dos exemplos acima citados que utilizaram amostras preparadas
na forma de microemulsdes, pode-se constatar a possibilidade em se realizar a
determinacdo de metais em diferentes matrizes, como 6leos vegetais e
biocombustiveis, podendo realizar a calibracdo através do uso de padrbes
inorganicos preparados ou ndo no mesmo meio da emulsédo. Neste contexto,
faz-se necessario impulsionar novos estudos e descobrir diferentes formas de
preparo dessas amostras na forma de emulsdes, uma vez que ha poucos

estudos enfatizando este tipo de preparo.
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2.3.3. Digestéo via umida

Como ja citado anteriormente, o desenvolvimento de métodos analiticos
para determinacdo de metais em biocombustiveis € de grande interesse
ambiental e econdmico, pois varios problemas estdo associados com as
andlises devido a alta complexidade da matriz. Para minimizar esses
problemas, a mineralizacdo das amostras de biocombustiveis com mistura de
acidos inorganicos fortes sob aquecimento tem sido também uma alternativa
utilizada, pois propicia a eliminacdo da matéria organica da amostra,
possibilitando o uso de solugbes padrdo aquosas para a calibracdo, ja que as
propriedades fisicas e quimicas da amostra tratada sdo similares os dos
padrées aquosos utilizados [44,45].

O processo de digestao pode ocorrer em sistema aberto com chapa de
aguecimento ou com bloco digestor ou também por sistema fechado como o
forno de microondas. No caso do sistema aberto, ela ocorre em um bloco de
aguecimento, podendo este sistema ocasionar perdas do analito por
volatilizacdo. Além disso ndo é possivel se chegar a elevadas temperaturas, as
quais sdo normalmente requeridas para amostras mais complexas, devido ao
baixo ponto de ebulicdo de alguns &cidos [45,46].

Os éacidos com propriedades oxidantes mais utilizados para
decomposicdo de amostras organicas ou biolégicas sdo o HNOj3, H,SO4 € 0
HCIO,. Estes acidos podem ser usados individualmente (exceto o HCIO,4) ou
combinados com outros. Também é comum as combinacdes de HNOj3; ou
H,SO, com H,0,. A eficiéncia oxidativa pode ser limitada para determinadas
amostras devido ao ponto de ebulicdo destes acidos a pressdo atmosférica,
visto que altas temperaturas sdo necessarias para total quebra das ligactes
carbono-carbono das moléculas organicas. A Tabela 4 mostra o ponto de
ebulicdo, & pressdo atmosférica, dos principais acidos utilizados nestes

procedimentos [45].
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Tabela 4 — Ponto de Ebulicdo dos acidos a pressédo atmosférica.

Acido Concentracio PE ()
HCI 37,0 % (m/m) 110
HNOs 65,0 % (m/m) 120
H,SO, 98,3 % (m/m) 338
Agua régia HCI:HNO3 — 3:1 (V/v) 112

Amostras de 6leo vegetal, por exemplo, necessitam de uma temperatura
em torno de 170C para serem digeridas completament e, devido ao alto teor de
gordura. Torna-se muito dificil oxidar completamente amostras de matérias
organicas utilizando apenas HNOg3, pois este acido tem baixo ponto de ebulicdo
(120C) e é o mais moderado acido oxidante. Se por um lado o baixo ponto de
ebulicdo do azedtropo formado com a éagua facilita a remogéo do acido nitrico
apos a digestao, por outro a baixa temperatura limita a sua eficiéncia oxidativa
[45].

S&do encontrados na literatura diversos trabalhos que utilizam
procedimentos variados com acidos ou misturas destes para digestdo de
amostras com elevado contetddo de matéria organica como é o caso dos 6leos
vegetais, combustiveis e biocombustiveis [47,48].

Korn e colaboradores [47] avaliaram a eficiéncia de dois procedimentos
de preparo de amostra usando a digestédo acida visando a determinacao de Ca,
P, Mg, K e Na em biodiesel por ICP OES usando a configuracdo axial. Nas
digestdes com sistema aberto foi utilizada uma mistura contendo HNO3, H,SO,4
e H,O, e aquecimento convencional, enquanto que no procedimento
empregando o forno de microondas foi utilizada uma mistura contendo somente
HNO3; e H;0,. Os teores de carbono residual nos digeridos foram 0,358 +
0,012% para o sistema aberto com aquecimento convencional e 0,614 +
0,023% para o sistema fechado com aquecimento assistido por radiagéo
microondas, 0 que demonstra a alta eficiéncia dos procedimentos propostos.

Recentemente, Chaves e colaboradores [49] propuseram um método
para determinacdo de elementos majoritarios (Ca, K, Mg, Na e P) e elementos
minoritarios (Al, Ba, Cd, Co, Cu, Fe, Ga, Mn, Mo, Ni, Pb, Rb, Sr e Zn) em

sementes de diversas plantas, como caro¢o de algodao, girassol, mamona e
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nabo forrageiro por ICP OES e ICP MS. A digestdo das amostras foi realizada
atraves da mistura de HNOj3; e H,O,, com abertura em forno de microondas.
Com base nos diferentes trabalhos que utilizam o método de digestéo,
seja em copo aberto ou em sistema fechado, para diferentes tipos de amostras
de biocombustiveis e 0leos vegetais, foi desenvolvido em nosso grupo de
pesquisa, um sistema de digestdo em copo aberto que conta com o auxilio de
um dedo frio com circulacdo de &gua, a fim de minimizar possiveis perdas do
analito por volatilizacdo e/ou perdas de acido. Este sistema também permite
trabalhar com temperaturas mais elevadas, acima do ponto de ebulicdo de

alguns acidos.

2.4. Técnicas espectrométricas utilizadas para dete  rminagcao de metais em
biodiesel

Amostras tais como Oleos vegetais e biodiesel possuem uma matriz
complexa e podem apresentar diferentes viscosidades. Assim, a determinagéo
de metais e ndo metais usando técnicas de espectrometria atbmica requer uma
especial atencdo em relacdo aos procedimentos de preparo e introducédo da
amostra [17, 50].

Dentre as principais técnicas espectromeétricas utilizadas para a
determinagdo de elementos traco em biodiesel destacam-se a espectrometria
de absorcéo atdomica (AAS) com chama e forno de grafite, a espectrometria de
emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES), a
espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP MS) e
também a espectrometria de emissao oOptica com chama (F OES). A literatura
cita outras técnicas que podem ser empregadas, mas as técnicas de
espectrometria atbmica sdo as mais populares e recomendados pelas normas
oficiais. A seguir, serdo descritas brevemente as técnicas que foram utilizadas

neste trabalho.
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2.4.1. Espectrometria de Absorcao Atémica com Chama (F AAS)

A técnica de Espectrometria de Absor¢cdo Atdmica com Chama (F AAS)
€ uma das técnicas mais utilizadas para a determinacdo de metais devido a
sua seletividade, simplicidade e baixo custo do instrumento, se comparada com
as outras técnicas. E uma técnica essencialmente mono-elementar e ¢ utilizada
para determinagéo de elementos na faixa de ppm (partes por milhdo) [51].

O principio fundamental desta técnica envolve a medida da intensidade
de absorcdo da radiacdo eletromagnética por atomos gasosos no estado
fundamental. Quando uma radiagcdo de um comprimento de onda apropriado
passa através de um vapor contendo atomos no estado fundamental, parte
desta radiacdo € absorvida de acordo com o processo M + hv — M*, onde M é
0 atomo no estado fundamental e M* € o atomo no estado excitado. A
probabilidade de ocorrer o processo de absor¢do € proporcional a
concentragdo de atomos M no caminho oOtico e a intensidade da radiagdo
incidente sobre estes atomos [51].

Os primeiros espectrdmetros de absorcdo atdmica utilizavam uma
chama como atomizador, no entanto, com o desenvolvimento da técnica, novos
sistemas alternativos de atomizacgéo foram desenvolvidos, proporcionando uma
melhor sensibilidade e consequentemente, uma maior aplicabilidade a
respectiva técnica analitica. O atomizador é uma parte importantissima do
equipamento, pois neste dispositivo € que serdo gerados 0s atomos gasosos
no estado fundamental, que absorverédo radiacdo de mesmo comprimento de
onda proveniente da fonte de radiacdo. A quantificacdo da atenuacdo dessa
radiacdo, no caso a absorvancia, emitida pela fonte, permite a determinacao da
concentracdo do analito de interesse presente na amostra, comparando as
atenuacdes produzidas pelas solu¢des de calibracao [51-53].

Em um atomizador com chama, através do uso de nebulizadores
pneumaticos como sistemas de introducdo das amostras, operando pela acao
de fluxo de gas comprimido, a solucdo da amostra contendo os elementos de
interesse é aspirada e nebulizada na camara de nebulizagdo. As pequenas
goticulas formadas no aerossol chegam ao atomizador arrastado pelos gases
combustivel e oxidante. Essas pequenas gotas que penetram na chama tém o

solvente evaporado, produzindo entdo particulas solidas finamente divididas.
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Tal processo € chamado de dessolvatacdo, seguido da volatilizacdo dessas
particulas para a formacao de moléculas gasosas que sdo, subsequentemente,
dissociadas a atomos, sob elevadas temperaturas. Alguns dos atomos desse
gas se ionizam formando cations e elétrons, porém outras moléculas e atomos
também séo produzidos na chama como resultado de algumas interacdes do
combustivel com o oxidante e com varias espécies presentes na matriz da
amostra. Com esses nebulizadores pneuméticos, a taxa de aspiracdo da
solucdo da amostra varia de 4 a 7 mL min™. Porém no maximo 10 % da
solucdo da amostra introduzida é transformada em aerossol atil, sendo sua
maior parte (acima de 90 %) descartada [51].

Uma grande fragdo das moléculas, &tomos e ions também s&o excitadas
pelo calor da chama, resultando em espectros de emissdo atémica, ibnica e
molecular. Devido a esse problema, a atomizacédo é considerada a etapa mais
critica na técnica de F AAS e limita a precisdo de alguns métodos, sendo
imprescindivel compreender as caracteristicas e as variaveis dessas chamas.

Um grande numero de combinac¢des de combustivel e oxidante pode ser
utilizado para a producdo da chama, e as misturas mais comumente utilizadas
em AAS sdao as de ar e acetileno ou 6xido nitroso e acetileno. A temperatura da
chama e as razbes entre o combustivel e o oxidante sdo consideradas os
parametros mais importantes. Algumas variagdes na proporcdo oxidante e
combustivel podem alterar o equilibrio da chama, o que pode vir a melhorar
significativamente a eficiéncia de atomizacao, deste modo a otimizagao destes
parametros € de fundamental importancia para garantir uma temperatura
constante e uniforme [51,54]. Na Tabela 5 sdo apresentadas as principais

propriedades das chamas mais utilizadas em absorcao atémica [51].
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Tabela 5 — Propriedades das chamas comumente empregadas em F AAS.

Combustivel Oxidante Temperatura C
Gas natural Ar 1700 - 1900
Gas natural Oxigénio 2700 — 2800
Hidrogénio Ar 2000 - 2100
Hidrogénio Oxigénio 2550 — 2700

Acetileno Ar 2100 - 2400
Acetileno Oxigénio 3050 — 3150
Acetileno Oxido Nitroso 2600 — 2800

2.4.2. Espectrometria de Emissao Atdmica com Chama  (F AES)

A espectrometria de emisséo atdmica por chama (F AES), ou fotometria
de chama, é considerada a mais simples das técnicas analiticas baseadas em
espectrometria atbmica. Baseia-se na excitacdo de atomos neutros no estado
fundamental. A introdu¢cdo da amostra na chama é semelhante ao sistema
empregado na técnica de F AAS. O ar comprimido € utilizado como gas
oxidante e o gas butano (GLP) é utilizado como combustivel no fotémetro de
chama convencionais, dessa forma a chama opera em temperatura entre 1700
e 1900 °C.

Os elementos, principalmente os metais alcalinos, ao receberem energia
de uma chama, geram espécies excitadas que, ao retornarem ao estado
fundamental, liberam parte da energia recebida na forma de radiacdo
eletromagnética na regido do visivel através de relativamente poucas linhas
intensas, em comprimentos de onda caracteristicos para cada elemento
quimico. A radiacdo produzida pela chama passa, entdo, por uma lente e um
filtro Optico, normalmente um filtro de interferéncia é usado para isolar a linha
de emissdo desejada, que sO permite a passagem da radiagdo caracteristica
do elemento de interesse para o fotodetector, no caso uma fotomultiplicadora, e
a leitura é feita em um visor digitalizado, onde sédo gerados espectros simples.
Na técnica de emissdo atbmica, estdo envolvidos os processos de excitacao,
ou seja, a absorcdo de energia, e decaimento que € a liberacdo de energia
[55].
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2.4.3. Interferéncias de ionizagao

Em absorgéo atdmica, de um modo geral, as interferéncias podem ser
classificadas em dois tipos: as interferéncias espectrais e as interferéncias nao-
espectrais.

A interferéncia de ionizacdo é um exemplo de interferéncia néo-
espectral, que ocorre quando a temperatura da chama é muito alta para a
determinacdo do analito de interesse e, por isso, tem energia suficiente para
leva-lo além do seu estado atdmico neutro e produzir uma fracdo significativa
de ions, acarretando na diminuicdo da absor¢cdo da radiacdo, por possuir
menor numero de &tomos no estado fundamental, resulta em um menor sinal
de absorvancia. Os metais alcalinos e alcalinos terrosos, como o Na e K séao
considerados os elementos mais suscetiveis a interferéncias desta natureza,
devido a seus baixos potenciais de ionizagdo em relagdo aos demais
elementos [40].

Esse tipo de interferéncia pode ser minimizada através da reproducao da
matriz das amostras nas solucdes de calibracdo, ou através da uniformizacao
da matriz, pela adicdo as amostras e padrbes de um sal que contenha um
elemento mais facilmente ionizavel que o analito (cloreto de litio, césio ou
rubidio) conhecidos como tampdes de ionizacdo, de forma a aumentar a
pressdo parcial dos elétrons na chama. A concentracéo destes elementos deve
ser tal que, a partir de um determinado valor, o efeito da interacdo de ionizag&o
seja constante. Tais interagcdes sdo bem conhecidas, por isso os tampdes de
ionizagcbes sdo comumente utilizados, quando se pretende determinar
elementos que se ionizam facilmente na chama. Outra estratégia é trabalhar
com chamas mais frias, que também podem diminuir os efeitos da ionizagédo

sofridas por estes elementos [35-40-41].
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3. OBJETIVOS

Como parte deste projeto, os objetivos principais foram desenvolver
metodologias analiticas para a determinacdo de Ca, Mg e K em amostras de
biodiesel por técnicas de Espectrometria Atdmica; Investigar diferentes
procedimentos de preparo de amostras, como o uso de emulsdes e a digestao
acida e validar os métodos desenvolvidos através do uso de amostras controle,
método de adicdo e recuperacdo e/ou através de comparagdo dos resultados
por outros métodos ja publicados e normas oficiais estabelecidas ou através da
analise por outras técnicas com a finalidade de obter o melhor desempenho da

técnica analitica e métodos isentos de interferéncias.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Instrumentacao

As determinacbes de Ca e Mg foram realizadas utilizando um
espectrometro de absorgcdo atobmica com chama modelo AA-6300 (Shimadzu,
Japao) equipado com lampada de arco de deutério como corretor de fundo e
lampadas de catodo oco de cada elemento como fontes de linha. A Tabela 6
apresenta os parametros operacionais do espectrémetro de absorcao atémica.
De modo a obter o melhor desempenho do instrumento, os parametros

instrumentais foram ajustados diariamente para cada analito.

Tabela 6 — Parametros operacionais do espectrometro de absorcdo atdbmica

utilizados para as analises das amostras.

Parametros Ca Mg
Comprimento de onda (nm) 422,7 285,2
Fenda espectral (nm) 0,7 0,5
Corrente da lampada (mA) 10 8
Altura do queimador (mm) 7 7
~ , . I 2,0 1,8
Vazao de gas combustivel (L min™)
7,2* 1,1*
) ar — CsH» ar — CoH»
Tipo de chama
N20/C2H2*

*usada para a aplicacdo da norma ABNT NBR 15556 [26]

As determinagdes de Na e K foram realizadas em um fotdbmetro de
chama modelo B462 (Micronal, S&o Paulo/SP). A chama foi mantida com gas
liquefeito de petroleo (GLP). As condicdes de operacao do fotdmetro de chama

estdo apresentadas na Tabela 7.
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Tabela 7 — Condicdes operacionais do fotobmetro de chama

Condigbes de analise

Taxa de aspiracéo da amostra (mL min™)
Ar comprimido (L min™)

Pressao (kgf/cm?)

0 Fk © O

Tempo de estabilizacdo da leitura (segundos)

As amostras e reagentes foram pesadas em uma balanca analitica
Ohaus Adventurer modelo AR 2140 com precisao de 0,1 mg e tara maxima de
210 g.

Para a digestdo acida das amostras, foi utilizado um bloco digestor da
Marconi, modelo MA 4025, equipado com um sistema de dedo-frio com
circulacdo de &gua que foi desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa. A
Figura 5 apresenta a ilustracao do sistema de dedo-frio utilizado.

A
ou a\l/ (@

Vista Superior
Agua<—
— i

i #—— Rolha de PTFE

1 ~

Vista Lateral

> Dedo Frio

>Tubo de Digestao

Figura 5 — Esquema representativo do sistema de dedo-frio com circulacéo de

agua.
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A Figura 6 apresenta duas fotos do bloco digestor com o sistema de
dedo-frio em funcionamento, onde é possivel visualizar as amostras em

processo de digestéo e a liberagao dos gases do tipo NOx.

(A) (B)

Figura 6 — (A) Bloco digestor com auxilio do dedo frio, (b) liberacdo de NOXx

durante o processo de digestao.

4.2. Reagentes

Os reagentes utilizados em todos os experimentos foram de grau
analitico. Agua ultrapura foi obtida através de um sistema Direct-Q 3 de
purificacdo (Millipore Corporation, Bedford, USA) com resistividade de 18,3
MQcm. Acido nitrico 65% (v/v) e &cido férmico 85% (v/v) (Vetec, Rio de
Janeiro, Brasil) foram bidestilados abaixo dos seus respectivos pontos de
ebulicdo em um destilador de quartzo MA-075 (Marconi, Piracicaba, SP, Brasil).
Surfactante Triton X-100 (Sigma-Aldrich), anti-espumante Antifoam A (Fluka) e
0 tampdo espectroscopico de cloreto de césio e lantanio, conhecido como
solucdo de Schinkel (Fluka) que contém 100 g/L La e 10 g/L CsCl também
foram utilizados.

Para a calibracdo utilizando o método da emulsdo, preparam-se
solucdes padrdes de Ca, Mg e K por diluicdo das respectivas solucbes padréo
estoque contendo 1000 mg L™ (Fluka, Buchs, Alemanha) de cada analito com
agua deionizada. As solucdes de calibracdo foram entdo preparadas pela
adicdo de 0,5g de 6leo mineral e diluidas com &acido férmico e Triton X-100 nas
concentracdes otimizadas. Para a curva de calibracdo utilizando o método da
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digestdo acida, as solu¢des de calibracédo foram diluidas com HNO3; 2,93 mol L
1

Quando o procedimento da norma ABNT NBR 15556 [26] foi
empregado, foi utilizado xileno P.A. (Vetec) e 6leo mineral (vaselina liquida),
com viscosidade de 10,8 mm?%/s a 13,6 mm?s, a 40 C e massa especifica de
0,828 g/mL a 0,856 g/mL (Vetec) para a diluicdo das amostras e preparo das
solugdes de calibragédo. Para a construcdo da curva de calibragéo, foi utilizada
uma solucdo multielementar de padrdo organometélico (S-21+K - Conostan,
Champlain, EUA), contendo 885 pg g de cada analito. Uma solugéo diluente
e branco de 6leo mineral em xileno (120 g L™) foi preparada diluindo-se 120 g

de 6leo mineral com xileno a 1000 mL em um baldo volumétrico.

4.3 Descontaminag&o do material

Os tubos de polipropileno (PP), materiais de vidro e os tubos do bloco
digestor foram lavados primeiramente com agua de torneira, seguidos de
imersdo em uma solugcdo 10 % (v/v) de HNOs3 por pelo menos 48 h, sendo
posteriormente lavados com agua deionizada e secos em capela. Ja, os
materiais que foram utilizados para o preparo das emulsbées foram
primeiramente lavados com sabao liquido e agua corrente, logo passaram por
um banho de KOH 10% (v/v) em alcool etilico para remocéo do 0leo retido nas
paredes dos frascos para evitar uma possivel contaminacdo do banho de &cido
nitrico e, posteriormente, foram lavados novamente com agua destilada e agua
ultrapura para serem transferidos para o banho de HNOj; para completa
descontaminacéo dos frascos. Logo foram lavados com agua destilada e agua

ultrapura e secos a temperatura ambiente na capela.

4.4. Amostras

Para o desenvolvimento dos procedimentos de preparo de amostras e
verificacdo das concentragGes dos analitos, amostras de biodiesel de diferentes
fontes (soja, palma, mamona, girassol, pinhdo manso, algodéo, 6leo de fritura,

sebo bovino, algas, etc.) foram empregadas.
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As amostras foram cedidas pelo Laboratério de Absorcdo Atdmica da
Pontificia Universidade Catdlica do Rio de Janeiro (PUC-Rio0) e pela planta de

biodiesel BrasilEcodiesel, situada em Rosario do Sul, RS.

4.5. Procedimentos de preparo das amostras

4.5.1. Procedimento 1 — Emulsdes

Pesou-se aproximadamente 0,5 g de amostra de biodiesel diretamente
em tubos graduados de polipropileno, seguidos da adi¢cdo de 15 mL de &cido
férmico e 15 gotas de Triton X-100. Ao final, as concentracdes de acido formico
e Triton X-100 foram 25,5% (v/v) e 0,84% (v/v), respectivamente. O volume
final foi completado para 50 mL com agua ultrapura. Antiespumante (3 gotas)
foi adicionado de modo a evitar a formacao de espuma na solugdo durante as
analises.

As curvas de calibracdo foram preparadas de maneira similar as
emulsdes, substituindo a amostra de biodiesel pelo 6leo mineral de base, para
“simular a matriz” e foi feito a dicdo de padrdes inorganicos de Ca, Mg e K.
Antes de cada medida instrumental, as emulsdes foram manualmente agitadas
para uma completa homogeneizacdo da mesma e nao separacdo das fases

durante as analises.

4.5.2. Procedimento 2 — Digestéo via umida

O procedimento de preparo das amostras através da mineralizacéo
consistiu em pesar aproximadamente 0,25 g de amostra de biodiesel
diretamente nos tubos de vidro do bloco digestor, seguida da adicdo de 5 mL
de HNOg3 bidestilado. O sistema foi levado ao aquecimento no bloco digestor, o
qual iniciou em 50C e foi aumentando lentamente, até a temperatura de
220<C. A mistura ficou sob aquecimento por um perio do de 4h. Durante este
aquecimento, o sistema de dedo-frio foi utilizado, evitando assim de vapores de

acidos serem projetados para fora do tubo.
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Posteriormente, a solucdo resultante da decomposicdo, apoés
resfriamento, foi diluida a 50 mL com agua ultrapura. As soluc¢des de calibracdo
foram preparadas com padrbes aquosos de Ca, Mg e K, nas mesmas

condi¢cbes de acidez da amostra.

4.5.3 Procedimento 3 - Procedimento da norma NBR AB  NT 15556

As amostras foram preparadas em conformidade com o procedimento
descrito pela norma ABNT NBR 15556 [26]. Para este procedimento, pesou-se
aproximadamente 1g de amostra de biodiesel diretamente nos tubos de
polipropileno de 15 mL, seguida da adicdo do xileno e avolumados a 10 mL
com 0 mesmo.

Para a obtengéo da curva de calibracdo, as solu¢gbes de calibragao
foram preparadas por diluicdo apropriada das solucbes de padréao
organometalico com o 6leo mineral em solucéo de xileno (120 g L™), para
corresponder a viscosidade das solucbes de amostra. As solugcbes das
amostras foram entdo analisadas pelas técnicas de FAAS ou FAES

imediatamente, devido a instabilidade das mesmas.

4.6. Exatidao

A exatiddo dos métodos desenvolvidos foi avaliada através da analise de
um padréo de controle de biodiesel B-100 (Standard reference control B-100
Biodiesel-Conostan) enriquecido com 20 mg g* de Na, K, Mg, Ca e P e através
da aplicacdo da norma ABNT NBR 15556 [26] com dilui¢do direta com xileno.

Testes de adicdo e recuperacdo também foram realizados para o
procedimento com emulsdes. Para o procedimento usando a digestdo acida, os
resultados obtidos foram comparados com aqueles obtidos pela técnica de ICP
OES.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Emulsdes com acido formico e Triton X-100

5.1.1 Efeito da concentracdo de acido férmico

Inicialmente, foram avaliados alguns parametros para a obtencdo de uma
emulsdo para a determinacdo de Na, K, Mg e Ca nas amostras de biodiesel
usando o acido férmico e o Triton X-100.

Normalmente, as emulsfes séo preparadas com acido nitrico seguido da
adicdo de um surfactante, como por exemplo o Triton X-100 e da diluicdo com
dgua ou um solvente, como o n-propanol. Nestas condicbes, se tem a
formacdo de uma microemulsdo, ou seja, uma solucdo que € formada
espontaneamente e é estavel por um tempo indefinido.

Ja uma emulsdo, também denominada de macroemulsdo, apresenta
baixa estabilidade e é necessario uma agitacdo manual ou por Vortex para uma
completa mistura das fases antes da analise como ja citado anteriormente. De
acordo com os dados da literatura, até o presente momento, apenas
microemulsdes de biodiesel foram analisadas para a determinacdo de
elementos como Na, K, Mg, Ca, Cu, Fe, etc.

O &cido férmico, de férmula molecular HCOOH, é um &acido organico de
baixo peso molecular, muito utilizado para a dissolu¢édo de materiais biologicos,
além de ser um reagente com baixa toxidade, quando comparado com o0s
solventes organicos. Desta forma, optou-se em utilizar o &cido féormico como
um novo reagente para o preparo das emulsdes de biodiesel e determinacdo
de metais como Ca, Mg e K.

Para isso, foi otimizado a concentracdo adequada empregada na
emulséo, a fim se obter os melhores resultados. A Figura 7 apresenta o estudo
para a obtencdo da melhor concentracdo de acido formico a ser utilizada no
preparo das emulsdes. As determinacdes para Ca e Mg foram realizadas pela
técnica de F AAS e a de K foi realizada pela técnica de F AES, através da
comparacao dos sinais de absorvancia ou emissao obtidos para uma solucéo

padrdo aquosa contendo Ca, Mg e K e para uma amostra de biodiesel de soja
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com adicdo de padrdes aquosos. Para este estudo, foi estabelecida uma

quantidade fixa de Triton X-100 equivalente a 15 gotas.
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Figura 7 — Efeito da concentracdo de acido formico. (-[J-) solu¢do padréo
aquosa contendo 0,5 mg L™ de Ca e Mg ou 0,4 mg L™ de K e (-O-) biodiesel
de soja contendo 0,5 mg L™ de Ca e Mg ou 0,4 mg L™ de K. Triton X-100
0,84% (viv).

De acordo com os dados apresentados pela Figura 7, verificou-se que
para cada analito foi encontrada uma concentracdo 6tima de acido formico. De
modo a usar uma unica emulsdo com a mesma concentracdo de acido férmico
para a determinacdo de todos os analitos e sem ocasionar perda na
sensibilidade, optou-se em usar a concentragédo de 25,5% v/v que equivale a
15 mL de acido formico bidestilado usado para o preparo de 50 mL da
emulséo.

Os gréficos de estudo da melhor condicao de trabalho para cada reagente
adicionado para a preparacdo das emulsdes foram normalizados com a
finalidade de se corrigir qualquer tipo de oscilagdo no sinal analitico durante as
analises, uma vez que a sensibilidade das curvas analiticas pode sofrer
pequenas variacOes diarias. Sendo assim, fica possivel a escolha de um

determinado ponto para as posteriores andlises para todos os elementos.
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5.1.2 Efeito da concentracéo de Triton X-100

O surfatante Triton X-100 foi selecionado para o preparo das emulsdes e
a sua concentracdo também foi avaliada. Os resultados deste estudo estédo
apresentados na Figura 8. Para este estudo, foi estabelecida uma quantidade

fixa de &cido férmico (25,5%), equivalente a 15 mL do acido.
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Figura 8 — Efeito da concentracdo de Triton X-100. (-[J-) solugcéo padréo
aquosa contendo 0,5 mg L™ de Ca e Mg ou 0,4 mg L™ de K e (-O-) biodiesel
de soja contendo 0,5 mg L™ de Ca e Mg ou 0,4 mg L™ de K. Concentracéo de

acido formico: 25,5% (v/v).

De acordo com os resultados apresentados pela Figura 8, verificou-se
que foram necessarias 15 gotas de Triton X-100, o que equivale a uma
concentracéo final de 0,84% (v/v). Esta concentracdo foi calculada levando em
consideracao a densidade do Triton X-100. Observou-se que para Ca e Mg, o
aumento da quantidade de Triton X-100 ndo causou um aumento significativo
no sinal de absorvancia na presenca da amostra. Para K, foi observado um
aumento no sinal de emissdo com a adicdo de até 0,4 mL de Triton X-100.
Com isso, a adicao de 0,4 mL (~ 15 gotas) de Triton X-100 foi adotada, o que
leva a uma concentragéo final de 0,84% (v/v) na emulséo.

A determinacdo de Na nas amostras de biodiesel também foi avaliada
através da técnica de F AES. No entanto, foi observado que o branco de Na

usando Triton X-100 foi muito alto, o que inviabilizou a determinag&o do Na nas
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amostras de biodiesel. O branco de Na no acido férmico também foi avaliado e
o mesmo foi baixo, mas mesmo assim, ndo foi possivel realizar a quantificacéo

deste elemento no biodiesel.
5.1.3 Efeito da concentracdo do tampéao de ionizacao

Para a determinacéo de Ca e Mg por F AAS usando uma chama do tipo
ar-acetileno, foi realizado um estudo de otimizacdo da concentracdo necessaria
de uma solucdo tampdo de cloreto de césio lantanio. Esta solucdo é
comumente utilizada quando se pretende determinar elementos que s&o
facilmente ionizados nestes atomizadores, a fim de proporcionar uma completa
minimizacdo das possiveis interferéncias de ionizacdo na chama. A Figura 9

apresenta os resultados deste estudo.
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Figura 9 — Efeito da concentragdo do tampéao de ionizagcdo CsCl/LaCl; no sinal
de absorvancia (-[J-) solucdo padrdo aquosa contendo 0,5 mg L™ de Ca e Mg
e (-O-) biodiesel de soja contendo 0,5 mg L™ de Ca e Mg. Concentracgéo de
acido férmico: 25,5% (v/v) e Triton X-100 0,84% (v/v).

Através dos resultados apresentados na Figura 9, pode-se observar que,
na auséncia da solucdo tampao, o sinal analitico de Ca foi fortemente afetado,
ocorrendo uma supressdo em torno de 35%, devido possivelmente a

interferéncia de ionizacdo. No entanto, foi observado, que com a presenca de
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apenas 0,05 % (m/v) de LaCl; ou 0,005 % (m/v) CsCl, o sinal de absorvancia ja
alcanca o seu valor maximo. Lantanio (La) € normalmente utilizado com agente
de liberacdo em chamas mais frias, como é o caso da chama ar-acetileno
(2250C) e Césio (Cs) é um tampéao de ionizacdo. Para o Mg, a presenca do
tampdao nao influenciou significativamente no sinal de absorvancia, mostrando
que ndo ha interferéncia de ionizacdo neste caso. Assim a concentracdo de
0,15% (m/v) de LaCl; e 0,015% (m/v) de CsCI foi escolhida como sendo

adequada para a determinacédo de Ca e Mg em biodiesel por F AAS.

5.1.4 Estabilidade dos analitos

Uma parte importante de um procedimento de rotina € que os analitos nas
solucbes da amostra e calibracdo (emulsdes) permanecam estaveis por pelo
menos algumas horas para que a analise possa ser realizada sem perdas de
precisao e exatidao.

Diversos trabalhos tém demonstrado que solugdes organicas que
contenham metais traco podem sofrer perdas depois de alguns minutos apenas
[55,56]. Desta forma, a estabilidade dos analitos (Ca, Mg e K) foi avaliada ao
longo de um periodo de 4 horas nas emulsdes de biodiesel enriquecidas com
0,9 mg Lde Ca; 0,2 mg L*de Mg e 0,5 mg L™de K, escolhidas de acordo com
a faixa de calibracdo utilizada nas respectivas solu¢cdes padrbes, contendo
25,5% v/v de acido formico e 0,84% v/v de Triton X-100. A Figura 10 apresenta
0s resultados obtidos deste estudo.
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Figura 10 — Efeito da estabilidade dos analitos. (-[1-) solucédo padrédo aquosa
contendo 1,0 mg L™* de Ca e K e 0,2 mg L™ de Mg; (-O-) biodiesel de soja
contendo 1,0 mg L* de Ca e K e 0,2 mg L™* de Mg. Concentracdo de &cido
formico: 25,5% v/v e Triton X-100 0,84% v/v

Conforme mostrado na Figura 10, os resultados demonstraram que 0s
analitos Mg e Ca se mantiveram estaveis no meio emulsionado por 1-2 horas.
Assim, a fim de se obter resultados precisos, € recomendado que as amostras
sejam analisadas dentro desse periodo, ap0s a preparacdo da emulsdo. Para
Ca, os resultados de estabilidade para dos analitos mostraram que a solucéo
deve ser analisada em até 1h apdés o seu preparo. De modo a néo ter
problemas de diminuicdo do sinal de Ca, as solu¢cdes foram preparadas e

imediatamente lidas.

5.1.5. Parametros de mérito

A Tabela 8 apresenta os principais parametros de mérito obtidos para a
analise de emulséo do biodiesel por F AAS para Ca e Mg e por FAES para K.
Apresenta também, os parametros de mérito obtidos para a analise utilizando o
procedimento recomendado pela norma ABNT NBR 15556 [26]. Para a
obtencao destes parametros, uma curva de calibragcédo externa foi utilizada e as
solucdes de calibracdo foram preparadas com padrdes inorganicos dos Ca, Mg
e K, com 25,5% (v/v) de acido férmico e 0,84% (v/v) de Triton X-100, como
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descrito na parte experimental. A fim de minimizar as diferencas de viscosidade
entre as amostras de biodiesel e solugcbes de calibragdo, o 6leo mineral foi
adicionado as solucdes de calibracdo para promover este ajuste. Esse

procedimento é recomendado pela norma [26].

Tabela 8 — Parametros de mérito para o procedimento baseado na formacéo
de emulsdo e para o procedimento recomendado pela norma ABNT NBR
15556 [26)].

Analito . Faixa linear LD? LQP LD®
(até,mgL™® (mgL™") (mgL™") (mgkg™)
Emulséo
Ca 0,999 2,0 0,022 0,075 2,30
Mg 0,997 0,4 0,002 0,008 0,20
K 0,999 0,9 0,007 0,023 0,70
Diluicdo com xileno
Ca 0,999 2,0 0,015 0,15 1,50
Mg 0,999 0,4 0,002 0,018 0,18
K 0,999 0,8 0,002 0,022 0,22

LD%: Limite de deteccdo instrumental; LQ": Limite de quantificacédo; LD®: Limite
de deteccdo na amostra original.

A faixa linear das curvas de calibracdo para o Ca, Mg e K foram
selecionados com base no intervalo de concentracdes de analito (concentragéo
maxima admissivel de 5 mg L") que deve ser esperado em acordo com a
legislacdo. A partir das curvas de calibracdo, os limites de deteccdo
instrumental, quantificacdo e limite de deteccdo na amostra original foram
obtidos.

O caélculo do limite de deteccdo (LD) foi realizado de acordo com a

seguinte férmula:

LOD = j*SDhI‘ﬂDED": S

Em que SD é o desvio padrdo das leituras de absorvancia do branco

(n=10) e S é ainclinacdo da curva de calibracéo.
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Para o calculo do limite de quantificacdo (LQ) que expressa a menor
massa ou concentracdo que pode ser quantificada com uma dada certeza
estatistica, foi utilizada a seguinte equacgéo:

LOQ = 10*SDppnce/ S

Para o calculo do LD na amostra original, a massa de amostra utilizada
para preparar a emulsdo e os fatores de diluicdo foram tidas em conta. De
acordo com os dados apresentados na Tabela 8, os limites de detecc¢do, nas
condi¢des otimizadas, sdo adequados para a analise do biodiesel de acordo
comos limites estabelecidos na legislacdo brasileira. Em comparacdo com os
parametros de meérito obtidos quando o procedimento recomendado pela
norma ABNT NBR 15556 [26] foi usado, o0 método proposto usando emulsdes
mostrou melhores limites de deteccdo e melhorou a sensibilidade para Ca e
Mg.

Os valores de LD e LQ, quando comparados aos obtidos por Chaves e
colaboradores [27] e por Jesus e colaboradores [33] que determinaram Ca, Mg
em K em amostras de biodiesel usando microemulsdes, mostraram melhor

desempenho.

5.1.6. Influéncia da matriz

A influéncia da matriz foi investigada por meio da observagdo das
inclinacbes das curvas de adicdo do analito nas amostras de biodiesel de
diferentes origens e viscosidades (sebo bovino, soja, algas e mamona). Estas
curvas de adicdo foram preparadas pela adicdo dos padrbes inorganicos de
Ca, Mg e K diretamente nas emulsdes de biodiesel. As curvas de calibrag&o
externa foram preparadas conforme descrito anteriormente. Os resultados
apresentados na Tabela 9 demonstraram que ha um pequeno efeito
multiplicativo de matriz em relagdo as diferentes amostras e da curva de
calibragdo externa, demonstrado pelas diferencas entre os valores de
inclinacdo. Isto confirma que os resultados de concentragcédo obtidos quando se
utiliza a curva de calibracdo externa podem néo serem verdadeiros. De modo a

contornar este inconveniente, quando se tem amostras de biodiesel de
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diferentes fontes e viscosidades, a calibracéo por “matrix matching” é o método
mais recomendavel, pois com ele se consegue reproduzir a matriz da amostra.
Para isto, deve-se escolher uma amostra de biodiesel com
concentracfes muito baixas de Ca, Mg e K, preferencialmente abaixo do LD.
Com a aplicacdo deste procedimento, tem-se uma aproximacdo da matriz e

assim é possivel fazer a calibracado utilizando apenas uma amostra.

Tabela 9 — Inclinacdes (+ desvio-padrao) das curvas de adicdo em amostras de
biodiesel de diferentes origens obtidas por F AAS para Ca e Mg e por F AES

para K, usando o procedimento de emulsoes.

Inclinagdo (L mg™)+SD

Biodiesel Ca Mg K
Sebo bovino 0,099 (+ 0,001) 1,854 (+ 0,013) 1,549 (£ 0,064)
Soja 1 0,095 (+ 0,001) 1,860 (£ 0,014)  1,547(+0,017)
Mamona 0,098 (+ 0,002) 1,927 (+0,016)  1,666(+ 0,110)
Soja 2 0,095 (+ 0,001) 1,884 (+ 0,027) 1,561(+ 0,065)
Alga 0,086 (+ 0,004) 1,844 (+ 0,016) 1,555(+ 0,038)

Calibracao Externa

0,085 (+ 0,001)

1,732 (+ 0,035)

1,829 (+ 0,028)

SD: Desvio Padrao

Estas inclinacbes podem ser mais bem visualizadas através das curvas
de adicdo demonstradas na Figura 11, onde os resultados demonstram que o
uso da matriz correspondente de calibracdo externa (6leo mineral) € possivel
em todos os casos, visto que ndo foi observado diferencas significativas em

relacdo a matriz de diferentes amostras.
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Figura 11 — Curvas de adicdo para diferentes amostras de biodiesel. Faixa

linear de 0 a2 mg L™ para Ca (A), de 0 a 0,4 mg L™ para Mg (B) e para K (C).

5.1.7. Estudos de Precisao e Exatidao

A exatiddo da metodologia proposta foi avaliada usando um padréo
controle de biodiesel contendo 20 mg kg™ de Ca, Mg e K, e a precisdo de
acordo com o desvios padrao relativo. A Tabela 10 apresenta os resultados de
concentracdo de Ca, Mg e K obtidos neste material que foi preparado como
emulsdo com acido férmico e Triton X-100.
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Tabela 10 — Concentracdes (mg kg™ + SD) de Ca, Mg e K obtidas no padrdo
controle de biodiesel preparado como emulsdo com acido férmico e Triton X-
100 (n=3).

Analito Valor encontrado RSD (%) Valor Esperado*
Ca 19,60 £ 0,23 1,2 20,0
Mg 23,40+£0,14 0,7 20,0
K 19,91 £ 0,13 0,7 20,0

* Valor de desvio-padrédo nao informado pelo fabricante.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 10 e a aplicacao
do teste t para um nivel de confianca de 95%, foi observado que néo houve
diferenca significativa entre os valores encontrados e esperados para Ca e K,
comprovando a exatiddo do método para estes analitos. Para Mg, o valor
encontrado foi 17% superior ao valor esperado. No entanto, como o fabricante
do material de referéncia ndo informa os valores de desvio-padrédo para estes
analitos, este resultado pode ser considerado. O teste t foi aplicado de acordo
com a seguinte equacao:

X - V.
tcalculado = ‘T \/N

A exatiddo também foi avaliada por testes de adicdo e recuperacao.
Para isso, fez-se a adicdo de trés concentracdes dentro do intervalo da faixa
linear de calibracdo. As adicbes foram feitas nas amostras originais e 0s
resultados obtidos sdo apresentados pela Tabela 11.

As recuperagOes das concentracbes adicionadas variaram de 94 a
107%, apoiando a exatiddo do método.
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Tabela 11 — Concentracbes medidas de Ca, Mg por F AAS e K por F AES
(mg L%, n=3) em amostras de biodiesel ap6s a adicdo de diferentes

concentracdes na amostra original

Adicdes (mg L %)

Ca
0,50 1,00 1,50
Sebo Bovino 0,50 1,01 1,51
Soja 1 0,53 1,07 1,50
Mamona 0,52 0,98 1,52
Soja 2 0,48 1,01 1,52
Alga 0,53 1,06 1,49

Mg
0,10 0,20 0,30
Sebo Bovino 0,10 0,19 0,30
Soja 1 0,11 0,19 0,30
Mamona 0,10 0,20 0,30
Soja 2 0,09 0,19 0,29
Alga 0,10 0,20 0,29

K
0,10 0,20 0,30
Sebo Bovino 0,09 0,19 0,30
Soja 1 0,09 0,19 0,30
Mamona 0,08 0,19 0,30
Soja 2 0,08 0,20 0,30
Alga 0,10 0,19 0,30

A Tabela 12 apresenta os resultados de concentragbes medidas de Ca e
Mg por F AAS e K por F AES em amostras de biodiesel de diferentes origens
preparados como emulsfes. As concentracdes foram obtidas usando
calibragdo externa com solugbes de calibragdo preparadas com padroes
inorganicos de Ca, Mg e K. As amostras de Sebo Bovino, Soja 1 e Mamona 1

apresentaram concentracdes de Ca, Mg e K abaixo do limite de deteccao, e as
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amostras de Soja 2 e Alga apresentaram concentracdes abaixo do limite de

deteccéo para Mg e K.

Tabela 12 — Concentra¢cdes (mg Kg™, + SD) de Ca, Mg e K obtidas em

diferentes amostras de biodiesel (h=3) usando o procedimento de emulséao.

Ca Mg K
Sebo Bovino <LD <LD <LD
Sojal <LD <LD <LD
Mamona 1 <LD <LD <LD
Soja 2 0.023 £0.01 <LD <LD
Alga 0.024 £0.01 <LD <LD
Soja 3 3.09+0.14 1.64 +0.04 1.17+0.01

A Tabela 13 demonstra os resultados obtidos usando as amostras
preparadas na forma de emulsdo com os obtidos através do procedimento
comparativo da norma (ABNT NBR 15556 [26]). Para este estudo, fez-se o
enriquecimento das amostras com 16,1 mg Kg' de cada analito. Esta
concentracdo foi adotada a fim de atingir a menor incerteza possivel,
considerando os instrumentos volumeétricos disponiveis no laboratorio. Os
resultados mostraram uma excelente concordéncia entre o0s dois
procedimentos, com desvio-padrédo relativo menores que 9% para os testes de

recuperacao.
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Tabela 13 — Concentracdes de Ca, Mg e K (mg Kg* + SD) obtidas em

amostras de biodiesel fortificadas preparadas na forma de emulsdes e diluidas

com xileno (n=3) [26].

Emulsao ABNT NBR 15556
Ca
Mamona 16,38 + 0,30 15,83 £ 0,02
Palma 14,95 + 0,31 16,11 £ 0,02
Babacu 18,17 £ 0,21 16,79 £ 0,04
Girassol 16,41 £0,48 16,54 £ 0,06
Soja 16,54 + 0,43 16,39 + 0,02
Mg
Mamona 18,03 +0,43 16,80 + 0,02
Palma 17,63 £0,32 17,03 £ 0,03
Babacu 16,39+ 0,72 17,11 £ 0,06
Girassol 16,75 0,41 15,97 £ 0,04
Soja 18,06 + 0,97 16,67 + 0,03
K
Mamona 16,32 £ 0,41 16,66 £ 0,13
Palma 15,69 £ 0,31 14,85 + 0,10
Babacu 16,28 + 0,33 15,63 + 0,09
Girassol 16,61 £ 0,37 15,91 £ 0,06
Soja 15,75 +0,38 17,35+ 0,09
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5.2 Digestéo &cida com sistema de dedo frio

A mineralizacdo das amostras de biocombustiveis com misturas de acidos
minerais fortes tem sido uma alternativa bastante utilizada de modo a minimizar
perdas dos analitos por volatilizagdo e proporcionar a conversdo das espeécies
organometalicas em ions inorganicos, possibilitando assim, o uso de solugfes
padrdo aquosos para a calibragao.

Pensando nisso, este trabalho propfe outro método simples de preparo
das amostras de biodiesel. O procedimento proposto envolve a digestdo acida
em um sistema aberto com auxilio de um sistema de dedo frio com refluxo de
agua fria. O sistema do dedo-frio foi utilizado para reduzir perdas dos analitos
por volatilizacdo, possibilitando desta forma a utilizacdo de temperaturas de
abertura de amostra maiores, geralmente acima do ponto de ebulicdo dos
acidos utilizados.

Inicialmente, foram testadas diferentes misturas de acidos para avaliar
qual delas teria maior eficiéncia de digestdo das amostras de biodiesel. A

seguir, serdo apresentados os resultados e as discussdes destes estudos.

5.2.1. Mistura H 2804/HN03/H202

Para este estudo utilizaram-se amostras de biodiesel de soja e de Gleo de
fritura. Pesaram-se aproximadamente 250 mg das amostras diretamente nos
tubos de digestdo e em seguida fez-se a adicdo de 3 mL de H,SO4 95-97%.
Esta mistura foi levada para aquecimento a 80C e a temperatura foi
gradativamente aumentada até atingir 150C. A mistura permaneceu entao
nesta temperatura durante 2 horas e foi realizada a agitacado dos frascos em
periodos de 30 em 30 minutos. Subsequentemente as amostras foram
resfriadas a temperatura ambiente e entéo fez-se a adicdo de 3 mL de HNO;
bidestilado, com posterior aquecimento o qual iniciou a 50T e subiu
lentamente com cuidado para ndo projetar a amostra para fora do tubo até
2207, onde as amostras permaneceram a esta temperatura por mais 4 horas.
Este processo de digestdo levou em torno de 6 horas para ser completado.
Posteriormente, com as amostras resfriadas a temperatura ambiente, foi

adicionado lentamente 2 mL de H,O, para dar continuidade ao processo de
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digestdo, deixando-as em repouso, fora do aqguecimento, durante 12 horas
(overnight). Em seguida, as amostras foram levadas ao aquecimento lento,
iniciando a 50C até 150C, por 2 horas, sendo em s eguida novamente
resfriadas e transferidas para tubos volumétricos de 50 mL e aferidas a 15 mL
com agua deionizada. Ao final do procedimento, foi observado visualmente que
esta metodologia era suficiente para eliminar a matéria organica da amostra,
tendo em vista que esta, ao final do processo ficou limpida como agua. No

entanto, o tempo de digestao foi muito grande.

5.2.2 Mistura HNO 3/H>05

Em virtude do tempo de digestdo da mistura anterior ser muito longo,
optou-se em retirar o H,SO,4 e proceder a digestdo apenas com a mistura de
HNO3; e H,0O,, com o intuito de se utilizar menos reagentes e diminuir o tempo
de digestdo. Para isso, pesaram-se aproximadamente 250 mg de amostras de
biodiesel (foram testados biodiesel de mamona e 6leo de fritura) e adicionaram-
se 3 mL de HNO;3; ficando sob aquecimento por 4h a temperatura constante de
220C. Apods resfriadas a temperatura ambiente, foram adicionados 2 mL de
H,O, aos tubos e mantidos em repouso fora do aquecimento (overnight). Apds
esse periodo de repouso, as amostras voltaram ao aquecimento por mais 2
horas a 150C. Logo, as amostras foram resfriadas a té temperatura ambiente e
entdo transferidas para tubos graduados de 50 mL e aferidas a 15 mL com
agua deionizada. Ao final desse procedimento, também foi observado que as
amostras tinham sido digeridas, assim como no método anterior mas o tempo

de digestéo ainda foi longo.

5.2.3 Mistura HNO 3/HCI

Também foi testada a digestdo com uma solucéo de agua régia (3 mL de
HCl para 1 mL de HNO3) e foi adicionado 4 mL dessa solu¢cdo nas amostras de
biodiesel, que foram levadas ao aquecimento por 4 horas a 110C. Logo, as
amostras foram resfriadas a temperatura ambiente e entdo adicionaram-se 2
mL de H,O, e deixaram-se em repouso durante a noite (overnigt). Passado o

tempo de repouso, as amostras foram colocadas no bloco digestor e aquecidas
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por mais duas horas a 150C. No entanto esse proced imento nao foi eficiente,
pois essa mistura de acidos ocasionou muita presséo interna dentro dos tubos,

resultando na projecao das amostras e por consequéncia, perda de material.

5.2.4. HNO3

Por fim, foi testado a digestdo apenas com a adicdo de HNOg bidestilado,
para se tentar minimizar cada vez mais a utilizacdo de reagentes, diminuir o
risco de contaminacdo das amostras e o0 tempo de digestdo. Quando a
digestdo usando a mistura de HNO3; e H,O, foi realizada (item 5.2.2), foi
observado que antes da adi¢cdo do H,O, e 0 tempo de repouso, a solucao ja
apresentava uma caracteristica de digestao quase completa. Assim, pensou-se
em retirar o H,O, e proceder a digestdo somente com o HNOj3; Para isso,
pesaram-se 250 mg das amostras diretamente nos tubos de digestdo e
adicionaram-se 5 mL de HNOj; bidestilado. A mistura foi entdo colocada no
bloco digestor e levada ao aquecimento por um periodo de 4 horas a 220TC. Ao
final do procedimento, pode-se observar que apenas com 0 aumento do
volume de acido nitrico de 3 mL para 5 mL e o aumento da temperatura de
150 para 220C ja foi possivel fazer a abertura d esse tipo de amostra. Ao
final, as amostras foram resfriadas até a temperatura ambiente e foram
transferidas para os tubos de polipropileno de 50 mL.

Logo, apds terem sido testadas diversas metodologias de digestdo acida, foi
definido que a melhor a ser utilizada seria a digestdo que utilizou apenas o
HNO3, pois ela utiliza apenas um reagente, sem a necessidade de adicbes ao

longo do procedimento e se mostrou tdo eficaz quanto as outras testadas.

5.2.5. Estudo da variagdo da massa da amostra para  digestao acida

ApoOs ter sido estabelecido o tipo de acido adicionado para o processo de
digestdo das amostras, bem como o seu respectivo volume, foi realizado um
estudo da melhor massa de amostra a ser utilizada. Para isso, foram testadas
diferentes massas de amostras de biodiesel, para verificar qual seria mais
apropriada para se usar no método de preparo, de modo a melhorar os limites

de deteccdo e conseguir determinar maiores concentracdes dos analitos.
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Essas massas variaram entre 250, 500, 750 e 1000 mg. As amostras foram
pesadas diretamente nos tubos do bloco de digestédo, seguido da adi¢cao de 5
mL de HNO3; e mantidas sob aquecimento a 220<C por 4h.

Ao final deste teste, pode se observar visualmente, como € mostrado na
Figuras 12, que para a massa de 250 mg, a amostra foi digerida
completamente, sem nenhum resquicio do 6leo de biodiesel. No entanto, a
partir das massas de 500 até 1000 mg, ficou cada vez mais presente na
amostra nas paredes do frasco. Provavelmente, com a adicdo de um volume
maior de HNOg3, proporcional a massa da amostra, seria possivel digerir essas
amostras, assim como foi feito com a primeira massa. Por conta disso, foi
estabelecido a utlizacdo de uma massa de 250 mg de amostras para

realizacdo do procedimento.

Figura 12 — Estudo da variacdo de massas das amostras de biodiesel para o

processo de digestao.

5.2.6. Determinacéo da concentracao final de HNO 3 ap0s o processo
de digestéo - Titulagdo com Na ,COg3

Para a digestdo das amostras, foi utilizado o acido nitrico concentrado
(65,5% m/v). De modo a determinar a concentracdo final de HNO3 que ficou no
final do processo de digestdo, foi feita uma titulagdo da amostra com uma
solucdo de carbonato de sédio (Na,CO3) em triplicata. A concentracdo do acido

antes do processo de digestdo era de 2,93 molL™. Apés a digestdo, a
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concentracdo final foi de 2,68 mol.L"* com uma recuperacdo de 91,5%, um
desvio de 0,0058 e um desvio padrao relativo de 0,22% das titulagdes.

A partir deste resultados, foi possivel determinar as condi¢des de acidez
para se construir a curva de calibragédo através do uso de padrbes aquosos.

Deste modo, concluiu-se que apd6s o processo de digestdo, a matriz
resultante da amostra apresenta uma concentragdo acida muito semelhante
aguela encontrada nos padrées aquosos. Com isso, 0 risco de interferéncias
por diferenca nas matrizes entre a amostra e padrdes aquosos € minimizado,
uma vez que, de acordo com a taxa de recuperacdo do meio acido apés o
processo de digestdo, ndo foi observado diferencas significativas nas suas
composicoes.

5.2.7. Parametros de mérito

A Tabela 14 apresenta os principais parametros de mérito obtidos para as
analises usando o método da digestdo acida em sistema aberto para a
determinacdo de Ca, Mg e K em amostras de biodiesel. Apresenta também, os
parametros de meérito obtidos para as analises realizadas pela técnica de ICP
OES, para fins de comparacéo. Para a obtencédo destes parametros, uma curva
de calibracdo externa foi utilizada e as solugbes de calibragdo foram
preparadas com padrdes inorganicos dos Ca, Mg e K em meio de HNO3; 2,96

mol L.
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Tabela 14 — Parametros de mérito do procedimento de digestdo acida em
sistema aberto obtidos usando as técnicas de F AAS e F AES em comparacao
com os obtidos pela técnica de ICP OES.

Analito Faixa Linear LD? LQP LD®
(mgL™) (mgL™)  (mgL™  (mgkg™
F AAS (Ca e Mg) e F AES (K)
Ca 2,0 0,999 0,001 0,05 0,12
Mg 0,4 0,999 0,002 0,01 0,36
K 0,9 0,999 0,01 0,05 1,96
ICP OES
Ca 0,2-1,0 0,999 0,01 0,01 1,00
Mg 0,1-1,0 0,999 0,0002 0,01 0,02
K 0,1-1,0 0,999 0,0003 0,01 0,03

5.2.8. Exatidao

Para o método proposto de digestao acida, foram investigadas diferentes

amostras de biodiesel de diversas origens e a exatiddo foi avaliada
comparando os resultados encontrados pelo método proposto, com os obtidos
pelo padrdo controle de biodiesel (Conostan) que contém 20,00 mg Kg™* de

cada analito. Os resultados obtidos sao apresentados na Tabela 15.

Tabela 15 — Resultados das concentracbes (mg Kg* + SD) de Ca, Mg e K
obtidas em amostras de biodiesel (h=3) usando o procedimento de digestédo

acida em sistema aberto.

Ca Mg K
Sojal 6,64 £ 0,51 4,35+0,42 3,36 £ 0,02
Soja 2 57,08 +1,08 4,21 + 0,02 4,38 + 0,03
Soja 3 27,89 + 0,04 3,60 +£0,01 3,40 £ 0,04
Soja 4 28,46 + 0,71 3,52+0,01 3,41 £ 0,05
Oleo de fritura 61,74 +0,11 3,71+0,03 3,44 +0,04
Soja b5 17,30 £ 0,26 4,02+0,01 3,46 £ 0,01
Conostan 20,98 £ 0,86 19,30 + 0,03 21,46 £0,12
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Os valores de concentracdo de Ca, mg e K encontrados para o padréao

controle de biodiesel

sdo concordantes com o Vvalor

de referéncia

demonstrando a eficiéncia do método de digestdo acida em sistema aberto

com dedo frio para o preparo das amostras de biodiesel. Os resultados obtidos

mostraram boa exatiddo e precisdo, com valores de desvio padrédo relativo
(RSD) menor que 5,1%.
Um novo grupo de amostras foi digerido usando o procedimento

otimizado e fez-se entdo as determinacdes das concentracbes de Ca, Mg e K

pelas técnicas de F AAS ou F AES. Os resultados obtidos sédo apresentados na

Tabela 16.

Tabela 16 — Resultados das concentracdes (mg Kg*, + SD) de Ca, Mg e K

obtidas em amostras de biodiesel (n=3) usando o procedimento de digestéo.

Ca Mg K
Soja 1 50,22 + 0,64 0,14 £ 0,01 1,85 +0,02
Mamona 74,18 +£ 0,00 1,92 +0,02 1,24 £ 0,02
Soja 2 33,36 £ 0,42 0,13+0,01 1,83 £0,02
Alga 41,17 £ 0,42 0,14 £ 0,01 1,84 +£0,01
Sebo Bovino 54,44 + 0,64 0,36 0,01 1,23 +£0,02

Para fins de comparagcdo, as mesmas amostras da Tabela 16 foram

digeridas e analisadas com outra técnica, a ICP OES e os resultados obtidos

sao apresentados pela Tabela 17.
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Tabela 17 — Resultados das concentracbes (mg Kg* + SD) de Ca, Mg e K
obtidas em amostras de biodiesel (n=3) pela técnica de ICP OES usando o

procedimento de digestdo acida em sistema aberto para a abertura das

amostras.

Ca Mg K
Sojal 87,18 +10,97 1,42 +£0,21 4,50 + 0,92
Mamona 121,5+24,73 2,76 £0,10 4,39 +0,15
Soja 2 43,80 + 4,06 0,76 £ 0,10 1,41 +0,15
Alga 51,01 £2,76 1,09 £ 0,06 3,61+0,13
Sebo Bovino 56,47 + 5,30 1,06 £0,10 3,59+0,28

Como pode ser observado pelos resultados apresentados pelas Tabelas
16 e 17, concentracbes elevadas de alguns metais foram encontradas nas
amostras e os valores entre os métodos ndo foram concordantes entre si.
Possivelmente, uma contaminacdo dos reagentes pode ter ocasionado estes
valores e esta comparacdo de resultados sera feita novamente, dando
continuidade a este trabalho.

De qualquer modo, os resultados obtidos para a analise do padrao
controle de biodiesel mostram que o procedimento de digestdo acida com
HNO3; em sistema aberto é eficiente, produzindo resultados concordantes com
os valores informados. O método mostrou ser simples, utilizando pouca
quantidade de reagente, sem a necessidade de adicdo adicional durante a
digestdo, minimizando a possibilidade de perdas e/ou contaminacdo dos
analitos. Além disso, apresenta baixo custo, pois utiliza instrumentacao
comumente encontrada nos laboratérios de rotina como bloco digestor.
Certamente, este método pode ser utilizado para o controle destes e outros

metais em biodiesel.
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6. CONCLUSAO

Os procedimentos propostos neste trabalho, emulsbes com acido
férmico e Triton X-100 e digestdo acida, para o preparo das amostras de
biodiesel mostraram ser alternativas simples e direta para determinagdo de
metais Ca, Mg e K em biodiesel em relacdo ao procedimento recomendado
pelas normas que fazem uso da diluicdo com solvente organico.

As emuls6es mostraram uma melhor estabilidade se comparada com o
método de diluicdo em solvente organico com xileno, favorecendo a precisao e
exatiddo das analises. Além disso, 0 método proporcionou o0 uso de reagentes
de baixa toxicidade, comparado com o xileno utilizado no método oficial,
diminuindo os riscos de contaminagao para o analista e contribuindo para a
quimica verde. As curvas de calibragdo podem ser obtidas através do uso de
padrdes inorganicos.

O método de digestdo acida em sistema aberto também se mostrou
simples usando apenas o &cido nitrico e em pouca quantidade, sem a
necessidade de adicdo adicional durante a digestdo, minimizando a
possibilidade de perdas e/ou contaminacdo dos analitos e a obtencdo de um
meétodo eficaz para a digestdo de amostras de matrizes complexas. O tempo
de digestéo foi de 4h, o que torna este método bastante atrativo para aplicacéo
em andlises de rotina. Além disso, € um método de baixo custo, utiliza
instrumentacdo comumente encontrada nos laboratorios.

Certamente estes métodos podem ser utilizados para o controle destes e
outros metais em biodiesel, podendo futuramente utilizar essas metodologias
desenvolvidas em vias de comparagdo com outras, bem como serem aplicadas

em diferentes tipos de matrizes.

53



7. REFERENCIAS

[1] L.C. Meher, V.Sagar, S.N. Naik. Technical aspects of biodiesel production
by transesterification - A review. Renew. Sust. Energy Rev. 10 (2006) 248—268.

[2] I.P. LGbo, S.L.C. Ferreira, R.S. Cruz. Biodiesel: Parametros de qualidade e
meétodos analiticos. Quim. Nova 32(6) (2009) 1596-1608.

[3] Revista Biodieselbr, 16 (2010) 20.

[4] M.R. Monteiro, A.R.P. Ambrozin, L.M. Lido, A.G. Ferreira. Critical review on

analytical methods for biodiesel characterization. Talanta 77 (2008) 593—-605.

[5] S.A. Basha, K.R. Gopal, S.A. Jebaraj. A review on biodiesel production,
combustion, emissions and performance. Renew. Sust. Energ. Rev. 13 (2009)
1628-1634.

[6] G. Knothe, J.V. Gerpen, J. Krahl, L.P. Ramos. Manual de Biodiesel. S&do
Paulo, 2006.

[7] A.C. Pinto, L.L.N. Guarieiro, M.J.C. Rezende, N.M. Ribeiro, E.A. Torres,
W.A. Lopes, P.A.P. Pereira, J.B. De Andrade, Biodiesel: An overview. J. Braz.
Chem. Soc. 16 (2005) 1313-1330.

[8] M.B.M. Garcia, D.B. Milla, A.J. Jimeniz, M.P.H. Artiga. Application of a
fractionary factorial design to the determination of tin in lubricating oils by
continuous flow hydride generation atomic-absorption spectrometry. Fres. J.
Anal. Chem. 364(6) (1999) 527-532.

[9] R. Geris, N.A.C. Santos, B.A. Amaral, I.S. Maia, V.D. Castro, J.R.M.
Carvalho. Biodiesel de Soja — Reac¢ao de Transesterificacdo para aulas praticas
de Quimica Orgéanica. Quim. Nova, 30(5) (2007) 1369-1373.

[10] M.K. Modi, J.R.C. Reddy, B.V.S.K. Rao, R.B.N. Prasad, Lipase-mediated
transformation of vegetable oils into biodiesel using propan-2-ol as acyl
acceptor, Biotechnol. Lett. 28 (2006) 637-640.

[11] T.W. Tan, K. L. Nie, F. Wang, Appl. Biochem. Biotechnol. 128 (2006) 109-

[12] A. Lee, K. Wilson, Catalyst in production of Biodiesel, J. Biobased. Mater.
Bioenergy 1 (2007) 19-30.

[13] http://www.biodieselbr.com/biodiesel/brasil/biodiesel-brasil.htm. Acessado

54



em 04/01/12.
[14] Revista Biodieselbr, n3 (2008) pag.09.
[15] Revista Biodieselbr, n3 (2008) pag. 29.

[16] M. Balat, Production of biodiesel from vegetable oils: A survey, Energ.
Source Part A. 29 (2007) 895-913.

[17] F.G. Lepri, E.S. Chaves, M.A. Vieira, A.S. Ribeiro, A.J. Curtius, L.C.C.
Oliveira, R.C. Campos, Determination of trace elements in vegetable oils and
biodiesel by atomic spectrometric techniques — A Review. App. Spectrosc. Rev.
46 (2011) 175-206.

[18] D. P. C. Quadros, E. S. Chaves, J. S. A. Silva, L.S. G. Teixeira, A. J.
Curtius, P. A. P. Pereira. Contaminantes em Biodiesel e Controle de Qualidade.
Rev. Virtual Quim, 3, n5, (2011) 376-384.

[19] Agéncia Nacional do Petrdleo, Gas Natural e Biocombustiveis, Resolucéo
ANP Numero 7, de 19.3.2008-DOU 20.3.2008.

[20] EN 14108, Fat and oil derivatives - Fatty acid methyl esters (FAME),

Determination of sodium content by atomic absorption spectrometry, (2003).

[21] EN 14109, Fat and oil derivatives - Fatty acid methyl esters (FAME),

Determination of potassium content by atomic absorption spectrometry, (2003).

[22] DIN EN 14538, Fat and oil derivatives - Fatty acid methyl esters (FAME),
Determination of Ca, K, Mg and Na content by optical emission spectral

analysis with inductively coupled plasma (ICP OES), (2006).

[23] ABNT NBR 15554:2008 Produtos derivados de 6leos e gorduras - Esteres
metilicos/etilicos de &cidos graxos - Determinacdo dos teores de célcio,
magneésio, sodio, fosforo e potassio por espectrometria de emissdo 6tica com

plasma indutivamente acoplado (ICPOES).

[24] ABNT NBR 15554:2008 (Produtos derivados de 6leos e gorduras — Esteres
metilicos/etilicos de acidos graxos — Determinacdo do teor de soédio por

espectrometria de absorcao atbmica.

55



[25] ABNT NBR 15555:2008 (Produtos derivados de 6leos e gorduras — Esteres
metilicos/etilicos de acidos graxos — Determinacdo do teor de potassio por
espectrometria de absorgao atdmica).

[26] ABNT- NBR 15556:2008- Produtos derivados de Oleos e gorduras -
Esteres metilicos/etilicos de &cidos graxos — Determinacéo do teor de sodio,

potédssio, magnésio e calcio por espectrometria de absor¢éo atémica.

[27] E.S. Chaves, M.T.C. Loos-Vollebregt, A.J. Curtius, F. Vanhaecke.
Determination of trace elements in biodiesel and vegetable oil by inductively
coupled plasma optical emission spectrometry following alcohol dilution.
Spectrochim. Acta Part B 66 (2011) 733-7309.

[28] E.J. Santos, A.B. Herrmann, E.S. Chaves, W.W.D. Vechiatto, A.C.
Schoemberger, V.L.A. Frescura, A.J. Curtius. Simultaneous determination of
Ca, P, Mg, K and Na in biodiesel by axial view inductively coupled plasma
optical emission spectrometry with internal standardization after multivariate
optimization. J. Anal. At. Spectrom. 22 (2007) 1300-1303.

[29] C.P. Lisbba, W. Loh. Emulsdes. Material Didatico de fisico-quimica de

solucéo de polimeros e surfactantes. UNICAMP, 1-13.

[30] http://mwww2.dbd.pucrio.br/pergamum/tesesabertas/0621128 08. Acessado
dia 12/12/2011.

[31] T.P. Formariz, M.C.C. Urban, A.A.S. Junior, M.P.D. Gremiao, A.G. Oliveira,
Microemulsbes e fases liquidas cristalinas como sistemas de liberacdo de
farmacos, Braz. J. Pharmac. Sci. 41 (2005) 310-313.

[32] S.E. Friberg, P. Bothorel, Microemulsions: Structure and dinamics. New
York: CRC, 1988. 219p.

[33] A. Jesus, AV. Zmozinski, J.A. Barbara, M.G.R. Vale, M.M. Silva,
Determination of calcium and magnesium in biodiesel by flame atomic
absorption spectrometry using microemulsions as sample preparation, Energ.
Fuels 24 (2010) 2109-2112.

[34] M.A. Vieira, L.C.C. De Oliveira, R.A. Gongalves, V. Souza, R.C. Campos,
Determination of As in vegetable oil and biodiesel by graphite furnace atomic
absorption spectrometry, Energ. Fuels 23 (2009) 5942 — 5946.

56



[35] E.S. Chaves, T.D. Saint'Pierre, E.J. Santos, L. Tormen, V.L.A. Frescura,
A.J. Curtius, Determination of Na and K in biodiesel by flame atomic emission
spectrometry and microemulsion sample preparation, J. Braz. Chem. Soc. 19
(2008) 856-861.

[36] A. Jesus, M.M. Silva, M.G.R. Vale, The use of microemulsion for
determination of sodium and potassium in biodiesel by flame atomic absorption
spectrometry, Talanta 74 (2008) 1378-1384.

[37] J.A.S. Silva, E.S. Chaves, E.J. Santos, T.D. Saint'Pierre, V.L.A. Frescura,
A.J. Curtius, Calibration techniques and modifiers for the determination of Cd,
Pb and Tl in biodiesel as microemulsion by graphite furnace atomic absorption
spectrometry. J. Braz. Chem. Soc., 21 (2010) 620-626.

[38] R.S. Amais, E.E. Garcia, M.R. Monteiro, A.R.A. Nogueira, J.A. NObrega,
Direct analysis of biodiesel microemulsions using an inductively coupled plasma
mass spectrometry, Microchem. J. 96 (2010) 146-150.

[39] R.M. De Souza, L.G. Leocadio, C.L.P. Silveira, ICP OES simultaneous
determination of Ca, Cu, Fe, Mg, Mn, Na, and P in biodiesel by axial and radial
inductively coupled plasma-optical emission spectrometry, Anal. Lett. 41 (2008)
1614-1621.

[40] F.A. Lobo, D. Goveia, A.P. Oliveira, E.R. Pereira-Filho, L.F. Fraceto, N.L.D.
Filho, A.H. Rosa, Comparison of the univariate and multivariate methods in the
optimization of experimental conditions for determining Cu, Pb, Ni and Cd in
biodiesel by GF AAS,Fuel 88 (2009) 1907-1914.

[41] E.S. Chaves, F.G. Lepri, J.S.A. Silva, D.P.C. Quadros, T.D. Saint'Pierre,
A.J. Curtius, A.J. Determination of Co, Cu, Fe, Mn, Ni and V in diesel and
biodiesel samples by ETV-ICP-MS, J. Environ. Monit. 10 (2008) 1211-1216.

[42] H. F. Lyra, D. W. T. M. Carneiro, G. P. Branddo, M. H. Pessoa, V. E.
Castro, Determination of Na, K, Ca and Mg in biodiesel samples by flame
atomic absorption spectrometry (F AAS) using microemulsion as sample
preparation. Microchem. J., 96 (2010) 180-185.

[43] P.R. Aranda, P.H. Pacheco, R.A. Olsina, L.D. Martinez, R.A. Gil, Total and

inorganic mercury determination in biodiesel by emulsion sample introduction

57



and FI-CV-AFS after multivariate optimization. J. Anal. At. Spectrom. 24 (2009)
1441-1445.

[44] R.S. Amais. Desenvolvimento de procedimentos para analise inorganica de
biodiesel usando técnicas espectroanaliticas. Dissertacdo de mestrado,
Universidade Federal de Sao Carlos (2010).

[45] F. J. Krug. Métodos de preparo de amostras: fundamentos sobre preparo
de amostras organicas e inorganicas para analise elementar. 1 ed., Piracicaba,
(2010) 340.

[46] C. Duyck, N. Miekeley, C.L.P. Da Silveira, R.Q. Aucélio, R.C. Campos, P.
Grinberg, G.P. Brandé&o, The determination of trace elements in crude oil and its
heavy fractions by atomic spectrometry, Spectrochim. Acta Part B 62 (2007)
939-951.

[47] M.G.A. Korn; D.C.M.B. Santos, M.A.B. Guida, |.S. Barbosa, M.L.C. Passos,
M.L.M.F.S. Saraiva, J.L.F.C. Lima, Evaluation of Digestion Procedures for
Simultaneous Determination of Ca, P, Mg, K and Na in Biodiesel by Inductively
Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry. J. Braz. Chem. Soc. 21 (2010)
2278-2284.

[48] F.W. Sant’Ana, R.E. Santelli, A.R. Casselha, R.J. Cassela, Optimization of
an open-focused microwave oven digestion procedure for determination of
metals in diesel oil by inductively coupled plasma optical emission
spectrometry, J. Hazardous Mat. 149 (2007) 67—74.

[49] E.S. Chaves, E.J. Santos, R.G.O. Araujo, J.V. Oliveira, V.L.A. Frescura,
A.J. Curtius. Metals and phosphorus determination in vegetable seeds used in
the production of biodiesel by ICP OES and ICP MS, Microchem. J. 96 (2010)
71-76.

[50] L.T. Black, Comparison of 3 atomic absorption techniques for determining
metals in soybean oil, J. Am. Oil Chem. Soc. 52 (1975) 88-91.

[51] B. Welz, Atomic Absorption Spectrometry, Weinheim, 3rd edition, 1999.

[52] F. J. Holler, D. A. Skoog, S. R. Crouch. Principios de Analise Instrumental.
6° edicao, Porto Alegre: Bookman (2009).

[53] S. P. J. Higson. Quimica Analitica, Sao Paulo: McGraw-Hill (2009).

58



[54] Beaty, R.D.; Kerber, J.D. Concepts, instrumentation and techniques in
atomic absorption spectrophotometry, The Perkin-Elmer corporation, Norwalk,
CT, Estados Unidos, 1993.

[55] R.C. Campos, H.R. Santos, P. Grinberg, Determination of copper, iron,
lead and nickel in gasoline by graphyte furnace atomic absorption spectrometry

using a three component solution, Spectrochim. Acta Part B 57 (2002) 15-28.

[56] G.P. Brandédo, R.C. De Campos, A.S. Luna, E.V.R. Castro, H.C. Jesus,
Determination of arsenic in diesel, gasoline and naphtha by graphite furnace
atomic absorption spectrometry using microemulsion medium for sample
stabilization, Anal. Bioanal. Chem 385 (2006) 1562-1569.

59



ANEXO 1

Artigo enviado para publicacdo na Spectrochimica Acta Part B

60



An easy and fast procedure for the determination o€a, Mg and K in
biodiesel by F AAS and F OES using emulsificationsasample

preparation strategy

Meibel T. Lisbo4, Caroline D. ClasénDaiane C. S. VelldrEliézer Q. Oresfe

Reinaldo C. Camp8&Rodrigo Goncalvés Anderson S. RibeifpMariana A. Vieird

4Centro de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e AltosrPrograma de Pds-
Graduacao em Quimica, Laboratorio de Metrologia Qigia, Universidade Federal de

Pelotas, Capéo do Leédo, RS, Brazil

PPontificia Universidade Catélica do Rio de JangRUC-Rio), Departamento de
Quimica, Rio de Janeiro, RJ, Brazil

*Corresponding author: Fax: +55 53 3275-7356.

E-mail address: maryanavieira@hotmail.com

61



Abstract

In the present work, an alternative procedure ler pire-treatment of biodiesel
samples aiming at determiningCa, Mg and K by flaatemic spectrometry techniques
is proposed. The procedure is based on the emuisiorationof biodiesel with formic
acid and Triton X-100. Their concentrations werdimnzed and the stability of
emulsified aqueous standards and samples was fioubd of least 2h.Multiplicative
matrix effects were investigated by observing tlepes of analyte addition curves,
performed with biodiesel samples of different arggi The results showed that matrix
matched external calibration with inorganic aquestasidard solutions in the emulsion
medium should be used.The accuracy of the procedsrassessed by the analysis of a
standard reference material of biodiesel and alsoebovery tests. Recoveries using
inorganic standard of Ca, Mg and K spiked solutiozwssged from 91to 108%. The
limits of detection in the original sample, in mg k were 2.3, 0.20 and 0.7 for Ca, Mg
and K, respectively,adequate for the analysis ef ltiodiesel in accordance to the
established limits of the Brazilian legislation.eThroposed procedure use low toxicity
reagents and showed to be a simple and straigtdfdrvalternative of sample
preparation for metal determination in biodiesel fgme atomic absorption and

emission spectrometry.

Keywords:Biodiesel; Emulsions; Formic acid, Flame atomiccsfmmetry techniques
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1. Introduction

Biodiesel can be produced from new or used vegetild as well as animal fats.
They are non-toxic, biodegradable and renewableuress, what turns biodiesel an
actual alternative to petroleum derived fuels.Digmsiiscosityand cetane index are
among theproperties, which are used to biodiesalacherization and evaluate its
quality as fuel. Also, during the biodiesel prodact contaminants present in the raw
material may be incorporated to the final proddnaiming the emission quality and its
performance as motor fuel[1-5].Among these contamiiy, the metals require special
attention. They are introduced into biodiesel by tlse of catalysts (homogeneous or
heterogeneous) during its production, and Na anetda most common, since their
respective hydroxides are used as catalysts.Thesepce in biodiesel above certain
levels can cause the formation of ash in the engih€a and Mg may be present in
biodiesel due to the washing process necessarylen c¢he final products from
byproducts such as glycerin.

There are different approaches for the determinatib these contaminants in
biodiesel. European [6,7,8], American [9]as well Bx®zilian[10] normsrecommend
sample dilution with an organic solvent, normallglene and external calibration with
organometallic standards dissolved in base oilraftecosity adjustment of the
calibration solutions with base or mineral oils.eiffstrumental determination can be
performed by atomic spectrometry techniques suchndsctively coupled plasma
optical emission spectrometry (ICP OES) or flamarat absorption spectrometry (F
AAS).The methods based on dilution with organiosents (xylene, kerosene, etc.) are
simple and can overcome problems associated wethigph viscosity of the biodiesel
samples. However, in spite of the calibrations earlie prepared with organometallics

standards, the matching of the analyte responsleeirsample in comparison to thatin
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the calibration solutions may be questionabledu¢h&differentspeciation. Also, the
analyte may present low stability in the calibratand samplesolutions presented to the
equipment, making it difficult the full use the asampler. Moreover it is necessary
special care for handling the organic solventstee toxicity [11].

Other alternative procedures for the determinatibtrace elements in biodiesel
by atomic spectrometric techniques were revieweddyyi et al[12]. Among them, an
interesting alternative to sample dilution of biegkl with an organic solvent, and as
simple as, is the emulsion formation, which offadslitional advantages such asthe use
of agueous standard solutions for the preparatfothe calibration emulsions,analyte
stability along days and lower cost of analysissdidlwhen properly stabilized, the
emulsified sample is compatible with most analytinatrumentation [13,14]. The kind
of emulsion that is formed is mainly related tofasmulation and to a lesser degree to
the oil/water ratio: when two immiscible liquidsearstirred, a macroemulsion is
obtained, either oil-in-water (o/w, droplets of wilwater) or water-in-oil (w/o, droplets
of water in oil). In o/w emulsions the oil or fuisl dispersed in the aqueous phase as
micro droplets stabilized by micelles or vesiclengrated by the addition of a detergent
[15].

In the literature, there areseveral methods usimgilgon formation for the
determination of metals in vegetable oils. Howe¥er biodiesel there were only found
papers that used microemulsion for determination wpofetals in these
samples:Microemulsions prepared using short chiaohal (n-propanol or n-butanol)
and Triton X-100 were used to determine As [16bimdiesel and vegetable oils by GF
AAS; Na and K in biodiesel by F OES without suréattt[17] or Na and K in biodiesel
and vegetable oil by FAAS [18]. Microemulsions wititric acid and Triton X-100 and

dilution with some alcohol also were evaluateddtednine Ca and Mg in biodiesel and
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vegetable oil samples by FAAS [19]; Cd, Pband Thiadiesel samples by GF AAS
[20]; Cd, Co, Cu, Mn, Ni, Pb, Ti and Zn in biodiesy ICP-MS [21] and Cu, Pb, Ni,
and Cd in biodiesel by GF AAS [22];Ca, Cu, Fe, N, Na, and P in biodiesel by
ICPOES [23] and Co, Cu, Fe, Mn, Ni, and V in diemetl biodiesel by ETV-ICP-MS
[24].Lyraet al. [25] performed the determination of Na, K, Ca, aid in biodiesel
prepared as a microemulsion without surfactant BAS. The microemulsion was
obtained by mixing biodiesel, concentrated HN@n ionization suppressor solution,
and n-propanol. An interesting work was publishgdAlbandaet al. [26] wherein total
and inorganic Hgwere determined in biodiesel samptepared as emulsionswith nitric
acid and Triton X-100 by flow injection cold vapatomic fluorescence spectrometry
(FI-CV-AFS).In all theworks here cited, which usedcroemulsion, calibration was
performed using aqueous standard solutions indheesnicroemulsion medium as the
sample, and both samples and calibration solusbosved good stability.

The present work presents an alternative sampler@aément based on the
emulsion formation with formic acid and Triton X{@or the determination of Ca, Mg
and K in biodiesel by atomic spectrometry technggdéne proposed method is easy and
simple to perform and is an alternative to the pdore based in dilution with organic

solvents.

2. Experimental
2.1. Instrumentation

Calcium and Mg were determined in biodiesel sampbgs flame atomic
absorption spectrometry (FAAS) using an atomic giismn spectrometer (Model AA-
6300, Shimadzu, Japan) equipped withdeuterium ackdround correction and Ca and

Mg hollow cathode lamps (Hamamatsu photonics K.Epah)were used as line
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sources.Air-acetylene(Mg, Ca) or nitrous oxide-geste (Ca by NBR ABNT 155556
norm) flames were used for the determinations. Jpectrometer was operated under
the following conditions: wavelengths of 422.7 &8b5.2 nm; spectral band passes of
0.7 and 0.5 nm and lamp currents of 10 and 8 mAC®rand Mg, respectively. For K
the measurements were made by flame emission epestty, using a flame
photometer (Micronal, model B462, S&o Paulo, SPazi); operating under the
following conditions: aspiration rate, 5 mL rifisample volume, 8 s settling time of
reading time, 8 s; air flow rate,9 L minat a pressure of 1 Kgf ¢mfuel, butane.In
order to obtain the best,performance of the insémis) used, the flame parameters
(burner height as well as the gases flow rates wgtienized for each analyte in order to
find the best sensitivity.All samples were weighading an Ohaus Adventurer

analytical balance (Model AR 2140, Pine Brook, N$A) with a resolution of 0.1 mg.

2.2. Materials and reagents

All reagents were of analytical reagent grade. gdlutions were prepared using
high-purity water having a resistivity of 18.3(Mcm, obtained from a Direct-Q 3 Water
Purification System (Millipore Corporation, BedfofdA, USA). Formic acid 85% v/v
(Vetec, Rio de Janeiro, Brazil) was purified by biyusub-boiling distillation in a
guartz system MA-075 (Marconi, model MA-075, Picaba, SP, Brazil).Triton X-100
(Sigma-Aldrich, Germany) and antifoam A (Fluka,BsclGermany) were used for
preparation of the emulsion. Cesiumchloride andhiamum chloride (Fluka, Buchs,
Germany) were used as spectroscopic buffer foCdand Mg AAS measurements. In
this flask (Schinkelsolution) their original contesiion are 10 and 100 g™
respectively. Xylene and mineral oil (viscosity garg from 10.8 mrfs” to 13.6 mrfs™*

and specific mass = 0.856 gifiLboth Vetec (Rio de Janeiro, Brazil) were used.

66



Individual Ca, Mg and K standard aqueous solutit®00 mg L*, Fluka, Buchs,
Germany) were used for preparing the calibratidotems by adequate dilution.For the
comparative procedure (ABNT NBR 15556 [10]), a nel#fmental organometallic
standard solution (S21+k, Conostan, Champlain, U®%A% used for preparing the
calibration solutions. The diluent solution (mifedd in xylene, 120.0 g L) was
prepared by diluting 120.0 g of mineral oil to 100 with xylene in a volumetric
flask. This solution was used as a diluent for ¢h&bration solutions and blanks.The
polypropylene tubes (PP) were washed with tap wéddowed by immersion in 10%
(m/v) KOH in order to remove any oil from flask wdah continuation, the flasks were
washed with deionized water and then placed in 0% HNO; for at least 48 h and

subsequently rinsed with deionized water and dried.

2.3. Samples

For the preparation of the emulsions, biodiesel@asfrom different origins
(soybean, palm, beef tallow, algae, castor, surd@tpwabassu, cotton and cooking oil)
were analyzed. The samples were provided by theoraatry of Biofuels from
Pontifical Catholic University of Rio de JaneiroUE-Rio) as well as by a biodiesel
plant located in Southern Brazil. The accuracy ef developed method was evaluated
by the analysis of a standard reference materRM)Sfor the determination of metals
in biodiesel (Conostan B-100, SCP Science, Caneofaaining 20 mg § of Na, K,

Mg, Ca and P.

2.4. Emulsion preparation
Approximately 0.5 g of biodiesel was accurately gheid in a 50mL

polypropylene flask and 20 mL of 85% formic aciddritddroplets of Triton X-100were
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added.Antifoam (3-4 droplets) was also added ineord avoid foam during the
analysis. The samples were then made up to 50 otedilwith ultrapure water. Before
the analysis, the emulsions were shaken vigorougig emulsions were stable, i.e.,
showed no phase separation during 15-20 minutes, énough to proceed the readings

in triplicate.

2.5.Procedure

For the measurements of Ca and Mg, a spectroscopiyerb solution
(LaCly/CsCl)was used. For this, to 7 ml of sampleor catibn emulsion, 10quLof
spectroscopic buffer were added.Calibration emnssiwere prepared similarly to the
sample emulsions, using mineral oil (0.5 g) insteAdhe sample, for the viscosity
matching between sample and calibration emulsidise sample and calibration
solutions were analysed by FAAS (Ca and Mg) or lQES (K). For comparison, the

samples were also analyzed by the ABNT NBR 1555@nor

3. Results and discussion
3.1. Formic acid concentration

The influence of the formic acid concentration wased on the measurements of
Ca, Mg and Kusing a biodiesel sample (soybean)espiwith inorganic standard

solutions of Ca, Mg and K, at a fixed amount atdir X-100 (15 droplets)

In accordanceto the results displayed in Fig. 4pecific optimum concentration

of formic acid was found for each analyte. Howeviar,order to prepare a unique

emulsion for the determination of all the threelgies in the same sample emulsion the
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concentration of 25.5% (v/v) was chosen, as thé dmspromise. This is equivalent to

use 15 mL of distilled formic acid for the prep@vatof the emulsion.

3.2. Triton X-100

Triton X-100 has been selected for the preparatfoemulsions and the influence
of itsamountwas evaluated, as shown in Fig. 2. thor study, the concentration of
formic acid was fixed at25.5% (v/v). It was obselvkat for Ca and Mg, the increase of
the Triton X-100 amountdid not cause a signifidactease in the absorbance signal in
the presence of the sample. For K, it was obseaveidcrease in the emission signal up
to 0.4 mL.Thus, the addition of0.4 mL (~ 15 drog)ef Triton X-100 was adopted,

which leads to a final concentration 0.85% v/via ¢mulsion.

3.3. Spectroscopic buffer concentration

For the determination of Ca and Mg by FAAS usingr-aaetylene
flametheoptimization of the spectroscopic buffemaentration (LaGICsCl) was
carried out. This solution is commonly used to cwene non spectral interferences in
flames. Fig. 3 presents the results. In the absehti®e buffer solution, the absorbance
signal of Cais around 35% of those in its presepossibly due to ionization. However,
in the presence of only 0.05% (m/v) La&@l10.005% (m/v) CsCl, the absorbance signal
already reaches its maximum value. La is usualduas releasing agent in colder
flames, such as the air-acetylene flame and Csimization buffer. For Mg, the
presence of the buffer does not significantly ieflae the absorbance signal, showing
that there is non-spectralinterference in this cdsais, the concentration of 0.15%
(m/v) of LaCk and 0.015% (m/v) of CsCl in the emulsion was chosar the

determination of Ca and Mg in biodiesel by FAAShe same sample solution.
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3.4. Analyte stability

An important part of a routine procedure is tha #nalytes in the sample and
calibration solutions (or emulsions) remain stafde at least few hours so that the
analysis can be carried out without losses. Sevgaipers have shown that organic
solutions containing trace metals may suffer framases after just few minutes[27-
29].Thus, the stability of the analytes (Ca, Mg &jdin the emulsified medium was
evaluated along a period of 4 hours in the biodliesaulsion, after its enrichment with
0.9;0.2;and 0.5 mgt of Ca, Mg and K, respectively. The resultsdematstthat the
analytes were stable in the emulsified medium f& Hours. Thus, in order to get
accurate results, is recommended that the samplesids be analyzed within this

period, after the emulsion preparation.

3.5. Matrix influence

The matrix influence was investigated by observihg slopes of analyte
addition curves in biodiesel samples of differengias and viscosities (beef tallow,
soybean, algae and castor). These curves wererpteps spiking biodiesel sample
emulsions with appropriate volumes of aqueous amaigstandard solutions of Ca, Mg
and K. The external calibration curves were prepase already described in the
procedure section. The results presented in Tasthewt that there are multiplicative
matrix effect in relation to the different sampbesd the external calibration curve. This
confirms that external calibration curves as pregawith aqueous standards cannot be
used to analyze the samples. However, the use wixmaatched external calibration is

possible, since the slopes observed for the diffesmamples are not significantly
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different. Thus, the calibration can be performethg a biodiesel sample withvery low

concentrations of Ca, Mg and K, preferably beloe IHOD.

Table 1 —Slopes (+ standard deviation) of analyte additiarves in biodiesel samples

of different origins by FAAS for Ca and Mg and byQES for K using theproposed

procedure.
Slope(L mg") + SD
Biodiesel Ca Mg K
Beef tallow 0.099(+ 0.001) 1.854( 0.013) 1.54D(B64)
Soybean 1 0.095( 0.001) 1.860(+ 0.014) 1.547(1D),0
Castor 0.098(+ 0.002) 1.927(+ 0.016) 1.666( 0.110)
Soybean 2 0.095 (+ 0.001) 1.884(+ 0.027) 1.561065)
Algae 0.086 (+ 0.004) 1.844 (+ 0.016) 1.555(+ 0)038
External calibration 0.085(x 0.001) 1.732 (+ 0.035) 1.829 (+ 0.028)

SD: Standard deviation

3.6. Accuracy studies

The accuracy of the proposed methodology was etsluasing a multi-element
standard referencematerial for Ca, Mg and K coittgi0 mg kg of each analyte.The
concentrations were obtained by using matrix matoleternal calibration curve, as

discussed.Table 2shows the results.
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Table 2-Concentration (mg Kj+s) of Ca, Mg and K obtained in standard reference

material of biodiesel by the proposedprocedure \n=3

Analyte Found value Expected value*
Ca 19.60 + 0.23 20
Mg 23.40+0.14 20
K 19.91 +0.13 20

* standard deviation value not informed

According to the results presented in Table 2aedatpplication of the t-test for a
confidence level of 95%, no significant differenoetween found and expected values
was observed for Ca and K, proving the accuragh®fmethod for those analytes. For
Mg, the found value was 17% higher to the expeeta@lde. The accuracy also was
assessed by spike recovery tests conducted at treentrations for each analyte.
Spikes were added to the original samples and teesue summarized in Table
3.Recoveries ranged from 94 to 107%, also suppmpitie accuracy of the proposed

method.
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Table 3- Measured concentrations of Ca, Mg by FAAS andyKlDES (mg [}, n=3)

in biodiesel after the addition of different contrations to the original sample.

Added (mg L)

Ca
0.50 1.00 1.50
Beef tallow 0.50 1.01 1.51
Soybean 1 0.53 1.07 1.50
Castor 0.52 0.98 1.52
Soybean 2 0.48 1.01 1.52
Algae 0.53 1.06 1.49
Mg
0.10 0.20 0.30
Beef tallow 0.10 0.19 0.30
Soybean 1 0.11 0.19 0.30
Castor 0.10 0.20 0.30
Soybean 2 0.09 0.19 0.29
Algae 0.10 0.20 0.29
K
0.10 0.20 0.30
Beef tallow 0.09 0.19 0.30
Soybean 1 0.09 0.19 0.30
Castor 0.08 0.19 0.30
Soybean 2 0.08 0.20 0.30
Algae 0.10 0.19 0.30

3.7. Figures of merit

Table 4summarizes the main figures of merit ofghegposed procedure. For sake
of comparison, figures of merit using one of theoramended procedures, that
described in ABNT NBR 15556 (dilution with xylena)e also shown. These figures of

merit were taken from an external calibration cuwih the calibration solutions
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prepared with inorganic standards of Ca, Mg anihk25.5% (v/v) of formic acid and
0.85% (m/v) of Triton X-100, and containing mineral for viscosity adjustment, as
already described. The figures of merit of the ABNBR 15556 norm were also taken

from the calibration curve, as described in [10].

Table 4 — Figures of merit of the proposed procedure (emalsiormation) in

comparison to that of the ABNT NBR 15556 (dilutiaith xylene).

Present work (emulsion formation)

Linear range LOD? LOQ" LOD®
Analyte R
(upto,mg L) (mgL?)  (mgL? (mg kg
Ca 0.999 2.0 0.022 0.075 2.30
Mg 0.997 0.4 0.002 0.008 0.20
K 0.999 0.9 0.007 0.023 0.70

ABNT NBR 15556 (dilution with xylene)

Linear range LOD? LOQ" LOD®
Analyte R
(upto,mg L) (mgL?)  (mgL? (mg kg
Ca 0.999 2.0 0.015 0.15 1.50
Mg 0.999 0.4 0.002 0.018 0.18
K 0.999 0.8 0.002 0.022 0.22

LOD® Instrumental limit of detection; LO® Limit of quantification; LOD: limit of
detection in the original sample.

The dynamic range of the calibration curves for ®g and K were selected
based on the range of analyte concentrations (marimpermissible concentration of 5
mg L% that should be expected in according to legistatiThe limits of detection

(LOD) and quantification (LOQ) were defined respeally as 3s/mand 10s/mg where
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s is the standard deviation of 10 measurementseobtank and rpnis the slope of the
calibration curve, in the best working conditiolrsthe case of the LOD in the original
sample, the sample mass used to prepare the emalsibthe dilution factors used were
taken into account. The limits of detection, atdpémized conditions, are adequate for
the analysis of the biodiesel in accordance todsblished limits in the Brazilian
legislation. The values of LOD and LOQ when comgaethose obtained by Chaves
et al. [17] and De Jesust al. [18,19] which determined Ca, Mg and K in biodiesel
samples using microemulsions showed better perfocmaAlso, according to table 4,
the proposed procedures showed comparable limitet#ction in comparison to the
ABNT NBR 15556 procedure. Table 5 shows the measooacentrations of Ca, Mg
by FAAS and K by F OES in biodiesel samples of etéht origins prepared as
emulsions. The concentrations were obtained by gusimatrix matched external
calibration with calibration solutions prepared wihorganic standards of Ca, Mg and

K.

Table 5—Concentrations (mgt, + s) of Ca, Mg and K obtained in biodiesel saraple

(n=3) using the procedure with emulsions.

Ca Mg K
Beef tallow <LOD <LOD <LOD
Soybean 1 <LOD <LOD <LOD
Castor 1 <LOD <LOD <LOD
Soybean 2 0.023 £0.01 <LOD <LOD
Algae 0.024 £0.01 <LOD <LOD
Soybean 3 3.09+0.14 1.64 +0.04 1.17 £0.01

Table 6 compares results obtained by the proposddaacomparative procedure

(ABNT NBR 15556 norm procedure). The samples weikesl with 16.1 mg kg of
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each analyte. This concentration was adopted ierd reach the lowest uncertainty
possible considering the volumetric instrumentatayailable in the laboratory. The
results show excellent agreement between the teecegures, with deviation within +

9%

Table 6 -Measured concentrations of Ca, Mg and K (mg'Kig biodiesel samples by

the proposed and comparative procedure (ABNT NB&S&50rm).

Emulsion formation ABNT NBR 15556 norm

Ca
Castor 16.38+ 0.30 15.83 £ 0.02
Palm 14.95+0.31 16.11 + 0.02
Babassu 18.17 £ 0.21 16.79 £ 0.04
sunflower 16.41 + 0.48 16.54 + 0.06
soybean 16.54 £ 0.43 16.39 £ 0.02
Mg
Castor 18.03 £0.43 16.80 + 0.02
Palm 17.63 +0.32 17.03 £ 0.03
Babassu 16.39+ 0.72 17.11 +0.06
sunflower 16.75 +0.41 15.97 £ 0.04
soybean 18.06 + 0.97 16.67 £ 0.03
K
Castor 16.32 £ 0.41 16.66 + 0.13
Palm 15.69 £ 0.31 14.85 £ 0.10
Babassu 16.28 + 0.33 15.63 £ 0.09
sunflower 16.61 + 0.37 15.91 + 0.06
soybean 15.75+0.38 17.35+0.09
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4. Conclusions

Calcium, Mg and K could be determined in biodiesamplesobtained from
different feedstock prepared as emulsion with ferracid and Triton X-100. The
proposed procedure is direct, simple, makes uséesd toxic reagents, is easyto
implement and fast, offering a good alternativetfar determination of these metals in
biodiesel. Sodium could also be determined in piac but the high blank for this
elementdue to the Triton X 100 contamination, imgaits application in this case. In
order to obtain the accuracy, the use of matrixchead calibration is indicated. Their
limits of detection, at the optimized conditionge aadequate for the analysis of
biodiesel for these elements in accordance to shebkshed limits in the Brazilian and

international legislation.
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Figure Captions

Fig. 1 —Effect of formic acid concentration=(-) soybean biodiesel spiked with 0.5
mg L of Ca or Mg or 0.4 mg L of K.

Fig. 2 —Effect of Triton X-100volume:{O-) soybean biodiesel spiked with0.5 mg L
of Ca or Mg or 0.4 mg t of K.

Fig. 3 —Effect of spectroscopic buffer concentratiod_{-) aqueous standard solution
containing 0.5 mg t of Ca or Mg; £O-) soybean biodiesel spiked with 0.5 mg &f

Ca or Mg.

82



Normalized absorbance

Normalized emission

1.0- 1.0-

0.8- 0.8-

0.6- 0.6-

0.4- 0.4-

0.2- 0.2-

oo{ _ ICa oo4__ Mg
0 10 20 30 40 50 60 O 10 20 30 40 50 60

Fig. 1

%(v/v)

1.0+

0.8+

0.6+

0.4

0.2

0.0




1.0

X |
o
L ©
o
<
o
Lo
o
o
: ; ; _ _ =
o ® © < o 9
— o o o o o
UOISSIWS PazifewIoN
o
-
o
= |o
o
| ©
o
<
o
| o
o
o
T T T T T
o ® © < N o°
— o o o o o
o
-
©
O |«
o
| ©
o
| <
o
| o
o
o
T T T T T 0
o ® 9 ¥ o 9
— o o o o o

2oURgIOSqe PazZIeWwIoN

Volume of Triton X-100, mL

Fig. 2

84



Normalized absorbance

Fig. 3
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