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Resumo

Marrocos, Vitor Cornaqui Pereira; Saint Pierre, Tatiana Dillenburg; De
Souza, Jefferson Rodrigues. Avaliacdo de estratégias analiticas para a
determinacdo elementar em biodiesel por espectrometria de emissao
Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES). Rio de Janeiro,
2024. 105 p. Tese de Doutorado — Departamento de Quimica, Pontificia
Universidade Catdlica do Rio de Janeiro.

A introducdo de solventes organicos em espectrdmetros com plasma
indutivamente acoplado (ICP) representa uma limitacdo a confiabilidade dos
resultados pela incidéncia de efeitos de matriz. Estratégias de calibracdo como
Standard Dilution Analysis (SDA) e Multi-energy Calibration (MEC) propdem
contornar as interferéncias de matriz, reduzindo o tempo de analise, o consumo de
reagentes e a geracdo de residuos. Na SDA com dois padrdes internos (IS), a
aquisicdo do sinal e feita ao longo do tempo durante a mistura de duas solugdes
analiticas: uma formada por 50 % de amostra + 50 % de solu¢do-padrédo contendo
os analitos e um IS (S1) e outra formada por 50 % de amostra + 50 % do branco e
um segundo IS (S2). Ja na calibracdo por MEC, que também utiliza duas solucdes
similares a SDA, porém, sem IS, mede-se simultaneamente sinais dos elementos
em diferentes comprimentos de onda. Estes métodos foram aplicados para a
determinacdo de Ca, K, Mg, Na, P, Si e S em amostras de biodiesel diluidas em
xileno, por espectrometria de emisséo Optica com plasma indutivamente acoplado
(ICP OES) e comparados com as calibracdes por adicdo de analito (SA) e
padronizacdo interna (IS). Os limites de quantificacdo ndo apresentaram diferenca
significativa em relagdo aos métodos tradicionais, variando de 0,05 mg kg* (Ca) a
1,4 mg kg (Na) para SDA e de 0,01 mg kg™ (Mg) a 0,98 mg kg™ (P) para MEC.
A veracidade foi verificada através de testes de recuperacdo em amostras de
biodiesel e no material padrdo de referéncia NIST 1084a (Wear metals in
lubricating oil), com recuperac@es de 101 + 6 % para SDA e de 108 + 8 % para
MEC. A estabilidade do sinal analitico a longo prazo e os menores impactos
econdmicos e ambientais fazem a SDA e a MEC interessantes para a determinacao

elementar em amostras de biodiesel e 6leo diluidas em xileno.

Palavras-chave Biodiesel; Determinagéo elementar; SDA; MEC; ICP OES



Abstract

Marrocos, Vitor Cornaqui Pereira; Saint Pierre, Tatiana Dillenburg (advisor);
De Souza, Jefferson Rodrigues (co-advisor). Evaluation of analytical
strategies for elemental determination in biodiesel by inductively coupled
plasma optical emission spectrometry (ICP OES). Rio de Janeiro, 2024.
105 p. Tese de Doutorado — Departamento de Quimica, Pontificia
Universidade Catdlica do Rio de Janeiro.

Direct introduction of organic solvents into inductively coupled plasma (ICP)
spectrometers represents a limitation to reliability of the results due to matrix
effects. Different calibration methods, such as Standard Dilution Analysis (SDA)
and Multi-energy Calibration (MEC) have been proposed to overcome this kind of
interference, reducing analysis time, reagent consumption and waste generation. In
SDA with two internal standards (1S), the signal is acquired over time during the
mixing process of two analytical solutions: one consisting of 50 % of sample + 50
% of analytical standards and IS1 (S1) and the other consisting of 50 % of sample
+ 50 % of blank solution and 1S2 (S2). In MEC calibration, which also uses two
solutions similarly to SDA, but without IS, signals from the elements are measured
simultaneously at different wavelengths. These methods were applied to the
determination of Ca, K, Mg, Na, P, Si and S in biodiesel samples diluted in xylene
by inductively coupled plasma optical emission spectrometry (ICP OES) and
compared to calibrations by standard addition (SA) and internal standardization
(1S). Limits of quantification showed no statistically significant difference
compared to the traditional methods, whereas the limits found by SDA ranged from
0.05 mg kg™ (Ca) to 1.4 mg kg™ (Na) for SDA, and from 0.01 mg kg (Mg) to 0.98
mg kg (P) for MEC. The trueness was verified through recovery tests on biodiesel
samples and the standard reference material NIST 1084a (Wear metals in
lubricating oil), with recoveries of 101 + 6 % for SDA and 108 + 8 % for MEC.
Long-term signal stability and lower economic and environmental impacts places
SDA and MEC as an interesting strategy for elemental determination in biodiesel

and oil samples diluted in xylene.

Keywords Biodiesel; Elemental determination; SDA; MEC; ICP OES
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1
Introducéo

Metais, metaloides e ndo-metais em combustiveis e biocombustiveis -
presentes na forma de compostos organometalicos ou combinados as fragdes
inorganicas - podem ser incorporados durante o processo de refino ou por meio do
desgaste de equipamentos usados no processamento, bem como no uso de
catalisadores ou durante a estocagem e transporte (Duyck et al., 2007; Korn et al.,
2007; Sanchez et al., 2013; Sanchez et al., 2015). Junto a emissao de gases, como
CO3, SOx, NOy, CO, alguns destes elementos, que apresentam potencial toxico,
podem ser lancados a atmosfera atraves do processo de queima, representando,
assim, um risco ao meio ambiente e a saude. Além disso, podem ainda reduzir o
desempenho do motor ao catalisar reagdes de oxidacdo do combustivel, diminuir
sua estabilidade e promover formacdo de depositos (Santos et al., 2011; Scragg,
2009; Souza, 2011).

A qualidade dos combustiveis e biocombustiveis empregados esta
diretamente ligada ao seu desempenho e no controle de emissdes atmosfeéricas,
portanto, normas rigidas a respeito sdo de suma importancia (Souza, 2011). O
Programa de Monitoramento de Qualidade de Combustiveis (PMQC), do Governo
Federal, visa monitorar a qualidade dos produtos comercializados e identificar
aqueles que ndo atendem as especificacbes técnicas. Assim, considerando a
necessidade de um controle de qualidade rigido em todas as etapas do processo
produtivo, o desenvolvimento de metodologias exatas e precisas para a
determinacdo da concentracdo de elementos especificos torna-se uma atividade
essencial da industria de combustiveis e biocombustiveis.

Dentre as técnicas recomendadas nas normas que versam sobre a
determinacdo elementar neste tipo de matriz, as espectrometrias de emissao Optica
e de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP OES e ICP-MS,
respectivamente) sdo as mais difundidas pela sua alta capacidade analitica que alia
alta sensibilidade, robustez e capacidade multielementar, o que se torna um atrativo
quando se tém por objetivo o monitoramento da concentragdo de varios elementos

quimicos.
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No entanto, em caso de ndo haver nenhum tratamento prévio na amostra, a
introducdo direta da matriz organica pode depreciar as condi¢cdes analiticas do
instrumento, principalmente, a partir da formacdo de depdsitos de carbono, que
podem levar a instabilidade ou até mesmo extingdo do plasma, além do aumento da
radiacdo de fundo gerada pela moléculas organicas, como C%*, o que, por sua vez,
compromete a quantificacdo e a confiabilidade dos resultados obtidos, além de
aumentar os custos de manutencdo e reduzir sua vida util (Duyck et al., 2002;
Maessen et al., 1984).

Parte importante da confiabilidade dos resultados obtidos reside no método
de calibracdo empregado, portanto, a escolha adequada é parte crucial para a
quantificacdo elementar, especialmente em solventes organicos (Donati & Amais,
2019; Mark, 1991). Para este fim, sdo utilizados métodos de calibracdo ja
amplamente discutidos na literatura, como a calibracao externa (EC), a adi¢do de
analito (SA), a padronizacdo interna (IS) e a calibracdo por assemelhamento de
matriz (MMC), para a determinagéo de elementos em diferentes matrizes (Carter et
al., 2018; Donati & Amais, 2019; Sloop et al., 2021). Contudo, estes métodos
possuem limitacGes principalmente quanto as diferencas nas propriedades fisico-
quimicas de solucdes-padrdo e amostras (Donati & Amais, 2019; Sloop et al.,
2021), alta quantidade de reagentes consumidos e residuos gerados e elevado tempo
de anélise, bem como a exata replicacdo da matriz da amostra (Bader, 1980; Kelly
etal., 2011) e dos seus efeitos durante os processos de excitacdo no plasma (Barnett
et al., 1968; Chaves et al., 2011).

A fim de minimizar estes problemas, podem ser empregadas a calibracédo por
Standard Dilution Analysis (SDA) e Multi-energy Calibration (MEC). Estas
estratégias de calibracdo, ainda pouco exploradas para determinagdo elementar em
matrizes organicas por ICP OES, propbem vantagens frente aos métodos de
calibracdo tradicionais. A calibracdo por SDA combina os fundamentos das
técnicas de calibracdo por adicdo de analito (SA) e padronizacao interna (I1S). Ja a
calibracdo por MEC estabelece uma correlacdo linear empregando, pelo menos, trés
comprimentos de onda para cada analito. Ambas estratégias de calibracdo tém como
vantagem o emprego de somente duas solugdes para construcdo da curva analitica,
minimizando o tempo gasto e o consumo de reagentes, bem como a quantidade de
residuo gerado. Além disto, a0 manter-se a mesma proporcéo de amostra em ambas

solugdes durante a quantificagdo, os efeitos de matriz sdo compensados. Cada
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método possui suas particularidades que serdo discutidas ao longo do texto e
exploradas para a determinacdo multielementar em amostras de biodiesel e 6leo
lubrificante por ICP OES.

1.1
Objetivos

1.1.1
Objetivo Geral

O objetivo geral do presente trabalho é desenvolver metodologias para
determinag@o elementar em amostras de biodiesel por ICP OES empregando 0s
métodos de calibracdo por SDA e por MEC, e comparar 0s respectivos resultados
com aqueles obtidos por métodos bem consolidados na literatura, a saber,
calibragédo por SA e por IS.

1.1.2
Objetivos Especificos

- Otimizar a metodologia para determinacéo simultanea de Na, K, Ca, Mg, P,
Si e S em amostra de biodiesel por ICP OES, empregando a ferramenta de
planejamento experimental.

- Avaliar o emprego de diferentes micronebulizadores acoplados a uma
camara de nebulizagdo de 20 mL na otimizacdo do sinal analitico em funcédo da
relacdo sinal-ruido (SBR), dos limites de deteccdo e quantificacdo e do ensaio de
recuperacdo em amostras de biodiesel fortificadas.

- Avaliar o emprego do sistema de introducdo composto por uma camara de
nebulizagdo resfriada (Isomist™) na otimizacdo do sinal analitico em funcéo do
melhor SBR.

- Determinar os parametros de meérito analitico (limites de deteccdo e
quantificacdo, precisdo etc.) e avaliar a veracidade do método proposto empregando
0 material padrdo de referéncia NIST 1084a (Wear-Metals in Lubricating Oil) e
ensaios de recuperacdo com biodiesel de diferentes matrizes em diferentes fatores

de diluicdo.
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- Realizar a comparacdo dos resultados obtidos para determinacdo elementar
em amostras de biodiesel por ICP OES, empregando SDA, com aqueles obtidos
pelos métodos de calibracéo tradicionais.

- Realizar a comparacao dos resultados obtidos para determinacgéo elementar
em amostras de biodiesel por ICP OES, aplicando MEC, com aqueles obtidos pelos
métodos de calibracdo tradicionais.

- Avaliar a estabilidade do sinal analitico a longo prazo para os métodos SDA
e MEC, frente aos métodos de calibragdo tradicionais.



2
Fundamentacéao Tedrica

Os combustiveis sdo essenciais para as atividades humanas, sendo
amplamente utilizados em setores como transporte, industria e geragdo de energia.
No entanto, a dependéncia de fontes fosseis de combustiveis, como o petréleo, tem
levantado preocupaces relacionadas a sua finitude, impacto ambiental e seguranca
energética. Os biocombustiveis surgem como uma alternativa promissora, pois sao

obtidos a partir de biomassa renovavel, como culturas agricolas e residuos vegetais.

2.1
Combustiveis e Biocombustiveis

Oriundos majoritariamente dos processos de destilacdo fracionada do
petréleo, os combustiveis fosseis sdo as principais fontes de energia para
funcionamento de equipamentos nas mais diversas areas, como na agricultura,
transporte, entre outros. De acordo com a legislacdo vigente, regulamentada pela
Agéncia Nacional do Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP), estes
combustiveis podem ser misturados com outros componentes para gerar novos
produtos, de modo a atender as demandas do mercado nacional (Ribeiro, 2015).
Segundo a resolucdo ANP n° 807/2020, existem disponiveis para comercializacéo
no Brasil gasolinas do tipo A comum, A premium, C comum e C premium, sendo
que as gasolinas do tipo C sdo acrescidas de um volume maximo de 27 % e 25 %
m/m de etanol anidro, respectivamente, conforme Portaria do Ministério da
Agricultura e Pecuaria (MAPA) n° 75/2015. Outro exemplo de mistura é a de
biodiesel/diesel que, desde 2004, fracGes crescentes do biocombustivel sdo
adicionadas ao diesel com objetivo de reduzir a emissdo de compostos toxicos
(ANP, 2020).

Dados da ANP mostram que foram produzidos mais de 28 bilhdes de metros
cubicos de produtos derivados do petroleo em refinarias no Brasil em 2022, o que
significa um aumento de, aproximadamente, 9 % em relacdo ao ano anterior.

Destes, a maior producéo corresponde a de gasolina tipo A, 6leos diesel S10 e S500,
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combustiveis empregados em veiculos automotores, totalizando mais de 69 milhdes
de metros cubicos (ANP, 2023%). A queima de combustiveis fésseis contribui
significantemente para 0 aumento da emissdo de compostos poluentes que, por sua
vez, sdo protagonistas no processo de formacdo de chuva &cida e contribuem
significativamente para os processos de mudanca climatica (Scragg, 2009). Dentre
estes compostos, pode-se destacar a presenca de elementos quimicos que podem ser
incorporados no armazenamento ou pela matéria-prima utilizada para o
beneficiamento dos combustiveis, além da presenca de compostos organicos que,
durante o processo de queima do combustivel, dardo origem a outros compostos
nocivos ao meio ambiente e & saude humana, como CO, CO, SOx, NOy, entre
outros (Santos et al., 2011; Scragg, 2009; Souza, 2011).

Portanto, é de interesse geral que novas alternativas sejam implementadas, de
modo a mitigar tais efeitos deletérios e, dentre elas, destaca-se o emprego dos
biocombustiveis. Segundo a Resolugdo ANP n° 734 de 2018, biocombustiveis sdo
derivados de biomassa renovavel que podem substituir parcial ou integralmente
combustiveis de origem fossil e serem empregados diretamente em motores de
combustdo interna (ANP, 2019).

Os investimentos em producdo de biocombustiveis iniciaram-se em 1970 e
cresceram rapidamente devido a demanda por uma fonte de energia renovavel e
menos prejudicial ao meio ambiente. Essa tendéncia culminou na producéo global
de mais de 100 bilhdes de litros de biocombustiveis em 2010 (Paul et al., 2018).
Assim, os biocombustiveis podem ser divididos em 3 grupos majoritarios: 0s
derivados de alcoois e Oleos vegetais (primeira geracdo), aqueles derivados do
processo de fermentacdo e digestdo enzimatica de lignocelulose (segunda geracéo)
e aqueles produzidos a partir de algas (terceira geracdo) (Kour et al., 2019; Paul et
al., 2018; Roberts & Patterson, 2014).

Dentre os biocombustiveis disponiveis no Brasil, destacam-se o biodiesel e 0
etanol, porém, ha também o biocombustivel de aviacdo e o biometano, que junto
com outras fontes renovaveis de energia, representam cerca de 47 % da matriz
energética brasileiro, segundo dados da Empresa de Pesquisa Energética. Em
grande destaque, o biodiesel é produto da reacdo de transesterificacdo de um 6leo,
seja vegetal ou animal, com um alcool na presenca de um catalisador. O Gleo
empregado para este fim pode ser obtido de sementes, como de soja ou de girassol,

de gordura animal (sebo) ou ainda através de 6leo de cozinha usado. Os alcoois
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comumente utilizados na reacdo sdo o metanol ou etanol obtido em refinarias
(Dufey, 2006; Scragg, 2009). Por sua vez, boa parte da producéo de biodiesel utiliza
catalisadores homogéneos, no entanto, seu uso € limitado e requer um processo mais
laborioso para sua recuperacdo junto ao produto final. Sendo assim, estudos
apontam também para o uso de catalisadores heterogéneos como rotas alternativas
para obtengdo mais eficiente do biodiesel (Manzanera, 2011).

Impulsionado pelo Programa Nacional de Produgéo e Uso de Biodiesel
(PNPB), o biodiesel, depois de passar por processos para adequar-se as normas
vigentes, pode ser comercializado na sua forma pura - este muito mais suscetivel
aos processos de oxidacdo - ou em misturas com diesel de origem petrogénica
(ANP, 2020°). De acordo com a artigo n° 2 da Lei n° 11.097/2005, em 2008 teve
inicio a adicdo de 2 % de fragdo do biocombustivel adicionado ao diesel,
denominado assim como B2, uma prética que evoluiu gradualmente até atingir os
atuais 12 % (ANP, 2020°). De toda forma, a menor fracdo do biocombustivel
adicionada é suficiente para mitigar os efeitos nocivos que a queima do diesel pode
gerar. Por exemplo, segundo os resultados obtidos por Rocha & Corréa (2018), as
adicOes crescentes de biodiesel promoveram a diminui¢do progressiva da emissao
de material particulado atmosférico durante o processo de combustdo em motores
de 6nibus e caminhdes no Brasil.

Os dados da ANP mostram que, em 2022, foram produzidos 6,2 milhGes de
metros cubicos de biodiesel B100 (biodiesel puro), o que, embora represente uma
queda de 8 % em relacdo ao ano anterior, corresponde a um aumento de,
aproximadamente, 6 % em relacdo ao periodo pré-pandemia. Em um recorte dos
Gltimos 3 anos, foram produzidos mais de 19 milhdes de m? deste biocombustivel,
majoritariamente a partir da extracdo do éleo de soja, sendo as regides sul, norte e
centro-oeste, as principais produtoras respondendo por 83 % da producéo nacional
(ANP, 2023P). Visto que a demanda global por energia tende a crescer em 37 % nos
proximos 20 anos, segundo dados da IEA (2020), a corrida pela producdo em larga
escala de combustiveis de fontes limpas, renovaveis e de qualidade tornaram-se de
suma importancia. Para tal, varias abordagens e tecnologias sdo desenvolvidas
rotineiramente a fim de ampliar o leque de opg¢des de fontes de biocombustivel,
como microalgas e bactérias, além das ja tradicionais e estabelecidas na literatura
(Kour et al., 2019).
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A producdo e consumo de biocombustiveis tém aumentado
significativamente nos Gltimos anos, impulsionados por politicas de incentivo,
preocupacdes ambientais e volatilidade dos precos do petroleo. Paises como
Estados Unidos, Brasil, Alemanha e China sdo lideres na producéo e utilizacdo de
biocombustiveis. No entanto, a correlacdo econdmica entre a produgdo e consumo
de biocombustiveis esta diretamente relacionada a disponibilidade de matérias-
primas, investimentos em infraestrutura, politicas governamentais e demanda do
mercado (Kour et al., 2019; Paul et al., 2018; Roberts & Patterson, 2014). Mesmo
assim, segundo Scragg (2009) e Dufey (2006), a utilizacdo de biocombustiveis traz
consigo diversos beneficios, como a reducdo da formacdo e emissdo de gases
poluentes e material particulado devido a substituicdo total ou parcial de
combustiveis fosseis por aqueles derivados de materiais bioldgicos renovaveis e
reaproveitamento de residuos industriais e domésticos, e contribui para um
desenvolvimento econdmico sustentavel.

Neste sentido, um esforco global, liderado pela Organizacdo das Nagdes
Unidas (ONU), vem sendo realizado para, dentre outros fins, salvaguardar o meio
ambiente e conter o avanco das mudancas climaticas até 2030, donde mais de 185
milhdes de dolares foram disponibilizados para o cumprimento de 17 objetivos,
conhecidos como objetivos de desenvolvimento sustentavel, que englobam acdes
voltadas para, por exemplo, acesso a energia limpa e renovavel e desenvolvimento

de préticas contra a mudanca climatica global (ONU, 2023).

2.2
Controle de Qualidade do Biodiesel

O biodiesel pode ser empregado, em sua totalidade, sem modificagdes em
motores diesel convencionais, porém, este combustivel demanda um extenso
processo de preparacao devido a sua alta viscosidade e natureza acida antes de ser
viavel para uso. Com isso, o controle de qualidade deste biocombustivel é
fundamental para garantir seu desempenho no motor e impacto ambiental
adequados. Normas técnicas e regulamentacdes governamentais estabelecem
critérios como teor de agua, impurezas, estabilidade oxidativa e poder calorifico,

visando & seguranga e eficiéncia na sua utilizacdo (Souza, 2011). No Brasil, a ANP
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criou 0 PMQC que visa monitorar a qualidade dos produtos comercializados e
identificar aqueles que ndo atendem as especificacdes técnicas.

No que diz respeito & qualidade do biodiesel, a Resolucdo ANP n° 920 de 4
de abril de 2023 revisou as especificagdes do biodiesel para as descritas no Anexo
I. A revisdo da norma, solicitada pela Comissdo Nacional de Politica Energética
(CNPE), possui por objetivo adequar as especificagdes do biodiesel, bem como da
mistura diesel/biodiesel, & nova realidade da matriz energética brasileira, em que
um novo cronograma para adicdo do biocombustivel ao diesel passou a vigorar
respeitando a atual adi¢do de 12 %, como previsto da Resolu¢gdo CNPE n° 3/2023.
Com relacdo as especificacfes do biodiesel, os principais pontos de mudanca

foram:

e Reducdo do teor de monoglicerideos, dos atuais 0,70 % massa/massa para:
0,60 %, com vigéncia 90 dias ap0s a publicacdo da nova resolucdo; e
0,50 %, 21 meses apos a publicacdo da nova resolucao;

e Reducdo do limite para o teor de sddio + potassio e para o de célcio +
magnésio, de 5,0 mg kg* para 2,5 mg kg*;

e Reduco do limite para o teor de fosforo, de 10,0 mg kg™ para 4,0 mg kg,
com vigéncia de 90 dias ap0s a publicacdo da nova resolucdo; e para
3,0 mg kg%, até 21 meses ap0s a publicacdo da nova resolugdo; e

e Ajuste na tabela de ponto de entupimento de filtro a frio, em consonancia

com a realidade climatica de cada regido do Brasil.

Oleos de diferentes fontes possuem diferentes composicdes de acidos graxos
caracterizados pelo comprimento da cadeia, insaturacdo e outras funcionalidades
presentes. Os ésteres derivados de acidos graxos saturados ou de cadeia longa, por
exemplo, tendem a ter maior grau de lubrificacdo e estabilidade a oxidacédo, além
de nimero de cetano mais elevado. Contudo, aumenta a incidéncia de entupimento
dos bicos do motor. Ja ésteres de acidos graxos altamente insaturados apresentam
baixo nimero de cetano e maior resisténcia ao congelamento (Altiparmak et al.,
2007; Pinto et al., 2005; Scragg, 2009).

As propriedades do biodiesel dependem em grande parte dos ésteres gerados

durante a reagdo de transesterificagdo, o que sugere o potencial para melhorar a
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qualidade do biodiesel através da incorporacdo de ésteres especificos com atributos
favoraveis, como aqueles gerados a partir da reacdo de transesterificacdo do acido
oleico (Knothe, 2005; Pinto et al., 2005). No entanto, alguns parametros podem ser
alterados, seja em um processo de enriquecimento do produto ou durante seu
transporte e estocagem, afetando sua qualidade e desempenho (Lepri et al., 2011;
Lisboa et al., 2014). Com isso, analisar os parametros previstos na Resolu¢éo, é
relevante realizar a determinagéo elementar a fim de avaliar a concentragéo de
elementos que, em excesso ou deficiéncia, podem comprometer o desempenho, as
condigdes de trabalho do motor e aumentar o risco de danos ao meio ambiente (De
Souza et al., 2012; Speight, 2002).

Citando as normas especificas para biodiesel, a norma ABNT NBR 15512
(2014) versa sobre os requisitos de qualidade durante toda a etapa de processo,
transporte e estocagem de biodiesel e da mistura diesel/biodiesel. Nesta norma,
considera-se como contaminantes fracoes de querosene, metanol, etanol, gasolina
do tipo A e C, 6leo combustivel e vegetal, todos com teor maximo de 0,03 % a fim

de evitar contaminacao cruzada. Dos elementos previstos para controle pela
legislacdo brasileira, Na e K podem persistir no biodiesel devido a ineficiéncia da
lavagem para remocdo total dos catalisadores do produto final, resultando em
corrosdo no motor quando atingem certos niveis. Ja Ca e Mg podem estar presentes
devido ao uso de dgua no processo de lavagem, essencial para purificar o produto
final de subprodutos como a glicerina, enquanto P e S podem ter origem na matéria-

prima, como fosfolipidios presentes no 6leo, ou serem oriundos do préprio
processo, como o S proveniente do &cido sulfarico usado para neutralizar o excesso
de catalisador e matéria-prima (Knothe, 2010; Lepri et al., 2011; Pinto et al., 2005).
Para este fim, as normas técnicas ABNT NBR 15553, que trata da
determinacdo de Ca, K, Mg, Na e P, ABNT NBR 15554, que trata da determinacao
de Na por espectrometria de absor¢do atbmica (AAS), ABNT NBR 15555, que trata
da determinacdo de K por AAS, ABNT NBR 15556, que versa sobre a
determinacdo de Ca, K, Mg e Na por AAS e ABNT NBR 15867, sobre
determinacdo de S por ICP OES, sdo empregadas. Em todas estas normas, que sao
baseadas nas normas europeias, as amostras de biodiesel e os padrbes de calibracao
sdo diluidos diretamente em xileno ou querosene, utilizando éleo mineral para

minimizar interferéncias de matriz oriundas do efeito de viscosidade.
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Outros metais, como Cu, Pb, Cd e Zn possuem a capacidade de catalisar a
oxidacéo quando em contato com o biodiesel, gerando residuos no motor e podendo
ser uma fonte potencial de poluigcdo (Lepri et al., 2011). Ainda, mesmo que ndo seja
considerado em nenhuma das normas de biodiesel, a quantificacdo de Si neste tipo
de matriz também é de amplo interesse, visto que € responsavel por formacéo de
depositos, indicador de corrosdo e empregado na inddstria petroquimica em
compostos antiespumantes, além de ser empregado como indicador para matriz de
biocombustiveis (De Azerédo Amaro & Ferreira, 2004; Kowalewska, 2018;
Sanchez et al., 2012), porém, ndo ha limites estabelecidos na legislacéo brasileira
para sua concentracdo na matriz do biodiesel.

Ainda assim, a determinacdo elementar na matriz organica, como sugerido
nas normas brasileiras citadas, traz consigo a problematica do efeito de matriz que
precisa ser superada em prol da obtencdo de um resultado confiavel que por sua
vez, ird afetar diretamente a qualidade do produto final. A seguir, algumas
alternativas serdo discutidas com base nos trabalhos publicados a respeito da

determinacdo mono e multielementar neste tipo de matriz.

2.3
Metodologias para determinacdo elementar em matrizes organicas

Como sugerido pelas normas técnicas ABNT NBR 15553 (2019), ABNT
NBR 15554 (2008), ABNT NBR 15555 (2008) e ABNT NBR 15556 (2008), a
determinacdo elementar dos elementos controlados no biodiesel é realizada
utilizando técnicas espectrométricas, tanto por espectrometria de absor¢do atdbmica
com chama (F AAS), quanto por ICP OES. Ambas as técnicas sao susceptiveis as
interferéncias ligadas a matriz da amostra podendo comprometer a confiabilidade
dos resultados (Caumette et al., 2009). Métodos alternativos tém sido propostos ao
longo dos anos a fim de mitigar os efeitos de matriz inerentes a introducéo direta
de amostras organicas (Duyck et al., 2007; Maessen et al., 1984; Sanchez et al.,
2013), como diferentes métodos de preparo da amostra, emprego de diferentes
sistemas de introducéo de amostra, ou propondo modifica¢bes aqueles ja existentes,
além da adicdo de oxigénio e utilizacdo de cameras de nebulizacao resfriadas, entre
outros (Korn et al., 2007; Sanchez et al., 2013).
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A escolha da melhor estratégia para o preparo de amostras de biocombustiveis
passa, primeiro, pela técnica que sera utilizada e sua capacidade de desempenhar
uma analise quantitativa precisa, exata e com limites de deteccdo e quantificacdo
que englobem as concentracbes dos analitos presentes ou também os limites
requeridos por uma norma especifica. Por Gltimo, porém ndo menos importante, a
disponibilidade de equipamentos, tempo e recursos financeiros para tal
(Amorim et al., 2007; Korn et al., 2007).

Um dos métodos de preparo de amostra propostos € de decomposicdo acida.
No trabalho desenvolvido por Maciel et al. (2013), amostras de éleo e semente de
Jatropha curcas, bem como o biodiesel produzido a partir desta semente, sofreram
decomposicdo 4cida assistida por radiagdo micro-ondas e posterior determinacdo
elementar por ICP-MS. Em outro trabalho, Korn et al. (2010) avaliou dois
procedimentos de decomposicao acida para determinagéo simultéanea de Ca, K, Mg,
Na e P em biodiesel por ICP OES. O primeiro, em frasco aberto e com aquecimento
indireto, uma mistura de acido nitrico, &cido sulfdrico e peroxido de hidrogénio foi
empregada, enguanto, no segundo procedimento, uma mistura de acido nitrico e
perdéxido de hidrogénio foi empregada junto ao aquecimento assistido por micro-
ondas em sistema fechado.

A decomposicdo acida pode ser realizada, tanto em frasco aberto quanto em
frasco fechado, assistida ou ndo por micro-ondas ou agitacdo ultrassonica,
empregando um 4&cido ou misturas de &cidos, eventualmente peréxido de
hidrogénio, suficiente para mineralizacéo parcial ou total da amostra (Flores et al.,
2007; Link & Kingston, 2000; De Souza et al., 2006). A decomposi¢do em frasco
aberto € geralmente passivel de sofrer contaminacédo e perda de analitos na fracao
volatil, além do uso de grande quantidade de &cidos concentrados e elevada acidez
residual, enquanto a seguranca dos operadores, devido a possivel projecdo de
residuos, torna-se a maior problematica para a realizacdo deste procedimento,
embora este ofereca certas vantagens, pois oferecem alta produtividade com baixo
custo de material (Flores et al., 2007; Sanchez et al., 2013). Sendo assim, o0 uso da
radiacdo micro-ondas é uma alternativa interessante pela sua praticidade, seguranca
e por requerer menor quantidade de reagentes, menos tempo para completa
decomposicdo das amostras, porém, faz-se necessaria a otimizacdo das etapas de

aquecimento do forno, de forma a garantir a eficiéncia ao eliminar a maior
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quantidade possivel de matéria organica residual (Dos Anjos et al., 2018;
Korn et al., 2010; Sant’Ana et al., 2007).

Outras abordagens que permitem a utilizacdo de padrfes aquosos de
calibragdo e visam minimizar a influéncia da matriz orgéanica na analise, podem ser
a formacéo de (micro-) emulsGes e extracdo. A primeira, tomando como vantagem
a imiscibilidade das fracdes agua/6leo, emprega-se a amostra adicionado a uma fase
aquosa formada por um acido e/ou um surfactante (Burguera & Burguera, 2004;
Santelli et al., 2008). Aucelio & Curtius (2002) desenvolveram um método para
determinacdo de As, Sb e Se em gasolina e querosene por espectrometria de
absorcdo atdbmica com vaporizacdo eletrotérmica (ET AAS) a partir de
microemulsdes com e sem surfactante (Triton X-100) na presenca de &cido nitrico
ou 1-propanol, respectivamente, empregando padrdes aquosos dos respectivos
elementos para calibracdo e uma mistura de Pd/Mg em solugdo, combinado com
recobrimento de Ru, como modificadores quimicos.

Em outro trabalho envolvendo a aplicacdo de emulsdes, Chaves et al. (2008)
desenvolveram um método para determinacao de Co, Cu, Fe, Mn, Ni e V em diesel
e biodiesel por espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado e
vaporizacdo eletrotérmica (ETV-ICP-MS), a partir de emulsbes compostas de
Triton X-100 e HNO3, empregando um padrdo aquoso multielementar para
calibracdo e Pd como modificador em solugéo. Paralelamente, os resultados obtidos
foram comparados com aqueles obtidos pela técnica de espectrometria de absor¢éo
atdbmica com forno de grafite (GF AAS). Neste ponto, a escolha do surfactante
também se torna critica, visto que suas propriedades podem ser alteradas por alguns
fatores, como temperatura, e afetar as condi¢es operacionais do instrumento, isto
é, taxa de introducdo de amostra e vazdo do Ar de nebulizacdo (Amorim et al.,
2007; Sanz-Medel et al., 1999). Eventualmente o surfactante pode ser substituido
por um co-solvente, como alcoois de cadeira curta.

Além da vantagem de transportar os analitos para uma fase aquosa, 0 que
confere uma maior estabilidade para (micro-) emulsdes, esta abordagem é rapida,
pois requer pouco tempo de agitacdo para separacao das fases. Ademais, a presenca
de oxigénio favorece a oxidacdo da matéria organica residual que pode causar as
interferéncias citadas anteriormente (Korn et al., 2007; Murillo & Chirinos, 1996).

Entretanto, suas desvantagens ficam por conta da grande quantidade de reagentes,
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a maior propensédo a contaminagodes, depreciacdo dos limites de detecgéo e perda de
sensibilidade (Cassella et al., 2018; Séanchez et al., 2013).

Um método menos abordado na literatura, mas ainda assim valido para a
discussao, é a extracdo do analito a partir da interagdo da matriz da amostra com
uma fracdo liquida ou sélida quimicamente modificada ou ndo (Korn et al., 2007;
Lourenco et al., 2019). Embora seja uma técnica que permite a pré-concentracao
dos analitos, sua separacdo para uma fase que potencialmente é capaz de eliminar
as interferéncias causadas pela matriz organica e emprega pouca quantidade de
reagentes, o processo de extracdo ainda é suscetivel a perdas de fracdes volateis,
que influenciam diretamente no calculo do fator de enriquecimento, e a dificuldade
em manter a funcionalizacdo da fase solida devido aos processos de lixiviacdo
(Korn et al., 2006; Liang et al., 1996; Santos et al., 2011).

Dentre os processos de decomposicdo menos usuais, podemos citar 0s
procedimentos de calcinacao e de combustdo (Sanchez et al., 2013). A formacao de
cinzas requer uma grande quantidade de amostra, é altamente suscetivel a
contaminacdes e perda de fracOes volateis, alem de demandar tempo para garantir
a incineracdo completa da amostra (Korn et al.,, 2007). O procedimento de
combustdo através do metodo Wickbold envolve a queima da amostra numa chama
e 0s produtos desta queima sdo dissolvidos em uma solucdo acida. Utilizando o
equipamento ideal, as perdas de fracdes volateis séo minimizadas pelo fato de ser
um sistema com frasco semi-fechado. Mesmo assim, parte dos analitos podem ser
adsorvidos nas paredes do tubo e ndo € possivel garantir a combustao total da
matéria organica (Hoppstock & Michulitz, 1997). Para isso, uma alternativa
interessante é o emprego de um sistema de combustdo iniciada por micro-ondas
(Mesko et al., 2010), utilizando um frasco de quartzo, a fim de minimizar os
fendmenos de adsorcdo de analitos, pressurizados com oxigénio, e uma solucao
ignitora como NH4NOs3, por exemplo, que permitem a combustdo completa de
amostras de 6leo cru em menos de 30 minutos, e uma solugédo acida como solugéo
absorvedora empregando processo de refluxo, como demonstrado no trabalho de
Pereira et al. (2010).

Paralelamente aos diferentes métodos de preparo, outros métodos de
introducdo de amostras — ou modificagdes - também foram discutidos ao longo dos
anos na literatura com objetivo de minimizar os efeitos de matriz. Sanchez et al.

(2012), por exemplo, desenvolveram um método para determinagdo elementar em
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amostras de combustiveis e biocombustiveis, todos diluidos em xileno, por ICP
OES, utilizando um sistema de introducdo de amostras composto por uma camara
de nebulizagéo do tipo single pass acoplado a um cilindro aquecido que, segundo
os autores, € uma versdo modificada do sistema integrado de introducéo de amostra
na tocha. Os autores observaram que, a medida que aumentaram a temperatura das
paredes da camara, maiores foram os sinais transientes dos analitos estudados, no
entanto, também puderam observar um aumento na intensidade da emissdo das
espécies de carbono. Contudo, os limites de deteccdo encontrados de acordo com o
aumento da temperatura foram até uma ordem de magnitude menores que aqueles
obtidos pelo sistema de introducdo a temperatura ambiente para os analitos
estudados.
A adicdo de oxigénio € uma alternativa para favorecer a combustéo parcial
ou total da matéria organica introduzida no plasma. Em um primeiro momento, a
adicdo de oxigénio foi considerada benéfica para a anélise do Na, j& que ajudava a
suprimir as bandas moleculares dos compostos de carbono proximas as linhas de
Na em 588 e 589 nm (Krengcl-Rothensee et al., 1999; Magyar et al., 1986).
Contudo, Aguirre et al. (2012) e De Souza et al. (2011) observaram, em seus
respectivos trabalhos, que os beneficios da adi¢do de oxigénio nao representariam
um ganho significativo frente as alternativas propostas. Isto porque o oxigénio pode
influenciar, tanto na determinacdo elementar daqueles elementos cujas linhas
espectrais residem na regido de UV de vacuo (menor que 200 nm), como P e S, uma
vez que o0 oxigénio também absorve radiacdo nesta regido. O que, por sua vez,
poderia ser superado com a purga do sistema optico do ICP OES, porém, levaria ao
aumento do custo da analise (Edlund et al., 2002; Krengcl-Rothensee et al., 1999).
De Souza et al. (2011) concluiram que a utilizacdo de micronebulizadores
mostrou-se suficiente para a determinacao elementar simultanea em 6leo
lubrificante, 6leo combustivel e biodiesel por ICP OES em relacéo a adicdo de um
fluxo paralelo de oxigénio. As interferéncias causadas pela adicdo de oxigénio, no
entanto, ndo foram observadas pelo mesmo autor que, em trabalho similar (também
descrito em De Souza et al. (2012), pode inferir que as principais interferéncias
espectrais observadas na analise destas amostras por ICP-MS foram minimizadas
quando utilizada uma célula de reacdo dindmica preenchida com gas metano. J&
Aguirre et al. (2012), observaram que, quando utilizada a técnica de calibracdo

inline com padrdo aquoso, menores foram os efeitos gerados pela matriz organica
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nas condic¢des do plasma devido a combustdo dos compostos de carbono. Com isso,
foi possivel realizar adequadamente a determinagdo elementar simultdnea em
biodiesel e misturas de biodiesel/diesel empregando um multinebulizador do tipo
Flow Blurring que consiste em 3 entradas de liquido acopladas a um cilindro de
politetrafluoretileno (PTFE).

Sistemas alternativos de introducdo de amostras podem ser incorporados,
como o uso da técnica de vaporizacdo eletrotérmica (ETV) e ablacéo a laser (LA)
ou a hifenacdo com outras técnicas de separagdo, como cromatografia gasosa (GC),
liquida (LC) ou liquida de alta eficiéncia (HPLC, do acrénimo em inglés) (Bings,
2002; Caumette et al., 2009; Saint’Pierre et al., 2004).

Um vaporizador eletrotérmico pode ser empregado, pois além de operar sob
amostragem discreta, as etapas progressivas de aquecimento do tubo, junto ao
emprego de modificadores quimicos, promovem a eliminag&o da matéria organica
e estabilizacdo de espécies volateis e/ou formadores de carbetos (Aucelio &
Curtius, 2002; Chaves et al., 2008; Korn et al., 2007; Welz & Sperling, 1999). Ja o
emprego da ablacdo a laser € um método agil e pratico com alta capacidade de
processamento de amostra, viabilizando a introducdo direta da amostra numa fonte
de plasma indutivamente acoplado com minimo de manipulacdo da amostra.
Contudo, a escassez de padrdes de calibracdo apropriados continua sendo uma
questdo de grande relevancia na area. Além disso, 0 emprego desta técnica para
amostras liquidas requer modificagdes aos equipamentos comercialmente
disponiveis e a contaminacdo por depdsito de goticulas da amostra (Bings, 2002;
Duyck et al., 2007).

No que diz respeito a aplicacéo das técnicas cromatograficas, alguns trabalhos
reportados na literatura apontam para a realizacdo da determinacdo elementar (e
também a especiacdo de metais associados a fracBes organicas) em amostras
organicas de forma bem sucedida (Caumette et al., 2009; Fish et al., 1984;
Lepri et al., 2006). Inclusive, a introducdo da fase mével numa fonte de excitacao
de ICP permite que uso do oxigénio seja dispensado, desde que seja empregado um
solvente oxigenado em baixa concentracdo (Duyck et al., 2007), no entanto, a
analise cromatografica aumenta o custo e o tempo dedicado para tal, requerendo
equipamentos especificos para cada tipo de matriz organica inserida.

De modo geral, a diluicdo direta da amostra em solventes é a solu¢do mais

pratica e com menor consumo de reagentes, sendo inclusive recomendada por



Capitulo 2. Fundamentacéo Teorica 33

diversas normas técnicas para determinacdo elementar em biodiesel. Estas mesmas
normas recomendam dilui¢des iguais ou maiores a 10 vezes com objetivo de reduzir
a diferenca de viscosidade, a tenséo superficial, e volatilidade de amostras e padroes
de calibracdo, o que visa compensar os efeitos de matriz (Sanchez et al., 2010;
Sanchez et al., 2013). Todavia, a selecdo do melhor solvente, ou suas misturas,
ainda € uma dificuldade a ser superada, visto que as suas propriedades fisico-
quimicas podem alterar as condi¢Ges de transporte, bem como as condicfes de
excitacdo do plasma.

Em ICP OES, quando amostras organicas sdo diluidas diretamente em
solventes, tais como querosene, Xileno ou tolueno, por exemplo, considerando os
critérios necessarios para sua escolha descritos por Duyck et al. (2002), surge uma
preocupacao acerca da interferéncias que podem ser observadas. A quantidade de
solvente que chega ao plasma que, por sua vez, pode causar instabilidade e sua
extincdo, promovera a formacdo de depositos de C no tubo injetor, podendo
estender-se a parte Optica do espectrometro, e 0 aumento da radiacdo de fundo
associada ao surgimento de diferentes produtos de pir6lise do solvente, como, por
exemplo, a banda de Swan (C:") e de outras moléculas como CN, CS, CH, NO e
CO, a depender da natureza do solvente organico empregado (Duyck et al., 2007;
Leclercq et al., 2015; Maessen et al., 1984). A intensidade destas emissGes varia
com a altura a que o plasma é observado. Por conseguinte, enquanto a emissao
atdbmica de carbono diminui com a altura de observacdo, a emissdo de cianeto
apresenta uma tendéncia oposta (Boorn & Browner, 1982; McCrindle &
Rademeyer, 1996; Sanchez et al., 2015).

Além disto, a presenca de solvente organico pode alterar o formato do plasma
e a posicdo da zona analitica normal dos analitos no mesmo, somando a isso 0
aumento da condutividade térmica, resultando na rapida reducdo da zona periférica
do plasma onde se dara origem a uma zona de recombinacdo para formacdo das
espécies moleculares citadas anteriormente (Sanchez et al., 2013, Sanchez et al.,
2015; Weir & Blades, 1996). Uma forma simples de avaliar as condi¢fes térmicas
e a robustez do plasma é através da razdo das linhas espectais de Mg (I1) e Mg (1).

No que tange a interferéncias fisicas, a viscosidade e a tensdo superficial tém
grande impacto na formacao do aerossol. Para matrizes organicas, em que a tensdo
superficial € menor que aquela observada em matrizes aquosas, menor sera a

energia necessaria para formacdo das goticulas do aerossol, além de menor
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distribuicdo do tamanho destas goticulas. Todos estes fenbnemos resultam numa
maior eficiéncia de transporte da solugéo para o plasma, o que, por consequéncia,
aumenta a quantidade de solvente no mesmo (Boorn & Browner, 1982; Sanchez et
al., 2010; Sharp, 1988).

Por esse motivo, é necessario o célculo da carga de solvente no plasma,
explicada por Maessen et al. (1986), e a otimizagéo das condicdes operacionais do
instrumento - a fim de minimizar os efeitos indesejaveis da introducéo de organicos,
citados anteriormente - além do emprego de micronebulizadores que possibilitam a
introducdo de amostra a baixas taxas de introducéo, o que reduz a quantidade de
solvente, oferecendo condigdes analiticas mais robustas (Edlund et al., 2002;
Gazulla et al., 2017; De Souza et al., 2011; Todoli & Mermet, 2008).

Uma forma de mitigar estes efeitos foi proposto por Chaves et al. (2011) e
Dos Santos et al. (2007) ao utilizar alcoois de cadeia curta, i.e., etanol e propanol,
para diluicdo das amostras de biodiesel, 0o que possibilita ainda o emprego de
padrdes aquosos para calibracdo, que sdo mais estaveis e com menor custo do que
padrdes organicos, porém, ésteres de cadeia longa tendem a ser insollveis neste
tipo de solvente, o que leva preferencialmente ao uso de solventes apolares, tais
como Xxileno e querosene, como previsto nas normas ABNT NBR 15553 (2019),

entre outras.

2.4
Métodos de calibracédo para determinagcdo elementar em amostras
orgéanicas por ICP OES

Boa parte da discussdo sobre analise de amostras organicas envolve o tipo de
padrdo de calibracdo empregado. O método de calibracdo é uma parte importante
da quantificacdo elementar e da confiabilidade dos métodos de analise e dos
resultados obtidos (Donati & Amais, 2019; Mark, 1991). Para tal, métodos de
calibracdo ja amplamente discutidos na literatura (Carter et al.,, 2018;
Donati & Amais, 2019; Sloop et al., 2021), como EC, SA, IS e MMC, sdo utilizados
para a determinacao elementar em diferentes matrizes.

Neste sentido, ja que uma limitacdo da EC é exatamente nao replicar, nas
solugdes da calibragdo, os mesmos efeitos que podem ocorrer nas amostras (Donati
& Amais, 2019; Sloop et al., 2021), a calibragdo por MMC ou por SA seriam as

estratégias vidveis por utilizarem espécies concomitantes da matriz ou a propria
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amostra na construcdo da curva analitica (Bader, 1980; Carter et al., 2018; Donati
& Amais, 2019; Kelly et al., 2011). No entanto, ambas técnicas apresentam
limitagBes quanto a replicacdo exata das espécies presentes na matriz ou ao tempo
gasto quando empregado para construcdo da curva analitica para cada amostra a ser
analisada (Carter et al., 2018; Sloop et al., 2021). Com isso, muitos estudos
recorrem ao uso de IS para compensar as flutuagdes no sinal do analito causadas
por variacdo de parametros instrumentais ou para minimizar efeitos de matriz,
desde que o elemento escolhido também esteja susceptivel ao mesmo tipo de
interferéncia (Barnett et al., 1968; Chaves et al., 2008; Chaves et al., 2011).
Todavia, a escolha de um elemento para padronizacdo precisa ser critica, uma vez
que suas caracteristicas fisico-quimicas devem ser semelhantes as dos analitos
presentes na amostra e ndo devem causar qualquer tipo de interferéncia na deteccao
dos analitos (Donati & Amais, 2019). Para isso, Y ou Sc sdo majoritariamente
empregados para determinacdo por ICP OES (Korn et al., 2010; Sanchez et al.,
2013; Dos Santos et al., 2007), mesmo que normas tecnicas, como ASTM D7691,
recomendem também o emprego de elementos como Co, Cd e La, como padrdes
internos.

Mesmo assim, 0 emprego da IS para correcdo de efeitos de matriz ainda ¢
passivel de questionamento, uma vez que alguns autores argumentam que, para uma
correcdo eficaz do desvio do sinal na analise de amostras de matriz complexa, é
necessario o uso combinado da IS com técnicas como MMC ou adi¢céo de analito
(Batista et al., 2009; Colon et al., 2009). Essa combinacéo € especialmente crucial
quando a espécie utilizada para a IS tem apenas uma correspondéncia parcial com

as propriedades fisico-quimicas e espectrais do analito em quest&o.

2.4.1
Standard Dilution Analysis (SDA)

Outros métodos de calibracdo foram desenvolvidos recentemente com
objetivo de compensar os efeitos de matriz. A analise por diluicdo de padrdo (SDA,
do acrébnimo em inglés), por exemplo, descrito por Jones et al. (2015), junta os
principios do método de calibracdo por SA, quando utiliza a matriz da amostra para
preparar as solucdes de calibragdo, com IS, ao empregar um padrdo interno. Este

método utiliza somente duas solucdes da calibracdo - o que é uma vantagem frente
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a SA tradicional — que, quando misturadas, ddo origem a uma curva analitica
quando um grafico da razdo entre o sinal do analito e o sinal do padrdo interno
(lanatito/lis) versus o inverso da concentragdo do padréo interno (1/Cis) é construido
(Donati & Amais, 2019; Jones et al., 2015). O primeiro tubo (S1) contém 50 % da
solucdo de amostra mais 50 % de uma solugdo analitica com os analitos e o padrdo
interno, enquanto o segundo tubo (S2) é constituido por 50 % da solucdo de amostra
mais 50 % da solucdo branco, assim, a relagdo entre as intensidades do analito, quer
seja da amostra, quer seja do padrdo presente na solucdo analitica, e do padrao
interno estabelece uma correlacdo direta com seus respectivos coeficientes

angulares (slope) e concentragdes (C), como descrito pela Equacdo 1 a seguir.

Sa slope, CAM slope, cPad

= +
Sis - hal
slopeis Cis slopeis Cis

Equacéo 1

Uma vez que a razdo entre concentracdo dos analitos e padrao interno
presentes na solucdo analitica é constante, e a propor¢cdo de amostra em ambas

~ . . m , / .
solugdes também permanece inalterada, logo, = 2/ m também é constante e, assim,
IS

os efeitos de matriz sdo compensados. Assim sendo, a concentracdo dos analitos é

dada pela Equacéo 2, a seguir.

Chm = _slope Grd
intercepto Cis

Equacéo 2

Onde, C.”™refere-se a concentracdo dos analitos na amostra, os coeficientes
angular e linear sdo obtidos através da regressdo da curva linear obtida na regido
SDA mostrada na Figura 1, Ca"e Cs referem-se a concentragéo dos analitos e do
padrdo interno na solucdo analitica. Inicialmente, a solucdo S1 é introduzida até que
um platd seja formado e, a partir dai, a solu¢do S2 € introduzida no tubo de S1
dando-se origem a um gradiente de diluicdo, até que um novo platd seja formado,

como demonstrado na Figura 1 a seguir.
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Figura 1 — Curva de SDA tradicional (a) e respectiva curva analitica (b) para determinacao
elementar em amostra de biodiesel fortificada com 5 mg kg, empregando 1 mg kg de padrdo
interno (IS), por ICP OES (Figura do autor).

Diversos trabalhos envolvendo a SDA foram desenvolvidos nos ultimos anos
(Althoff et al., 2017; Fortunato et al., 2017; Goncalves et al., 2016; Virgilio et al.,
2016), mas poucos trabalhos abordam a aplicacdo da SDA para determinagéo
elementar em matrizes organicas. Fortunato et al. (2016) aplicaram a SDA para
determinacdo de Na em amostras de biodiesel diluidas em etanol, empregando Li
como padrdo interno, por F AAS. Comparando-se os resultados encontrados com
outros métodos de calibracéo tradicionais (i.e., EC, SA e 1S), a calibragdo por SDA
forneceu resultados mais precisos e exatos, segundos 0s autores, porém, devido a
indisponibilidade do instrumento em monitorar mais de um comprimento de onda,
uma sonda de fibra Optica foi utilizada, o que requer mais tempo gasto e
modificacdes do instrumento.

Por sua vez, Garcia et al. (2020) adotaram a calibracdo por SDA para
determinacgdo de Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni e Pb em amostras de éleo lubrificantes
usados diluidos em éter de petroleo, empregando Y como padrdo interno, por
ICP OES. Neste caso, 0s autores empregaram um multinebulizador para introduzir,
simultaneamente, amostra organica (ou solugdo branco) junto com padrdo aquoso
para formar as solucdes analiticas descritas do método de SDA e,
consequentemente, o gradiente de diluicdo necessario para construcdo de curva
analitica com multiplos pontos. Os resultados pelo método proposto foram
comparados com aqueles obtidos pela calibracdo por SA, e os autores afirmam que,

tanto os limites de detecgéo e quantificacdo, quanto os resultados obtidos para o
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teste de recuperacdo em amostras fortificadas, estiveram na mesma ordem de
magnitude para ambos os métodos de calibracéo.

Mesmo assim, a calibracdo por SDA possui algumas limitagdes quanto a
aquisicao de dados em relagéo ao tempo, enquanto as duas solucées séo misturadas
manualmente, além do tratamento dos dados a fim de obter os dados da regido SDA
para construcdo da curva analitica, tornando-o laborioso e impactando diretamente
na precisao dos resultados. Contudo, parte deste problema foi superado e 0 método
aprimorado quando aplicado um 2° padré@o interno, como descrito em trabalhos
publicados por Jones et al. (2020), Marrocos et al. (2023) e Sloop et al. (2019).

Nesta abordagem, a partir de um rearranjo matematico na equacao original da
SDA, descrito por Sloop et al. (2019), um 2° padréo interno é adicionado na fracdo
correspondente a solucdo branco presente em S2 e, com isso, todo conjunto de
dados gerado a partir da diluicdo de S2 em S1 é empregado para construgdo da
curva analitica. Assim, diferente da SDA com um padrdo interno, onde a
intensidade méxima do IS € empregada para estimar as concentracfes a cada ponto
da regido SDA, o uso de dois padrdes internos possibilita que todos os dados da
regido SDA sejam empregados para obtencdo da concentracdo dos analitos dada a

partir da Equacéo 3, a seguir.

cAm — interceptoy CPad
a slopeq intercepto:

Equacéo 3

Onde, C:A™e C.™ referem-se, respectivamente, a concentragdo dos analitos
na amostra e na solucdo analitica, respectivamente. Intercepto; e inclinagédo;
referem-se aos coeficientes linear e angular, respectivamente, da curva analitica
construida pela relacdo entre o sinal do analito versus o sinal do primeiro padrdo
interno, ambos adicionados em S1, e podem ser obtidos a partir do sinal dos analitos
presentes na amostra, para o intercepto, e a partir da razdo entre o sinal dos analitos
e do 1° padrdo interno, para a inclinacdo, e intercepto, corresponde ao coeficiente
linear calculado a partir da relacdo linear entre o sinal do 1° IS e do 2° IS, como

ilustra a Figura 2 abaixo.
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Figura 2 — Curvas analiticas obtidas a partir do emprego da calibragdo por SDA com dois padrdes
internos para determinagéo elementar em amostra de biodiesel fortificada com 5 mg kg™,
empregando 1 mg kg de ambos padrdes internos, por ICP OES (Figura do autor).

Quanto a mistura manual das solucGes analiticas, alguns autores focaram seus
esforcos na automatizacdo do processo (Fortunato et al., 2016; Fortunato et al.,
2017; Jones et al., 2020; Sloop et al., 2019), porém, as modificacGes sugeridas nos
instrumentos comercialmente disponiveis e 0 aumento do tempo e reagente
consumidos, ainda permanece como um desafio a ser superado. Outros parametros
experimentais da SDA, tais como a relagdo entre a concentracdo de analitos e
padrdo interno, a relacéo entre a amostra e o padréo (ou branco), a duracéao do plato,
e a influéncia da regido SDA na curva analitica foram amplamente discutidos por
Virgilio et al. (2016). De modo geral, os autores ndo encontraram diferenca
estatisticamente significativa entre os diferentes parametros avaliados em funcéo
do teste de recuperacdo realizado, cujo resultados variaram entre 91 e 105 % para
determinacdo de As, Cr, Cu, Pb e Y em amostras de bebidas e produtos alimenticios
diluidas em HNOz 1 % vi/v.

Até o momento do desenvolvimento deste trabalho, nenhum estudo
envolvendo a aplicagdo da SDA com dois padrdes internos para determinacéao
elementar por ICP OES em amostras de biodiesel diluidas em xileno foi realizado.
Neste sentido, os resultados encontrados, publicados recentemente no periodico
Journal of Analytical Atomic Spectrometry (vide Anexo 1), que serdo discutidos
ao longo desta tese, colocam a calibracdo por SDA como uma alternativa para
determinacdo de Na, K, Ca, Mg, P, Si e S em amostras de biodiesel de diferentes
matrizes de forma répida e eficaz, com limites de quantificacdo estatisticamente
comparaveis com aqueles obtidos através da calibragdo por SA e IS (Marrocos et
al., 2023).
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2.4.2
Multi-energy calibration (MEC)

Além da SDA, métodos de calibragdo multissinais também podem ser
empregados, a fim de compensar efeitos de matriz (Carter et al., 2018). O
monitoramento de mais de uma linha espectral de um mesmo analito, por exemplo,
ndo necessariamente representa uma novidade na obtencdo de resultados mais
exatos e precisos (Kucharkowski et al., 1998; Mermet, 2005; Schiavo et al., 2009),
no entanto, o trabalho publicado por Virgilio et al. (2017) passou a empregar 0
comprimento de onda (ou energia transicional) como uma terceira dimensdo,
crucial na correlagdo existente entre sinal do analito e sua respectiva concentracéo
para determinacédo elementar por ICP OES, entdo conhecida como calibracdo multi-
energia, que esta diretamente ligada a capacidade multielementar (simultanea ou
sequencial rapida) desta técnica.

Desde entdo, outros trabalhos foram desenvolvidos empregando estratégias
semelhantes, como calibragdo multi-isotépica (Virgilio et al., 2018) aplicando
diferentes is6topos do mesmo elemento para determinacéo de Ba, Cd, Se, Sn e Zn
por ICP-MS, calibracdo multi-espécies para determinagdo de As, Co e Mn através
de 6xidos e de espécies amoniacas por ICP-MS/MS (espectrometria de massas
tandem com plasma indutivamente acoplado) (Williams & Donati, 2018),
calibracdo multi-fluxo para determinacdo de Cr, Cu, Fe e Mn por MIP OES
(espectrometria de emissao Optica com plasma induzido por micro-ondas)
(Williams et al., 2019) e calibracdo multi-padrdo interno para determinacao de As,
Cd, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Pb e Zn por ICP OES (Sloop et al., 2022).

A calibracdo por MEC, assim como a SDA, envolve o preparo de somente
duas solugbes de calibracdo contendo a mesma proporcdo de amostra em ambas,
com acréscimo de uma solucédo analitica contendo analitos (S1) ou solucdo branco
(S2), porém, ndo é necessario a mistura de ambas e 0 monitoramento do sinal
transiente, ou o0 emprego de um padrao interno, o que o torna melhor adaptavel para
andlise de rotina (Carter et al.,, 2018). Além disto, € possivel monitorar
interferéncias espectrais, através de flutuacdes na resposta linear do modelo
(Virgilio et al., 2017, Virgilio et al., 2018; Williams & Donati, 2018). Em

contrapartida, o método fica limitado a quantidade de linhas espectrais que cada
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elemento possui dentro da faixa espectral que o sistema Gptico de um espectrémetro
consegue acessar, no caso do ICP OES, ou a abundancia de is6topos e espécies
ionicas formadas e resolvidas pelo quadrupolo para o caso de determinagdo por
ICP-MS (Donati & Amais, 2019).

Neste método de calibracéo, a resposta do instrumento para um comprimento
de onda especifico esta intrinsecamente ligada a concentracdo do analito e a energia
associada ao estado excitado, logo, a partir da regressao linear da curva analitica
obtida através da correlagdo entre a intensidade do sinal do analito presente em S2
(eixo y) versus intensidade do sinal do analito com incremento da solucdo analitica
presente em S1 (eixo x), a cada comprimento de onda selecionado do analito, o
coeficiente angular (slope) da curva pode ser obtido a partir da Equacao 4, a seguir,
como descrito por Virgilio et al. (2017).

Am
Ca

Slope = (CAm _ Cpad) Equacéo 4
a a

Onde, C.AMe C." referem-se, respectivamente, a concentragio dos analitos
na amostra e na solucdo analitica. Uma vez que a concentracdo de analitos na
solugdo analitica é conhecida, a Equacdo 4 pode rearranjada a fim de obter a

concentracdo dos analitos a partir da Equacao 5, a seguir.

(;Am __ slopex Capad
(1 - slope)

Equacdo 5
Assim, a curva analitica obtida para um determinado analito em diferentes
comprimentos de onda é ilustrado na Figura 3, a seguir. A figura é um exemplo

representativo da resposta obtida por MEC.
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Figura 3 - Curva analitica obtida a partir do emprego da calibragcdo por MEC para determinacao
elementar em amostra de biodiesel fortificada com 5 mg kg* por ICP OES (Figura do autor).

A proporc¢ao entre amostra e solucdo analitica (ou solucdo branco) pode ser
mantida em 1:1, porém, diferentes proporc¢des podem ser empregadas com objetivo
de diluir a amostra, a fim de evitar problemas na introducdo, ou aumentar a
capacidade de deteccdo, desde que a correcdo dos volumes de solugéo analitica e
de amostra, respectivamente Vpad € Vam, Seja realizada e, assim, a concentragdo dos

analitos passa a ser calculada a partir da Equacao 6, a seguir.

cAm = slope x C§29 x Vpyq

Equacéo 6
(1 -slope)x Vam auac

Diversos trabalhos empregando MEC foram publicados ao longo dos anos
para determinacdo elementar por técnicas espectrométricas. A comecar pelo
extenso trabalho publicado por Virgilio et al. (2017) aplicando este método de
calibracdo para determinacdo de Cr, Cu e Ni em amostras de agua, cha verde,
refrigerante e remédio por MIP OES, de Cr, Cu e Mn em amostras alimenticias por
ICP OES e de Co, Fe, e Ni em amostras de etanol combustivel, vinagre e vinho
tinto por espectrometria de absorcéo atbmica de alta resolugdo com fonte continua
e chama (HR-CS F AAS, do acrénimo em inglés). Os resultados encontrados pelos

autores foram comparados aqueles obtidos por SA, EC e IS, através de ensaios de
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adicdo e recuperacdo, nos quais ndo foram encontradas diferencas, embora o0s
autores ndo tenham feito mencao ao teste estatistico empregado.

Gongalves et al. (2019) e Higuera et al. (2019) utilizaram a calibragéo por
MEC para realizar determinagdo elementar em amostras de plantas medicinais e de
diferentes tipos de carne por ICP OES. A exatiddo dos resultados encontrados foi
avaliada a partir de teste de recuperacdao e da analises de materiais padrbes de
referéncia NIST 1570a (Spinach Leaves) e NIST SRM 1575a (Pine Needles), para
o trabalho de Gongalves et al. (2019), e NIST 1577c¢ (Bovine liver) e NIST 8414
(Beef muscle) para trabalho de Higuera et al. (2019). Porém, ainda que tenham
apresentado boa exatiddo e precisdo, as amostras sofreram processo de
decomposicao &cida assistida por micro-ondas em ambos trabalhos, o que minimiza
significantemente a incidéncia dos efeitos de matriz, uma vez que este tipo de
decomposicdo reduz a quantidade de materia organica, como discutido
anteriormente.

Ja no trabalho de Vieira et al. (2019), uma nova abordagem da calibragéo por
MEC foi estudada na determinacédo de N, P, S e Cl em amostras de fertilizante e de
leite a partir da absor¢do molecular das moléculas diatémicas CaCl, NO, PO e CS
por espectrometria de absorcdo molecular de alta resolucdo com fonte continua e
forno de grafite e de chama (HR-CS GF MAS e HR-CS F MAS, dos respectivos
acrénimos em inglés). Uma vez que as larguras destas bandas moleculares séo
similares a largura maxima a meia altura das linhas atbmicas, as estruturas finas
geradas no espectro molecular permitem a correlagdo direta da sua concentracéo
aos respectivos elementos (Heitmann et al., 2006; Welz et al., 2009). Os resultados
encontrados por Vieira et al. (2019) aplicando o MEC ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significativa com aqueles obtidos pela EC a nivel de confianca de
95 %.

Entretanto, até onde se sabe, nenhum trabalho envolvendo sua aplicacdo para
determinacdo elementar em biodiesel foi publicado até o momento. Contudo, a
calibracdo por MEC ndo se limita apenas as técnicas de espectrometria
atdbmica/molecular, podendo estender-se também para determinacdo elementar por
laser-induced breakdown spectroscopy (LIBS) em amostras de suplemento
alimentar (Babos et al., 2018; Babos et al., 2019), para determinacdo de compostos
moleculares por espectrofotometria UV-Vis, e por fluorescéncia molecular em

amostras de biodiesel (Soares & Rocha, 2020) e de solucGes de azul de metileno
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em diferentes solventes (Alencar et al., 2019). Todos estes trabalhos empregam a
calibragdo por MEC com precisdo e limites de deteccéo e quantificacdo semelhantes
aqueles obtidos pelos métodos de calibracao tradicionais aplicados nos respectivos

estudos.



3
Metodologia

3.1
Materiais e Reagentes

Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de grau analitico. Xileno
(Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) foi utilizado para diluir os padrdes de
calibracdo e as amostras de biodiesel. Para todos os métodos de calibracdo
propostos neste trabalho, foram utilizadas as seguintes solucdes de padrbes
organicos em 6leo mineral: Na (5000 mg kg?, Conostan, OK, EUA), K, Ca, Mg e
P (1000 mg kg, Quimlab, Jacarei, Sdo Paulo), Si (1000 mg kg?, Conostan, OK,
EUA) e S em dleo diesel (300 mg kg™, AccuStandard, CT, EUA). Solucdes padréo
de 2000 mg kg* de Sc (Conostan, OK, EUA), 5000 mg kg™ de Li (Conostan, OK,
EUA) e 5000 mg kg? de Y (Conostan, OK, EUA), todas em dleo mineral, foram
utilizadas como padrdées internos.

Com base na norma ABNT NBR 15553, as amostras de biodiesel foram
pesadas utilizando uma balanca analitica digital Sartorius (BL210S, com precisdo
de 0,1 mg) e diluidas cinco vezes (m/m) com xileno. As solucdes de calibracéo
empregadas nos métodos de calibra¢do por IS foram diluidas em solucdo de 6leo
mineral em xileno (10 % m/m) para obter uma maior semelhanca nas viscosidades
das solucdes de calibragio e das amostras. Uma soluc&o estoque de 100 mg kg™ dos
analitos foi preparada a partir da diluicdo dos padrbes citados anteriormente em
xileno e esta foi utilizada para preparo das solu¢bes empregadas nos métodos de
calibracdo avaliados neste trabalho. Na auséncia de materiais de referéncia
certificados comercialmente disponiveis de biodiesel, o material de referéncia
padrdo NIST SRM 1084a - Wear Metals in Lubricating Oil (100 mg kg™, National
Institute of Standards & Technology, MD, EUA) foi analisado para avaliar a
exatiddo dos resultados. Também foram feitos testes de recuperacdo em amostras

de biodiesel.



Capitulo 3. Materiais e Métodos 46

3.2
Instrumentacao

Todos os experimentos foram realizados em um espectrometro de emissao
Optica com plasma indutivamente acoplado Optima 7300 DV (PerkinElmer,
Norwalk, CT, EUA) equipado com injetor de quartzo de 1,0 mm de diametro
interno (Glass Expansion, Pocasset, MA, EUA). Tubos de policloreto de vinilacom
0,51 mm de didmetro (Glass Expansion, Pocasset, MA, EUA) foram utilizados para
introducdo das amostras e solucGes de calibracdo, devido a sua resisténcia a
solventes organicos. Argonio 99,996 % (Linde, Rio de Janeiro, Brazil) foi utilizado,
tanto para alimentagdo do plasma, quanto como gas de nebulizacdo ou para diluicéo
do aerossol, como sera discutido posteriormente.

Micronebulizadores do tipo Conikal 15069 (Glass Expansion, Pocasset, MA,
EUA), Micromist (Glass Expansion, Pocasset, MA, EUA), Meinhard tipo K (J. E.
Meinhard, Golden, CO, EUA), PFA 100 (Elemental Scientific, Little Canada, MN
EUA) e Miramist CE (Burgener Research Inc., Mississauga, ON, Canada)
acoplados a camara de nebulizacdo de duplo passo de 20 mL (Cinnabar, Glass
Expansion, Pocasset, MA, EUA) foram empregados para otimizacdo das condigdes
operacionais do instrumento. Camara de nebulizacdo ciclénica de 50 mL com
sistema de resfriamento do tipo Peltier (Isomist™, Glass Expansion, Pocasset, MA,
EUA) tambeém foi avaliada, a fim de determinar os efeitos da reducdo de
temperatura nas condicdes de determinacdo dos elementos.

As linhas espectrais escolhidas, bem como o modo de viséo e as respectivas
probabilidade de transicao, estdo apresentadas na Tabela 1, a seguir. Cada transicéo
eletronica realizada a partir da excitacdo gerada pelo plasma sera diretamente com
um comprimento de onda especifico, e cada transi¢do possui sua probabilidade de
ocorrer, de acordo com fatores, tais como: distribuicdo da populacdo atbmica,
energia fornecida pela fonte de excitacdo, energia necessaria para realizacao

daquela transicdo, temperatura, etc.
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Tabela 1 — Comprimentos de onda e respectivos modos de visédo selecionados para
determinacdo de Na, K, Ca, Mg, P, Si e S em amostras de biodiesel por ICP OES.

Probabilidade

Elemento Comprimento de onda, Modo de da transicio
A em nm (tipo de linha)? visdo 3 _lgb
(10°s™)
Na 589,592 (1) Radial 0,61
K 766,490 (1) Radial 0,38
315,887 (11), 317,993 (1), :
Ca 422,673 (1) Radial 3,1,36,22
279,077 (1), 279,553 (11), : 4,0,2.6, 2,6,
Mg 280,271 (I1), 285,213 (1) Radial 5,0
178,221 (1), 213,617 (1), 214,914
p P22 (D 219517 (), 2149 Axial 24,2832
Si 212,412 (1), 221,667 (1), 251,611 Axial 0,2,05,1,7,
(1), 252,851 (1), 288,158 (1) xia 09 1.9
S 180,669 (1), 181,975 (1), 182,563 .
(|) Axial 3,1, 1,7, 0,6
Li 670,784 (1) IS1 0,4
Sc 361,383 (I1) 1S1 15
Y 371,029 (1) 1S2 15
Tipo de linha: 1: atdbmica Il: idnica

b\/alores obtidos através do NIST (2013)

Com excecdo do Na e do K, que ndo tém outros comprimentos de onda com
sensibilidade adequada na regido de deteccédo da técnica, todos os elementos foram
otimizados atraves do monitoramento de mais de um comprimento de onda. As
linhas espectrais e 0 modo de visualizacdo empregados na determinacdo de cada
analito foram escolhidos com base na melhor relacdo sinal/fundo (SBR, do
acronimo em inglés), conforme recomendado pelo software do instrumento e
requerido pelas normas brasileiras ABNT 15553 e 15867.

A vazdo de Ar de nebulizacdo, taxa de introducdo e a poténcia da
radiofrequéncia (RF) foram otimizadas através de um planejamento fatorial
completo de dois niveis com réplica no ponto central apresentado na Tabela 2. Uma
amostra de biodiesel diluida cinco vezes em xileno e fortificada com 10 mg kg™ de
cada analito foi aplicada para este fim. Os valores escolhidos para os niveis foram

atribuidos levando-se em consideracdo a limitacdo instrumental, e a formacao e
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estabilidade do aerossol. Ap6s a determinacdo dos parametros com relevancia
estatisticamente significativa, um grafico de superficie de resposta a partir de uma
matriz Doehlert (1970) foi gerado e, com isso, encontrados os valores 6timos para
cada parametro avaliado.

Adicionalmente, a funcdo desejabilidade foi aplicada aos dados de otimizagéo
para obter um conjunto comum de valores para os parametros avaliados em cada
comprimento de onda. Os dados obtidos foram analisados utilizando o software
Statistica versdo 10.0, StatSoft (2010). As vazdes de Ar do plasma e do gés auxiliar
aplicados foram 15 e 1,5 L min, respectivamente, e o tempo de integracdo de 5 s,
para determinagdes empregando os métodos de calibracdo tradicionais e por MEC,
e de 2 s, para determinagdes empregando SDA.

Tabela 2 — Matriz experimental utilizada para o planejamento fatorial completo de dois
niveis (2%) com réplica no ponto central.

Niveis
Parametros ) 0 +
Vazdo de Ar de nebulizagdo (L min™) 0,2 0,3 0,4
Taxa de introducgdo de amostra (mL min™) 0,3 0,4 0,5
Poténcia da radiofrequéncia (W) 1300 1400 1500

33
Amostras de biodiesel

Nove amostras de biodiesel de diferentes matrizes foram obtidas através da
prestacdo de servico de analises em biodiesel do Laboratorio de Espectrometria
Atémica (LABSPECTRO). Devido a critérios de confidencialidade, somente parte
da composicdo da matriz foi fornecida. A andlise prévia destas amostras de
biodiesel, conforme as normas ABNT 15553 e 15867, revelou que as concentracoes
dos sete analitos estavam abaixo de seus respectivos limites de quantificacdo.
Portanto, a acuracia dos métodos propostos empregando SDA e MEC foi avaliada
ao aplica-los na determinacdo elementar em nove amostras selecionadas de
biodiesel (B100), fortificadas com 5 mg kg™ de cada analito. Os resultados foram,
entdo, comparados com os obtidos pelos métodos de calibragdo tradicionais, isto €,

a padronizagéo interna e a adicdo de analito, conforme descrito a seguir.
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3.4
Estratégias de calibracéo

3.4.1
Adicao de analito (SA)

Foram empregadas amostras de biodiesel diluidas 5 vezes em xileno e
fortificadas com 5 mg kg? de cada analito (Na, K, Ca, Mg, P, S e Si), para a
elaboracdo de curvas de calibracdo por adicdo de analito. Posteriormente,
concentragdes conhecidas dos analitos foram adicionadas a solucéo, e o volume
final foi ajustado para 5 mL com xileno. Para a construcdo das curvas de calibracao,
foram utilizadas, no minimo, quatro solucBes, abrangendo concentracfes
adicionadas de cada analito de 2, 4, 6 e 8 mg kg™, totalizando cinco pontos na curva
de calibracdo contemplando também a amostra de biodiesel fortificada. O material
padrdo de referéncia NIST 1084a foi diluido 20 vezes em xileno e submetido ao

mesmo procedimento de preparo das amostras de biodiesel.

3.4.2
Padronizacao interna (IS)

Uma solugdo-estoque de 100 mg kg™ foi preparada a partir da diluicdo dos
padrdes organicos em Xxileno, em seguida, as solucBes de calibracdo foram
preparadas abrangendo concentragGes de 0,5, 1, 2,5, 5 e 10 mg kg? dos analitos
(Na, K, Ca, Mg, P, S e Si), por meio de diluicdo apropriada destas em uma solucéo
composta de 6leo mineral em xileno (10 % m/m) com volume final de 5 mL. A
solucdo branco empregada para esta curva é a mesma utilizada para preparo das
solucdes de calibracdo. Paralelamente, as amostras de biodiesel foram diluidas 5
vezes em Xxileno, conforme especificado nas normas ABNT NBR 15553 e 15867,
enquanto o NIST 1084a foi diluido 20 vezes em xileno. Todas as solugdes de
calibracdo, amostras de biodiesel e material de referéncia receberam adicdo de

solugBes de padréo interno 1 mg kg* de Li e Sc.
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3.4.3
Standard Dilution Analysis (SDA)

Os dados para a SDA foram adquiridos por meio de uma corrida composta
por 100 réplicas, utilizando um tempo de integracao de 2 s. O xileno foi empregado
como solucdo branco para estabelecer a linha de base. Todas as solugdes foram
preparadas em % m/m, cada uma com um volume final de 5 mL. A solucdo S1
consistia em 50 % de solucdo de amostra (amostra de biodiesel diluida 5 vezes em
xileno) e 50 % de solugdo analitica (5 mg kg™ dos analitos e 1 mg kg™ do primeiro
IS, ou seja, 1 mg kg™ de Li e Sc). Por sua vez, a solucdo S2 é formada por 50 % de
solucdo de amostra (amostra de biodiesel diluida 5 vezes em xileno) e 50 % de
solugdo branco (xileno) contendo 1 mg kg™ de Y como segundo IS. O uso da mesma
proporcao de amostra em ambas solucdes é o0 que permite que haja a compensagao
dos efeitos de matriz.

Para escolha dos padrfes internos, o Li foi selecionado para atender
adequadamente as condicdes de excitacdo de Na e K, conforme aplicado por
Fortunato et al. (2016). JA& o Sc, padrdo interno frequentemente utilizado na
determinacdo elementar em amostras de biodiesel e Oleos, bem como na
metodologia SDA, foi empregado para a determinacgdo de todos o0s outros analitos
(Ca, Mg, P, S e Si), além do Y empregado como segundo padrdo interno. Diferente
do que € observado na padronizacao interna, os padrdes internos na calibracdo por
SDA sédo essencialmente empregados para rastrear a regido SDA formada pela
mistura das solucgdes.

O material padrdo de referéncia NIST 1084a, diluido 20 vezes em xileno,
passou pelo mesmo preparo que as amostras de biodiesel. Amostras de biodiesel
diluidas 2,5 vezes em xileno, submetidas ao mesmo modo de preparo citado
anteriormente, foram aplicadas para avaliacdo das condicGes de compensacdo dos

efeitos de matriz, aplicando a calibracédo por SDA.

3.4.4
Multi-energy Calibration (MEC)

De forma similar a calibracdo por SDA, foram empregadas duas solugdes
analiticas. Todas as solu¢des foram preparadas em % m/m, cada uma com um

volume final de 5 mL. A solugdo S1 consistia em 50 % de solugdo de amostra
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(amostra de biodiesel diluida 5 vezes em xileno) e 50 % de solugdo analitica
(5 mg kg dos analitos). Por sua vez, a solugdo S2 compreendia 50 % de solugéo
de amostra e 50 % de solugédo branco (xileno). Assim como na calibragéo por SDA,
0 uso da mesma proporg¢do de amostra em ambas solucGes € o que permite que haja
a compensacao dos efeitos de matriz, no entanto, as solucdes analiticas foram
analisadas separadamente e ndo foi requerido o emprego de IS.

O material padrdo de referéncia NIST 1084a, diluido 20 vezes em xileno,
passou pelo mesmo preparo que as amostras de biodiesel. Amostras de biodiesel
diluidas 2,5 vezes em xileno, submetidas ao mesmo modo de preparo citado
anteriormente, foram aplicadas para avaliacdo das condigdes de compensacao dos
efeitos de matriz aplicando a calibragdo por MEC.

ﬁi?nites de deteccéo e quantificacao

Os limites de deteccdo e quantificacdo para métodos de calibragcdo SA e IS
foram calculados de acordo com a recomendacdo IUPAC, considerando o desvio-
padrdo de 10 medidas do branco (Sbranco), OU Seja, solugéo de 6leo mineral em xileno
10 % m/m, e o coeficiente angular (slope) das respectivas curvas de calibracéo.
Assim sendo, LD = 3 Spranco/Slope e LQ = 10 Spranco/Slope.

Para a calibracdo por SDA, com um e dois padrdes internos, os limites de
deteccdo e quantificacdo foram calculados considerando as Equacdes 2, 3 e 5 e para
determinacdo de 10 medidas de uma solucdo de 6leo mineral:xileno 10 % m/m
submetida ao mesmo procedimento de quantificacdo aplicado para as amostras de
biodiesel em ambos os métodos de calibracdo, descritos anteriormente, como
explicado por Jones et al. (2015) e Virgilio et al. (2016). A partir do desvio-padrao
obtido para estas medidas (Soranco), 0S limites de deteccdo e quantificacdo séo
obtidos a partir do célculo de LD = 3 Spranco € LQ = 10 Spranco.

Ja para a calibracdo por MEC, o método de propagacéo de erro foi empregado
para calcular os limites de deteccdo e quantificacdo para a calibracdo por MEC
(Virgilio et al., 2020), utilizando a mesma determinacdo de 10 medidas de uma
solucdo de éleo mineral:xileno 10 % m/m submetida ao mesmo procedimento de
quantificacdo aplicado nos métodos de calibracdo citados. Assim, os limites de
deteccdo e quantificagéo foram calculados a partir das equacdes 7 e 8, a seguir, e 0s

resultados obtidos posteriormente discutidos.
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LD =3 x (Cgadxsslope)
(1-slo )2

LQ = 10 x (& xSsiope
(1-slo )2

)

Equacdo 7

Equacdo 8
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4
Resultados e Discussao

4.1
Desenvolvimento de método para determinacao simultanea de Na, K,
Ca, Mg, P, Si e S em amostra de biodiesel por ICP OES

A otimizagdo dos parametros operacionais do ICP OES faz-se necessaria para
garantir condicOes robustas de analise e com minimo de interferéncias possiveis
provenientes da matriz do biodiesel, que pode levar a entupimento do injetor, e
causar instabilidade no plasma ou, até mesmo, sua extin¢do (Duyck et al., 2002;
Maessen et al., 1984; Maessen et al., 1986). Portanto, para o desenvolvimento da
metodologia analitica proposta neste trabalho, os parametros operacionais do
espectrometro de ICP OES: (i) vazédo do Ar de nebulizagdo (L min), (ii) taxa de
introdugdo da amostra (mL mint) e (iii) poténcia da radiofrequéncia (W) foram
otimizados, a partir do planejamento fatorial completo com trés réplicas no ponto
central apresentado na Tabela 2, avaliando-se o maior valor de SBR para cada
analito, a fim de assegurar a robustez das condicGes de ioniza¢do no plasma.

Para a etapa de triagem, utilizada para identificar quais os fatores possuem
maior impacto para o planejamento, foram empregadas trés amostras de biodiesel
cinco vezes diluidas em xileno e fortificadas com 5 mg kg* de cada analito (Na, K,
Ca, Mg, P, S e Si). Para a modelagem, a matriz Doehlert foi aplicada, a fim de obter
as condicBGes Otimas para cada elemento a partir dos graficos de superficie de
resposta. Os coeficientes de determinacdo (R2), erros puros, entre outros
coeficientes da regressdo, foram empregados para avaliagdo do ajuste para o
modelo. Em paralelo, diferentes micronebulizadores foram avaliados, a fim de
maximizar a resposta analitica, priorizando a melhor desempenho do instrumento
com a introducdo de solvente organico no plasma (Maestre et al., 2004; Santelli et
al., 2008; De Souza et al., 2011; Todoli & Mermet, 2008).

Apos a definicdo da condicdo Otima para cada elemento nos diferentes
micronebulizadores obtida através do planejamento experimental, condicdes de
compromisso foram estabelecidas, priorizando as respostas de S e P, devido a

proximidade de suas linhas espectrais a regido do UV de vacuo e a baixa eficiéncia
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de excitacdo no plasma de argonio (Chaves et al., 2011; Moore, 1989; Houk, 1980;
Korn et al., 2007). As condicdes 6timas para S encontraram-se em 0,2 L min para
vazdo de Ar de nebulizagio, 0,3 mL min* para taxa de introducdo e 1500 W de
poténcia, enquanto as condigdes 6timas para P foram 0,2 L min™ de vaz&o de Ar de
nebulizacdo, 0,5 mL min para taxa de introducdo e 1300 W de poténcia. Em cada
condigéo estabelecida, foram avaliados os valores de SBR, os limites de detecgéo e
os resultados do teste de recuperacdo, além da precisdo dos resultados, para cada
analito, especialmente para os elementos regulamentados pela legislacao brasileira
de biodiesel (i.e., Na, K, Ca, Mg e P), seguindo o procedimento descrito nas normas
ABNT 15553 e 15867. Os resultados de SBR, para cada elemento, medidos nas

condi¢des 6timas para S e P estdo representados na Figura 4.
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Figura 4 — Valores de SBR obtidos para Na, K, Ca, Mg, P, S e Si aplicando as condi¢des 6timas
para P (a) e para S (b) com os micronebulizadores Miramist, Conikal, PFA 100 e Meinhard (n= 3).
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Pode-se observar que, para a maioria dos elementos estudados, o
micronebulizador Miramist produziu rela¢6es sinal/ruido melhores ou similares aos
demais micronebulizadores testados. A este fato, pode-se atribuir o menor tamanho
da distribuicdo das gotas formadas no aerossol primario em relagdo a outros
micronebulizadores concéntricos (Groombridge et al., 2012), o que aumenta a
eficiéncia de transporte da solucdo ao plasma e ajuda a explicar os resultados
obtidos, uma vez que gotas maiores podem causar turbuléncias no plasma
(Burgener & Makonnen, 2020). Embora este aumento possa representar também
um aumento na carga de solvente organico no plasma, o micronebulizador Miramist
permite 0 emprego de baixas vazdes de Ar de nebulizacao e taxas de introducdo de
amostra sem comprometer a sua eficiéncia.

Neste estudo, o micronebulizador Micromist foi desconsiderado e, portanto,
seus resultados ndo foram apresentados na figura, devido aos repetitivos
entupimentos, 0 que torna seu emprego pouco pratico e com baixa frequéncia
analitica. Embora tenha apresentado melhores resultados de SBR para P e S, 0
micronebulizador PFA 100 tambem sofreu com bloqueios e este fato pode ser
atribuido ao teor de particulas na amostra de biodiesel, como também observado
por De Souza et al. (2011), além de empregar vazédo de Ar de nebulizacéo e taxa de
introducdo maiores que os demais micronebulizadores nas condi¢des estudadas.

Tanto Meinhard, quanto Conikal, ambos micronebulizadores concéntricos,
mesmo que tenham alta eficiéncia de transporte dos analitos (Almagro et al., 2006),
esta mesma caracteristica também contribui para 0 aumento da carga de solvente
no plasma, o que ajuda a explicar em parte os valores de SBR inferiores aos demais
quando empregada as condi¢bes Otimas para o S. Além disto, a principal
desvantagem dos micronebulizadores concéntricos é que a estrutura fisica do seu
capilar propicia o bloqueio, sendo necessario a filtracdo da amostra, inclusive
aquosa, para remocao de particulas (Burgener & Makonnen, 2020; Todoli &
Mermet, 2008).

Na Figura 5, foram comparados os limites de quantificacdo (LQ) obtidos na
determinacdo elementar empregando os métodos descritos nas normas brasileiras
nas condi¢cdes Otimas otimizadas para S e nas condi¢fes Otimas otimizadas para P

empregando o micronebulizador Miramist.
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Figura 5 - Limites de quantificagéo instrumental (LQ), em mg kg, obtidos através da determinacéo
elementar em amostra de biodiesel seguindo os métodos descritos nas normas ABNT 15553 e
15867 (linha vermelha estabelece o limite de estabelecido nas respectivas normas técnicas).

Pode-se observar que os limites obtidos nas condi¢Ges 6timas do S foram até
uma ordem de magnitude menores que aqueles obtidos aplicando as condicdes
Otimas para o P. Esses limites atendem aos requisitos estabelecidos pelas normas
técnicas ABNT 155535 e 158676, especialmente no caso do Na e do K, uma vez
que suas linhas de emissao sdo diretamente impactadas pelo aumento da radiacéo
de fundo causada pelas espécies de carbono.

Além disso, os resultados do teste de recuperacéo para a condicdo 6tima do S
variaram de 93 % a 112 %, com uma precisdo, expressa pelo desvio-padrao relativo
(RSD), inferior a 6 %. Embora essas condi¢bes operacionais ndo favorecam a
excitacdo dos metais alcalinos, a SBR obtido para esses elementos n&o
comprometeu seu desempenho analitico. Conforme sugerido por Browner et al.
(1992), € altamente recomendado manter a vazdo de Ar de nebulizacdo e a taxa de
introducdo para amostras organicas em niveis baixos para reduzir a carga de
solvente no plasma e prolongar o tempo de residéncia dos analitos no mesmo. Ja a
robustez calculada em funcao da razdo das linhas espectrais de Mg 280,271 nm (I1)
e Mg 285,213 nm (l) para esta condi¢do empregada foi igual a 32,5 +0,5. De acordo
com Mermet (1991), condicGes robustas sao encontrados com valores superiores a
10.

Micronebulizadores sdo recomendados para analises de amostras organicas
por ICP OES, pois possibilitam a geracéo de aerossol a baixas taxas de introducéo,

promovendo maior robustez na analise ao minimizar os efeitos de matriz, sem
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comprometer os limites de deteccédo e de quantificacdo, e a sensibilidade (De Gois
& Costas-Rodriguez, 2023; Maestre et al., 2004; De Souza et al., 2011). Além disto,
dentre os micronebulizadores testados, 0 Miramist foi 0 que empregou menor taxa
de introdugdo de amostra, corroborando observagdes anteriores, e sua eficiéncia é
aprimorada pela auséncia de pressdo de retorno no capilar, otimizando a
transferéncia da solucdo para o plasma. Contudo, é valido mencionar que outros
estudos na literatura também relatam resultados positivos aplicando nebulizadores
distintos daqueles abordados neste trabalho (Aguirre et al., 2012; Bauer &
Broekaert, 2007; Korn et al., 2007).

Na Tabela 3, a seguir, foram apresentados os resultados da regressdo para 0s
dados obtidos através da etapa de triagem do planejamento experimental, bem como
os efeitos estimados para cada parametro avaliado e a significancia estatistica de

suas interagoes.

Tabela 3 — Andlise de coeficientes da regressdo do modelo linear obtido através do planejamento
fatorial completo com réplica no ponto central (n=3) empregando amostras de biodiesel.

Efeitos estimados (valor de p)

. Evidéncia®y L deAr Taxade Interagoes
Elemento modelo curvatura q introducs Potanci estatisticamente
(hnm) . (valor de e Introdugdo  FotENnCIa o hificativas
linear nebulizacdo de amostra (©)
P) (p < 0,05)
(@) (b)
Ca
(315,887) 0P 097 0,04 0,42 0,63 i
Mg
(285,213) 09730 0,12 0,04 0,20 0,19 i
Na
(589,592) 09898 0,16 0,01 0,72 0,12 i
K
(766,490) 09979 0,13 0,01 0,04 0,86 i
P
(214,014) 09200 050 0,04 0,18 0,18 i
Si
(251,611) 9882 0,18 0,01 0,07 0,29 i
S
(180,669) 9°37 0,82 0,01 0,19 0,16 ab: ac

Nota: Valores de p foram obtidos a partir da analise de variancia (ANOVA), a 95 % de
confianca, da regressdo do modelo linear
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Pelos resultados obtidos a partir da triagem, pode-se observar que, para a
maioria dos elementos avaliados, somente a vazéo de Ar de nebulizagéo apresentou
relevancia estatisticamente significativa para o0 modelo, com exce¢do do K que,
tanto a vazdo do Ar de nebulizacdo, quanto a taxa de introducdo de amostra
apresentaram relevancia estatisticamente significativa. Porém, somente as
interacdes entre a vazdo de Ar de nebulizacdo e a taxa de introducdo da amostra e
entre a vazdo de Ar de nebulizacdo e a poténcia de RF apresentaram relevancia
estatistica para o S, 0 que, por sua vez, mostrou que a otimizacdo multivariada ndo
apresentou vantagens para maioria dos elementos, exceto para este. Os residuos dos
modelos obtidos a partir do planejamento fatorial, ilustrado na Figura 6,
apresentaram distribuicdo normal, de acordo com teste de Shapiro-Wilk, e
variancias homogéneas, de acordo com ANOVA, ambos conduzidos a 95 % de

confianca.
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Figura 6 — Residuos do modelo linear obtidos a partir do planejamento fatorial completo com réplica no ponto
central para Mg 285,213 nm.

Os mesmos resultados foram obtidos para os demais analitos em seus
respectivos comprimentos de onda, apresentados na Tabela 1. Logo, considerando
as observacoOes feitas anteriormente, a Matriz Doehlert foi construida levando-se
em consideragdo os parametros de vazéo de Ar de nebulizacdo e taxa de introducao
da amostra, fixando a poténcia de RF a 1500 W para obter as condigdes 6timas de

cada elemento.
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Assim sendo, foram construidas as superficies de resposta para cada
elemento, resultando na observacdo de dois comportamentos opostos, como
observado na Figura 7. Os elementos P, S, Ca, Mg e Si, cujos comprimentos de
onda estdo abaixo de 320 nm, apresentaram condi¢Bes 6timas em baixas vazdes de
Ar de nebulizagdo e alta poténcia de RF, sem que fossem significativamente
afetados pela taxa de introducdo. Por outro lado, as condicdes ideais para Na e K,
cujos comprimentos de onda estdo acima de 580 nm, foram identificadas em vazdes
maximas de Ar de nebulizacdo, taxas de introducéo elevadas e poténcia maxima de
RF.

Esses resultados corroboram as observacGes da literatura acerca das distintas
condicdes de excitacdo para elementos em regides opostas do espectro (Todoli &
Mermet, 2008). Portanto, na Figura 7, foram apresentadas apenas as superficies de
resposta de SBR na poténcia de RF de 1500 W. De acordo com Sanchez et al.
(2015), condicOes de excitacdo mais robustas séo atingidas quando aplicada maior
poténcia de RF, o que torna-se preponderante para andlise em matrizes organicas.
Portanto, o maior valor estabelecido para poténcia na matriz de planejamento

experimental foi considerado para os demais testes apresentados.
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Figura 7 - Superficies de resposta para a SBR dos analitos em funcdo da vazédo do Ar de nebulizagdo (L min™) e taxa de introdugéo de amostra (mL min-1), obtidas por um
planejamento fatorial completo de 2 niveis com réplica no ponto central, para as linhas espectrais: P 214,914 nm, S 180,669 nm, Ca 315,887 nm, Mg 285,213 nm, Si 251,611
nm, Na 589,592 nm e K 766,490 nm.
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Ademais, para a otimizacdo de maltiplas respostas, a funcdo desejabilidade
foi aplicada ao conjunto de variaveis experimentais, a fim de obter a melhor
condicdo de compromisso para determinagcdo dos analitos. No ambito da
quimiometria, a funcdo desejabilidade é uma abordagem empregada para otimizar
de maneira simultdnea multiplas respostas em experimentos. Essa funcdo integra
varios critérios de desempenho em uma Unica metrica, viabilizando a avaliagdo
global da proximidade de um experimento em relagdo aos objetivos desejados
(Costa et al., 2011; Derringer & Suich, 1980).

Primeiro descrito por Harrington (1965), a funcdo desejabilidade tem suas
limitacGes no que tange ao tratamento de dados considerados outliers, levando a
uma falsa medida em fungdo do peso atribuido a uma variavel em especifico (Abd
Aziz et al., 2018). Por este motivo, métodos modificados foram propostos na
literatura com o objetivo de mitigar esta diferenca de efeitos nas mais diversas areas
de aplicacdo (Abd Aziz et al., 2018; Del Castillo et al., 1996; Costa et al., 2011;
Vasudevan et al., 2014), sendo a abordagem descrita por Derringer & Suich (1980)
a abordagem mais amplamente empregada para tratamento estatistico em
guimiometria.

De acordo com os autores, a desejabilidade global é calculada através da
média geométrica das desejabilidades individuais, como demonstrada na

Equacdo 9, a seguir.

D = 7\dya.dx .dca. dvg .dp .dsi . ds Equagao 9

A média geométrica, ao multiplicar todos os valores e elevar o produto a
poténcia do inverso do nimero de variaveis que contribuem para o modelo, fornece
uma maneira simples de transformar os valores previstos para variaveis
dependentes em uma Unica pontuacédo global de desejabilidade. Assim, a superficie
de resposta que descreve a desejabilidade global, construida com uma poténcia de
RF de 1500 W, esta apresentada na Figura 8.
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Figura 8 - Superficie de resposta para a funcdo de desejabilidade sobre a vazédo de Ar de
nebulizacdo (L min™) e a taxa de introducdo de amostra (mL min™) obtida por um planejamento
fatorial completo de 2 niveis com réplica no ponto central para a determinacdo simultanea de Na,
K, Ca, Mg, P, S e Si em amostra de biodiesel por ICP OES.

Como produto da desejabilidade individual de cada analito nas diferentes
condicdes operacionais avaliadas no planejamento experimental, a desejabilidade
global tomara valor igual a zero quando a desejabilidade individual de algum
analito for igual a zero, o que, por sua vez, indicara uma condicdo que o desfavorece
em relacdo aos demais. Embora o valor ideal para funcdo desejabilidade seja igual
a 1, em que se obtém uma resposta totalmente desejada, tratando-se de elementos
com condicdes de excitacdo opostas, como descrito anteriormente, 0 maior valor
obtido para esta funcéo foi igual a 0,15. Esse valor esta relacionado as condicdes de
compromisso obtidas com a razdo SBR como resposta (0,2 L min™ de vazdo de Ar
de nebulizagdo e 0,3 mL min de taxas de introducio de amostra), o que corrobora

a avaliacdo feita anteriormente.

4.2
Avaliacdo do emprego do sistema de resfriamento IsoMist™

Outra possibilidade considerada foi o emprego de camara de nebulizacéo
resfriada. Este tipo de sistema é empregado a fim de reduzir a quantidade de

solvente organico que é levado ao plasma e, com isso, minimizar os efeitos de
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matriz (Boorn & Browner, 1982; Chaves et al., 2011; Gazulla et al., 2017). O
sistema de IsoMist emprega uma camara de nebulizac¢do ciclonica de duplo passo
de 50 mL de teflon com um dispositivo Peltier acoplado, que permite a variagdo de
temperatura entre -25 °C e 80 °C, de acordo com especifica¢do do fabricante. Sendo
assim, foi avaliada a variacdo da temperatura entre 25 °C e -10 °C, com o objetivo
de se obter a melhor SBR, normalizada em fungdo da média dos valores de SBR
para os analitos, aplicando as condi¢Oes operacionais previamente otimizadas,
como demonstrado na Figura 9. A faixa de trabalho do sistema IsoMist foi
estabelecida a levando-se em consideracdo a pressdo de vapor do xileno, a fim de
minimizar a quantidade de solvente que atinge o plasma. Mesmo que o0 ponto de
fusdo do xileno seja igual a-48 °C, a temperatura de -10 °C esta bem abaixo daquela
prevista pela Resolucdo da ANP para a determinagdo do ponto de entupimento de

filtro a frio no biodiesel.
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Figura 9 - Relacdes SBR obtidas para Na, K, Ca, Mg, P, S e Si aplicando o micronebulizador
Miramist acoplado & uma cadmara de nebulizacdo de duplo passo de 50 mL com sistema de
resfriamento IsoMist, variando as temperaturas entre 25 e -10 °C (n= 3).

Considerando aqueles elementos que sdo prejudicados pela radiacéo de fundo
(ie., K, Na, P e S), a diminuicdo da temperatura até 5 °C favoreceu o aumento na
relacio SBR em até 4 vezes para K, por exemplo, o que resultou em melhor
sensibilidade para estes elementos. No entanto, o mesmo efeito ndo foi observado

para as demais linhas espectrais mencionadas, que ndo apresentaram diferenca
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estatisticamente significativa, com temperaturas menores que -5 °C, de acordo com
0 teste ANOVA, com nivel de confianga de 95 %.

Embora os trabalhos publicados por Chaves et al. (2011), Sanchez et al.
(2010) e Sanchez et al. (2012) apontem a eficiéncia do emprego de sistemas de
introducdo térmicos, aplicando tanto temperaturas abaixo de 0 °C quanto maiores
que 100 °C, para determinacdo elementar por ICP OES em amostras de
combustiveis e biocombustiveis diluidas em solventes organicos, nenhum ganho
significativo foi observado para os analitos contemplados neste trabalho para que
justifique o tempo necessario para a estabilizacdo da temperatura do sistema ou a
adaptacdo de sistema comercialmente disponivel. Por isso, o sistema de introducéo
envolvendo o micronebulizador Miramist acoplado a cAmara de nebulizacdo de

duplo passo de 20 mL foi empregado para as demais avaliagdes.

4.3
Avaliacédo dos diferentes métodos de calibragao

4.3.1
Standard Dilution Analysis

No metodo SDA proposto, representado pela Figura 10, nos primeiros 20 s
(representando dez replicas), xileno foi introduzido no plasma e o sinal monitorado
para definicdo da linha de base. Em seguida, a solu¢do S1 (amostra + padrédo) foi
introduzida e, apds o aerossol atingir o plasma, o sinal aumentou até atingir um
platd. Apos aquisicdo de dados do platé durante cerca de 60 s, a solu¢do S2 (amostra
+ branco) foi adicionada ao tubo da solucdo S1, iniciando o processo de diluicdo
que daré origem a regido SDA, até se formar um novo plat6. Apos 200 segundos
do inicio da analise, xileno foi novamente introduzido para limpeza do sistema de
introducdo e inicio de uma nova analise. O tempo de introducdo do xileno pode ser
otimizado de acordo com o0s ciclos necessarios para limpeza do sistema de
introducdo caracterizado pelo retorno do sinal emitido a linha de base, que sera

também afetada pela emissao da radiacdo de fundo.
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Figura 10 - Curva de SDA com 2 padrdes internos para determinagdo de Mg em amostra de
biodiesel fortificada com 5 mg kg™, empregando 1 mg kg dos padrdes internos Sc (IS1) e Y
(1S2), por ICP OES.

Nesta estratégia de calibracdo, os efeitos de matriz foram compensados ao
manter a mesma propor¢do de matriz de biodiesel em ambas as solucgdes, ou seja,
somente os padrdes sdo diluidos pelo solvente (branco). Apesar de estudos
publicados ja terem explorado outros parametros da calibracdo por SDA (Virgilio
et al., 2016), ainda ndo ha uma explicacédo clara dos fendmenos que séo observados
dentro da regido de SDA.

Sabe-se que, apds a adicdo da solucdo 2, um gradiente de dilui¢éo é formado,
a medida que esta nova solucdo, mistura de S1 e S2, chega ao plasma. No entanto,
uma vez que a solucdo S1 é consumida, seu volume € reduzido a uma taxa fixa,
necessariamente atribuida a taxa de introducdo de amostra que, ao receber o volume
de S2, diferentes propor¢des entre estas solucdes podem ser encontradas. Por
exemplo, partindo do pressuposto que ambas solu¢des contenham o mesmo volume
de amostra e que o sinal de ambas é mensurado simultaneamente, a proporc¢éo da
solucdo formada por S1 e S2 seria de 50 % (ou 1:1). Como observado pelo gréafico
de SDA apresentado na Figura 10, a solucdo S2 passa a ser adicionada em S1 ap06s
60 segundos de introdugdo de S1, que a uma taxa de introducéo de 0,3 mL min?,
representa uma reducdo de volume de 6 % do volume original. Este fato pode ajudar
a explicar, em parte, a principal dificuldade da SDA com um padrdo interno em

estabelecer os pontos que compdem a regido SDA.
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Além disto, outro fator que pode contribuir é o processo de mistura por
conveccao que se da pela diferenca da concentragdo do analito e ndo pela alteracéo
de outros parametros fisico-quimicos, como viscosidade, uma vez que as solucgdes
possuem a mesma quantidade de matriz da amostra. Diferente do que é empregado
no método de SDA com um padrdo interno, o método SDA empregado aplica dois
padrdes internos, o que permite melhor delimitar os dados adquiridos da regido
SDA que serdo empregados para obtencdo dos coeficientes da regresséo linear,

como mostra a Figura 11.
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Figura 11 — Curvas analiticas obtidas através do método de SDA com um padrao interno (IS) (a) e
com dois padrdes internos (b), para a determinacdo de Ca, em 315,887 nm, em amostra de
biodiesel diluida em xileno, por ICP OES (n = 3).

Avaliando o célculo das concentragdes obtidos pelas respectivas curvas
analiticas empregando o método de SDA com um padréo interno, representada na
Figura 11 (a), e pelo método de SDA com dois padrdes internos, pode-se observar
que, embora os resultados de recuperacdo das concentracdes tenham variado entre
102 e 115 %, houve uma diminuicdo significativa da precisdo dos resultados,
expressa em funcao do desvio padrdo relativo (RSD), que foi de 2,3 % na SDA com
dois IS, em comparacdo com 51 % na SDA com apenas um IS, durante a
determinacdo de Ca. O mesmo comportamento foi observado para todos os outros
elementos estudados neste trabalho, corroborando outros trabalhos em que a SDA
com dois IS foi aplicada como estratégica de calibracdo para determinacdo
elementar em diferentes matrizes (Ingham et al., 2023; Sloop et al., 2019).

Com base nos testes ANOVA e Breusch Pagan (Breusch & Pagan, 1979),

ambos conduzidos com um nivel de confianca de 95%, a regressdo de minimos
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quadrados da curva analitica para SDA com dois IS apresentou significancia
estatistica e comportamento homocedastico (p=0,4283), com varidncias
homogéneas, como apresentado na Figura 12 abaixo. Este comportamento também
foi verificado para todos os demais analitos. Portanto, pode-se inferir que a adi¢do
do segundo IS no método de SDA permite melhor delimitar a regido SDA que sera
empregada para obtencdo da curva analitica, minimizando os erros oriundos do
processo de mistura de ambas que as solucBes que dificultam o tratamento dos
dados obtidos pela SDA. Ao mesmo tempo que 0s coeficientes de regresséo para
SDA com dois padrbes internos apresentaram menores desvios-padrdo frente
aqueles obtidos pela SDA com um padrao interno..
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Figura 12 — Gréfico dos residuos da curva analitica obtida pelo emprego da calibra¢do por SDA
com dois padrdes internos para determinacéo elementar em amostra de biodiesel por ICP OES.

A analise da normalidade realizada através do teste de Shapiro-Wilk (Shapiro
& Wilk, 1965), a 95 % de confianca, mostrou que o0s residuos apresentam
comportamento normal (p=0,6600), o que, segundo o0 Teorema Central de Limite,
pode-se considerar esperado, uma vez que a média amostral de uma distribuicédo
com numero de alto grau de liberdade tende a normalidade, ou seja, mais estavel

serd a variancia dos dados.
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4.3.2
Multi-energy Calibration

Nos métodos de calibracdo tradicionais, a concentracdo dos analitos é dada a
partir da interpolacdo da curva analitica que é estabelecida entre uma relacéo direta
da concentracdo do analito em funcdo da resposta analitica do instrumento.
Portanto, a medida que aumenta o nimero de pontos de calibracdo utilizados, o erro
associado a estimativa da concentracdo da substancia analisada diminui (Donati &
Amais, 2019). A excecdo da calibracdo por SDA, conforme previsto na norma
ABNT 15553, cinco solugdes de calibragdo séo utilizadas para determinar os
analitos no biodiesel por meio de regressao de minimos quadrados.

Empregando a calibracdo por MEC, as duas soluc6es analiticas séo utilizadas
para construcdo da curva analitica plotando as intensidades obtidas na solucéo de
amostra + branco (S2) em funcdo das intensidades obtidas para solucéo fortificada
(S1), como mostra a Figura 13. Uma vantagem interessante relacionada a MEC é a
deteccdo das linhas de emissdo que apresentam interferéncias espectrais,
identificando aquelas que se desviam do modelo linear, além de dispensar o
emprego de um padrdo interno (Higuera et al., 2019; Virgilio et al., 2017).

Para isto, as linhas espectrais escolhidas para determinacédo de Ca, Mg, P, S e
Si em amostras de biodiesel por ICP OES aplicando a calibra¢do por MEC foram
apresentadas na Tabela 1. Devido a indisponibilidade de sensibilidade relativa
suficiente para determinacdo em niveis compativeis com aqueles requeridos pelas
normas técnicas de biodiesel, as determinacdes de Na e K foram inviaveis pelo

emprego do MEC.
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Figura 13 - Curvas analiticas obtidas através do método de MEC para determinacédo de Ca, Mg, S,

Si e P em amostras de biodiesel diluidas em xileno por ICP OES (n = 3).

Segundo Carter et al. (2018) e Virgilio et al. (2018), para se obter a

concentracdo adequada de padrdo a ser adicionado a solucdo S1, deve ser levado
em consideracdo a variacdo entre 1,1 e 10 para a razdo entre as intensidades do sinal

proveniente da solucdo S2 e da solucdo S1, o que, por sua vez, levara a coeficientes

angulares ideais das curvas de calibracdo entre 0,1 e 0,9, condicdo em que

encontram-se melhores veracidade e precisdo dos resultados para determinacéo

elementar por calibragdo multissinal (Virgilio et al., 2020).

Ainda de acordo com os autores, as proporgdes entre matriz e solugéo

analitica (ou solugdo branco) - que neste trabalho obedeceram a razdo 1:1 - podem
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ser modificadas de acordo com a necessidade (como no caso de amostras com
elevada concentracdo de sélidos dissolvidos, por exemplo), desde que a correcao
pelo volume seja empregada durante o calculo da concentracdo dos analitos, como
demonstrado na Equacgdo 9, e arazdo entre sinal das solucdes analiticas esteja dentro
da variacdo citada anteriormente, evitando condi¢des limitrofes onde a
concentracdo dos analitos presentes na fracdo correspondente a fortificacdo seja
diferente a ponto de suprimir o sinal oriundo dos mesmos analitos presentes na
amostra, o que dard origem a curvas de calibracdo com coeficientes angulares
menores que 0,1 ou maiores que 0,9, levando ao aumento da incerteza de medigéo
(Virgilio et al., 2020). Para os elementos que tiveram sua determinagdo realizada
pelo emprego da calibragdo por MEC, os coeficientes angulares das curvas
analiticas variaram entre 0,47 e 0,55, uma vez que a C,A™ foi igual a Ca"2%, como

pode ser visto na Tabela 4, a seguir.

Tabela 4 — Coeficientes angulares encontrados para determinagdo de Ca, Mg, P,
Si e S em amostras de biodiesel, com razdo 1:1 entre amostra e solucdo analitica
(ou branco), por ICP OES aplicando a calibra¢do por MEC (n = 3).

Elemento
Amostra
Ca Mg P Si S
A 0,51 0,49 0,52 0,53 0,51
B 0,52 0,51 0,55 0,52 0,51
C 0,52 0,50 0,53 0,47 0,51
D 0,52 0,51 0,52 0,51 0,51
E 0,51 0,52 0,50 0,49 0,50
F 0,52 0,50 0,51 0,50 0,53
G 0,49 0,48 0,52 0,48 0,53
H 0,53 0,51 0,53 0,51 0,54
I 0,51 0,50 0,53 0,49 0,53

Devido ao emprego de somente duas solucBes analiticas, na calibracdo por
MEC, assim como SDA, um erro sistematico durante o preparo de uma dessas
podera comprometer toda a analise, ainda assim, com base nos testes ANOVA e
Breusch Pagan, ambos conduzidos com um nivel de confianca de 95 %, a regressao

de minimos quadrados da curva analitica para MEC, representada pela Figura 13,
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apresentou significancia estatistica e comportamento homocedastico (p=0,7602),
com variancias homogeéneas, como apresentado na Figura 14 abaixo. A analise da
normalidade realizada através do teste de Shapiro-Wilk, a 95 % de confianca,

mostrou que os residuos apresentam comportamento normal (p=0,7894).
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Figura 14 - Gréafico dos residuos da curva analitica obtida pelo emprego da calibracdo por MEC
para determinacdo elementar em amostra de biodiesel por ICP OES.

Apesar de existirem fontes de erro associadas aos dois eixos da curva analitica
por MEC, o emprego do método de regressao por minimos quadrados mostrou-se
adequado, uma vez que se assume que a magnitude destes erros se mantém
constante durante toda aquisi¢do do sinal analitico, como também observado por
Donati & Amais (2019), que ndo observou diferencas significativas nas
concentracdes dos analitos em diferentes matrizes obtidas a partir do emprego da
calibracdo multissinal em ICP-MS e MIP OES, estas concentracbes foram
calculadas através do método de regressdo por minimos quadrados ordinaria e

também pelo método de regressao ortogonal.

4.4
Comparacdo com métodos tradicionais de calibracédo
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44.1
Parametros de mérito

Os resultados provenientes do emprego das calibragoes por SDA com dois
padrdes internos e por MEC foram comparados com aqueles obtidos através da
utilizacdo de métodos tradicionais de calibragdo, i.e, calibracdo por SA e por IS.
Essa comparacéo foi realizada para a determinagéo elementar de Na, K, Ca, Mg, P,
Si e S em nove amostras de biodiesel, provenientes de diversas matérias-primas,
por ICP OES.

Os valores obtidos para limites de deteccdo e quantificacdo dos métodos de
calibracdo tradicionais, bem como aqueles obtidos pelos métodos de SDA com um
e dois padrdes internos, e MEC, foram apresentados na Tabela 5, a seguir.

Tabela 5 — Limites de detecgdo (LD) e de quantificagdo (LQ), em mg kg, para a aplicagdo dos métodos
de calibracdo SA, IS, SDA com um (1) e dois (2) padrdes internos, e MEC (n = 10) na determinagéo
elementar de Ca, K, Mg, Na, P, Si e S em amostras de biodiesel por ICP OES.

LD (mg kg™) LQ (mg kg?)
SA IS SDA (1) SDA(2) MEC SA IS SDA (1) SDA (2) MEC
Ca 019 010 0,13 005 007 061 034 0,42 0,17 023

Analito

K 088 063 1,12 0,21 - 2,89 2,08 3,75 0,68 -
Mg 0,05 0,05 0,02 0,07 001 0,16 0,16 0,08 0,22 0,03
Na 0,71 0,32 0,53 0,43 - 2,34 107 1,76 1,44 -

P 0,30 0,10 0,18 0,19 029 1,00 0,30 0,61 0,62 0,98
Si 0,11 0,01 0,11 0,06 004 0,37 0,04 0,38 0,20 0,12
S 0,84 0,78 0,50 0,06 011 2,76 2,57 1,68 0,19 0,35

SDA (1) — método de SDA com um padrdo interno; SDA (2) — método de SDA com dois padrdes
internos

Os resultados apresentados indicam que os limites alcancados, tanto pelos
métodos SDA com um ou dois padrdes internos, quanto pelo MEC, foram
comparaveis aos obtidos pelos métodos de calibracdo tradicionais para a maioria
dos analitos. Essa comparacdo foi realizada por meio do teste t pareado de Student,
com um nivel de confianca de 95 %. Estes limites atendem satisfatoriamente
aqueles requeridos pelas normas técnicas (1 mg kg™), mesmo assim, os limites de
quantificacdo obtidos para K e S por SDA com dois padrdes internos foram de 3 a
4 vezes e de 8 a 15 vezes, respectivamente, menores que aqueles obtidos pelos

métodos de SA e IS, além do préprio SDA com um padréo interno.
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Esses resultados corroboram com os dados reportados por Jones et al. (2015)
em que os limites obtidos para a SDA com um padréo interno foram de até uma
ordem de magnitude menores que os limites obtidos pelos métodos de por EC, SA
e IS. Contudo, com base nos resultados apresentados, observou-se que o método
SDA com dois padrdes internos demonstrou maior eficicia em relacdo ao método
SDA com um padrdo interno em equilibrar a aquisi¢do do sinal analitico durante a
mistura das solucdes analiticas S1 e S2, além do emprego de todos os pontos de
calibragéo obtidos na regido de SDA, resultando em medigdes mais precisas, 0 que,
por sua vez, impacta diretamente no desvio-padréo e, consequentemente, resultaem
menores limites de deteccéo e quantificacéo.

Por outro lado, os resultados encontrados por Sloop et al. (2019) mostraram
que os limites de deteccdo e quantificacdo obtidos para SDA e SA foram maiores
que aqueles obtidos por EC e IS, na determinacéo elementar de Cd, Co, Cr, Cu, Pb
e Zn por ICP OES. A este fato, os autores atribuem maiores erros associados aos
desvios-padrdes dos coeficientes de regressao das respectivas curvas de calibracéo,
além da diferenca no tempo de integracéo do sinal analitico (5 s para EC e IS contra
1 s para SDA). Porém, cabe ressaltar que cada medida por SDA representa uma
curva analitica, o que pode contribuir com uma fonte de erro ndo observada pela
calibracdo por EC e IS, e que ndo houve avaliacdo estatistica apresentada pelos
autores.

No que tange ao emprego da calibracdo por MEC, destacam-se os limites de
deteccdo e quantificacdo obtidos para Mg e S que foram de 5 a 8 vezes menores que
os limites obtidos por SA e IS. Embora néo haja trabalhos na literatura comparando
os limites obtidos por MEC com aqueles obtidos por SA e IS, ou seja, métodos de
calibracdo recomendados para determinacdo elementar quando efeitos de matriz
precisam ser compensados, os limites obtidos por Virgilio et al. (2020) por MEC
foram maiores que aqueles obtidos por EC para determinacdo elementar de Cr por
MIP OES e Cu por ICP OES em diferentes materiais certificados de referéncia,
embora os autores tenham calculado os limites de deteccdo e quantificacdo a partir
do método de propagacdo do erro, apresentado nas Equacdes 7 e 8.

Os autores atribuem este resultado ao emprego das linhas espectrais menos
intensas dos analitos, quando os limites encontrados por EC foram empregados
utilizando as linhas com maior sensibilidade relativa. Estes resultados também

foram reportados por outros autores empregando a calibragcdo multissinal em
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diferentes técnicas espectrométricas (Babos et al., 2018; Machado et al., 2018).
Contudo, mesmo que ndo haja estudos da literatura que apliquem a calibragdo por
MEC para a determinacéo elementar de Na, K, Ca, Mg, P, Si e S em amostras de
biodiesel diluidas em xileno, os limites encontrados para estes analitos foram
menores que aqueles reportados nos trabalhos de Higuera et al. (2019) e
Babos et al. (2018).

Avaliando-se 0s célculos para obtencdo dos limites de deteccdo e
quantificagdo por SDA e MEC, embora ambos empreguem abordagens diferentes
para tal, € importante manter em mente que os limites obtidos durante a analise
devem ser estimativas mais proximas da realidade da natureza da amostra. Os
trabalhos que envolvem a calibragdo por SDA levam em consideracdo somente o
desvio-padrdo da solucdo branco que, embora seja submetida ao mesmo
procedimento de preparo e quantificacdo das amostras, pode ndo ser uma
representacdo fidedigna dos efeitos a serem observados, uma vez que nao ha
disponibilidade de uma amostra de biodiesel que atenda aos requisitos para ser
empregada como solugdo branco. Logo, o emprego da solucdo de Oleo
mineral:xileno 10 % (m/m) € o mais proximo da realidade, uma vez que esta
solugédo também é considerada como solugdo branco pelas normas técnicas.

Ja na calibracdo por MEC, esta abordagem ndo € apropriada, pois leva em
consideracdo apenas 0s erros associados a medicdo na solucéo branco, enquanto os
erros associados as estimativas dos coeficientes de regressdo obtidos para cada
réplica também devem ser considerados, portanto, como ja abordado por Virgilio
et al. (2020), embora haja a mesma deficiéncia na obtencéo de uma solucao branco
mais proxima da amostra de biodiesel, o calculo por propagacao de erro mostra-se
como mais adequado para este fim.

A veracidade, avaliada através do teste de recuperacdo, e a precisdo,
representada pelo desvio padrdo relativo (RSD) dos resultados, referentes a
determinacdo de Na, K, Ca, Mg, P, Sie S, para cada um dos métodos de calibracdo

investigados neste estudo foram dispostos na Tabela 6.
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Tabela 6 — Valores de recuperagdo, em %, do teste de adicdo, e precisdo (entre parénteses), expressa como RSD, em % (n = 3), obtidos para determinagdo elementar de Ca, K, Mg, Na, P, S e Si em
nove amostras de biodiesel, diluidas em xileno, por ICP OES, aplicando os métodos de calibragdo SA, IS, SDA com dois padrdes internos e MEC.

P K Mg Na P S Si
SA IS SDA MEC SA IS SDA MEC SA IS SDA MEC SA IS SDA MEC SA IS SDA MEC SA IS SDA MEC SA IS SDA MEC

4, 103 9 95 106 101 99 102 91 94 98 9 100 99 105 114 9 91 107 91 106 9 112 98 98 93 104
(0.9 (1.1) (1.6) (3.9) (0.9) (4.3) (3.0) (0.4) (2.7 (3.6) (3.0) (0.6) (0.7) (0.3) 0.8) (0.8) (02) (5.4) (1.1) (2.5) (0.9) (L.1) (L1) (2.5) (3.3) (2.5

8 92 95 105 108 87 98 109 90 94 102 102 92 94 100 105 92 107 125 96 81 103 111 93 96 111 105
(1.0) (1.3) (14) (0.9) (2.6) (4.1) (1.4) (1.1) (1.2) (1.0) (0.9) (1.2) (0.8) (1.0) (L1) (0.7) (2.3) (1.4) (9.5) (0.2) (1.1) (4.6) (1.2) (2.4) (1.6) (2.0)

c 99 97 110 107 100 99 100 99 96 98 97 101 101 97 115 94 101 114 79 88 92 90 96 96 109 102
0.4) (2.0) 2.3) 23) (0.4) (3.8) (L.1) 0.4) (2.4) (2.6) (3.0) (0.3) (2.0) (1.7) 0.9) (0.4) (24) (4.1) (1.7) (2.1) B4) (5.5 (0.7) (23) (2.4) (1.9)

. 96 94 105 111 93 96 105 93 94 104 104 102 96 101 107 93 104 104 95 99 100 103 94 94 103 107
(1.6) (1.8) (1.5) (5.7) (1.6) (3.7) (1.2) (2.0) (1.9) (24) (4.6) (0.6) (1.0) (3.8) 0,1) (0.7) (02) (9.4) (5.5) (1.2) (2.8) (3.1) (0.4) (2.4) (L7) (2.8)
;101 94 104 104 99 94 100 97 94 103 109 103 94 103 106 92 106 97 99 88 98 94 9 94 104 99
(0.9) (1.3) (0.6) (6.2) (1.3) (4.4) (3.1) (1.3) 2.1 (32) (5.0) (1.3) (1.1) (1.2) (0.1) (0.3) (14) (8.4) (4.0) (3.2) (1.6) (5.2) (0.7) (2.5) (1.4) (8.9)

" 9 94 95 106 100 95 98 99 96 103 101 102 9 99 108 91 93 105 8 91 99 93 99 94 93 111
(1.2) (1.5) (0.5) (5.9) (1.1) (5.3) (2.2) 0.5) (2.1) 2.1) (59 (1.8) (1.1) (1.9 0.1) (1.4) 33) (1.,7) 24 G4 (25 10 (07 (1.7) (2.9 4.1

G 100 95 101 9 101 97 lo1 97 98 101 97 103 9 100 105 92 97 11l 8 85 103 90 98 94 108 114
(1.2) (14) (2.6) (11) (0.7) (5.3) (0.9) (1.3) 23) 24) (12) 1.7 (1.3) (4.2) (1.2) (0.5) (2.8) (3.6) (2.0) (1.3) (04) (17) (1.3) (3.0) (3.,0) (10)

s 94 99 92 112 96 96 95 96 100 103 104 97 102 105 107 102 95 114 108 86 115 109 94 94 100 117
(1.0) (2.8) (2.5) (6.9) (0.5) (4.9) (2.0) (1.0) (3.3) (0.6) (3.4) (1.0) (3.1) (2.8) 0.7) (4.1) (4.2) (5.8) (24) (1.2) (3.3) (13) (0.3) (1.9) (4.7) (3.0)

98 96 102 106 98 97 105 96 99 110 101 103 99 93 110 92 112 115 81 87 104 96 100 93 92 117

0,7) (1.6) (3.1) (1.3) (1.7) (4.8) (3.0) 0,6) (2.1) (1,7) (4.4) (1.3) (1.3) (3.7) (0.4) (0.9) (0.2) (5.9) (3.0) (2.4) (1.8) (1.9) (0.3) (2.5) (3.8) (2.5)
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Como apresentado na Tabela 6, os resultados para os testes de recuperacéo
nas amostras de biodiesel apresentaram valores de recuperacéo de 98 + 7 % por SA,
95 £ 4 % por 1S, 101 £ 6 % por SDA e 108 + 8 % por MEC para todos os analitos
estudados. Ao analisar todo conjunto de dados, os resultados obtidos, tanto para
SDA com dois padrdes internos, quanto para MEC, ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas em relacdo aos outros métodos de calibracdo
tradicionais, conforme indicado pela ANOVA com um nivel de confianca de 95 %.
Além disso, aplicando a mesma avaliacdo estatistica, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa para a comparacdo entre os métodos de SDA e MEC
para Ca, Mg, P, Si e S. Estes resultados também podem ser observados através do
grafico de boxplot apresentado na Figura 15.

Em outro ponto a ser observado, os resultados de recuperagdo encontrados
para a determinagcdo de S utilizando o método de calibracdo por IS foram
sistematicamente inferiores a 100 % ao longo de toda a analise. Alem das limitacdes
inerentes do método IS para superar os impactos dos efeitos de matriz (Donati &
Amais, 2019), a carga de solvente intensifica a degradacéo da robustez do plasma,
exigindo recalibracdes periddicas para reavaliar a sensibilidade da curva analitica,
logo, as calibraces por MEC e SDA tornam-se estratégias interessantes, visto que
as calibracdes sdo recorrentes e unitarias para cada amostra.

Em termos de aplicacdo da SDA para determinacdo elementar em matrizes
organicas, resultados similares foram obtidos por Garcia et al. (2020), que
empregaram a SDA com um padrdo interno para determinacéo de Cd, Cr, Cu, Fe,
Mn, Ni e Pb em amostras de 6leo lubrificante por ICP OES. Os resultados
apresentados apontaram que ndo houve diferenca estatisticamente significativa
entre a SDA e a calibracdo por SA, assim como 0s resultados apresentados na
Tabela 6. Até onde temos conhecimento, este € o Unico estudo na literatura que
emprega a SDA com dois padrdes internos como estratégia de calibracdo para a
determinacdo multielementar em amostras oleosas diluidas em solventes organicos

apolares por ICP OES.
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Figura 15 — Gréfico de diagrama de blocos da distribuicdo dos resultados dos testes de
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recuperacdo, em %, obtidos para determinacdo de Ca, Mg, P, S e Si por SA, IS, SDA e MEC, e de
Na e K por SA, IS e SDA, em nove amostras de biodiesel diluidas em xileno por ICP OES (* -
valores extremos fora do intervalo interquartil; o - outliers).
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Para os resultados obtidos pela calibracdo por MEC, foram encontrados
valores de desvio-padrdo relativo (RSD) maiores que 10 % pelo menos uma vez
para todos os analitos, o que supera o limite para precisdo dos resultados
estabelecido pelas normas brasileiras. Este resultado pode ser atribuido a variacdo
dos coeficientes angulares obtidos entre as réplicas das amostras, 0 que, por sua
vez, pode estar intimamente ligado as flutuagdes da aquisicdo do sinal analitico, que
poderiam ser superadas a partir do emprego de um padrao interno. Portanto, além
da aplicacdo limitada para todos os analitos, a SDA com dois padrdes internos
torna-se preferivel para a determinacdo de elementos na matriz de biodiesel, ndo
apenas devido a integracdo dos fundamentos da calibracéo por SA e IS, bem como
a manipulacdo reduzida da amostra, mas também devido a aquisicdo do sinal
analitico que permite compensar as flutuagdes nas condi¢des do plasma, embora a
aplicacdo do MEC seja mais simples.

A fim de avaliar a confiabilidade e veracidade dos resultados obtidos para
métodos de SDA e MEC para determinacdo em matrizes oleosas, o material padréo
de referéncia (SRM) NIST 1084a (Wear-Metals in Lubricant Oil) e uma amostra
de biodiesel diluida 2,5 vezes em xileno foram analisadas seguindo o procedimento
descrito na secdo experimental. Os resultados encontrados estdo apresentados na
Tabela 7.

Tabela 7 — Valores obtidos para determinacdo de Ca, K, Na, Mg, P, Si e S em material-padréo de referéncia
NIST 1084a (Wear-Metals in Lubricating Oil) e amostra de biodiesel diluida 2,5 vezes em xileno, por ICP
OES empregando métodos de calibracdo de SDA com dois padrdes internos e MEC.

NIST 1084a (Wear-Metals in Amostra de biodiesel

Analito Lubricating Oil)
(mgkg)  Corticador g MEC velor SDA MEC
Informado tedrico
Ca N/I <LQ <LQ 435+0,02 459+0,03 4,76+0,05
K N/I <LQ - 435+0,02 4,13+0,04 -
Na N/I 3,86 +0,2 - 4,21+0,02 4,42+0,11 -
Mg 99,5+17 97,1+11 105+9,5 4,330,022 4,15+0,03 4,44+0,21
P N/I 1,23+0,5 <LQ 436+004 448+005 4,65%0,13
Si 103 113+1,0 97+14 439+0,04 447+013 455%0,11
S 1700 1562 +156 1585+65 4,34+0,02 4,70+0,10 4,03%+0,18

N/I: Valor certificado ndo informado
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Os resultados obtidos para determinacdo elementar no SRM NIST1084a pela
SDA com dois padrdes internos mostraram recuperacfes, em termos percentuais,
variando entre 93 e 110 %, enquanto para calibracdo por MEC, os resultados de
recuperacgdo variaram entre 92 e 105 %. Para o teste de recuperacdo em amostra de
biodiesel diluida 2,5 vezes em xileno, os resultados de recuperacéo variaram entre
95 e 108 % para determinagdo por SDA, e entre 93 e 109 % pela aplicagdo por
MEC. O teste t de Student pareado a 95 % de confianca mostrou que ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre as médias encontradas para ambas
solucBes em cada método de calibracdo empregado. Os erros normalizados (En)

foram calculados a partir da Equacédo 10.

E. = |Viab — Vrefl/2 — Equagdo 10
\/Ulab + Uref

Onde, Viab € Ui representam o valor e sua respectiva incerteza encontrada
pela determinacéo em laboratdrio, e Vrere Uretrepresentam o valor e sua incerteza
de referéncia do material certificado. Devido a auséncia de valores certificados para
os demais analitos, somente o erro normalizado para Mg foi calculado. Com isso,
ao avaliarmos o erro normalizado para determinacdo de Mg no SRM, encontrou-se
valores menores que 1 para ambos os métodos de calibracdo, o que é considerado
satisfatorio. Logo, tanto a calibracdo por SDA, quanto por MEC, ndo sé permitem
compensar os efeitos de matriz do biodiesel, mas também de uma matriz oleosa, o
que amplia a area de aplicacdo destes métodos de calibracdo a determinacao
elementar em amostras com matrizes mais complexas. O certificado de analise do

NIST 1084a pode ser encontrado no Anexo 1.

4.4.2
Estabilidade do sinal analitico

Um ensaio de estabilidade do sinal analitico foi realizado a fim de avaliar as
condicdes de cada método de calibracdo em replicar a resposta, ao longo do tempo,
expressa em funcdo da concentracdo dos analitos, para uma amostra de biodiesel,
com o objetivo de averiguar a magnitude dos efeitos de matriz inerentes a

introducdo de orgénicos no ICP OES. Como mencionado anteriormente,
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recalibracBes constantes sdo necessarias para readequar os coeficientes de
regressdo, obtidos para a calibracdo por IS, aquela nova condicdo de excitacdo
encontrada no plasma depois da introdugdo do solvente orgéanico. Contudo, este
efeito € superado com aplicacdo dos métodos de calibragdo por SA, SDA e MEC,
visto que os efeitos de matriz s&o compensados de acordo com os fundamentos de
cada estratégia de calibracéo.

Para este fim, uma solucdo de biodiesel fortificada com 5 mg kg? foi
analisada pelos métodos de calibracdo tradicionais, além da SDA com dois padrbes
internos e MEC. De acordo com os resultados mostrados na Figura 16, a seguir, foi
observada uma reducdo de 23 % no sinal analitico do S para 0 método de calibracéo
IS apds 210 minutos (3,5 horas), o que contribuiu para esclarecer os resultados do
teste de recuperacdo apresentados na Tabela 6, enquanto os resultados obtidos
empregando a SDA e MEC mantiveram-se entre 100 e 108 % e entre 100 e 105 %,
respectivamente.

140% 1 OSA OIS OSDA OMEC
120% - l }
Il . 2l L
100% - & J~ l R il _Ll ----- lJT
HE

S 80% A
S
u°c
gn
§ 60% -
2
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0 30 60 90 120 150 180 210
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Figura 16 — Teste de frequéncia analitica para determinacdo de S em amostra de biodiesel
fortificada com 5 mg kg* por ICP OES aplicando os métodos de calibracio SA, IS, SDA e MEC
(n=3).
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Um evento menos acentuado foi igualmente notado nos comprimentos de
onda de P e Na, com uma diminuicdo de 10 % dos respectivos sinais analiticos
durante o mesmo periodo. Neste ponto, tornou-se evidente que o padréo interno nao
conseguiu compensar adequadamente a reducdo do sinal analitico devido aos
efeitos da matriz, revelando assim uma limitagdo da calibragdo por IS, como
discutido por Donati & Amais (2019) e Jones et al. (2020). A compensagdo da
flutuacdo do sinal pelo padrdo interno também se mostrou necesséaria na
determinagdo Ca, Mg, P e Si por MEC, cujas recuperacgdes variaram entre 91 e
135 %, 86 e 128 %, 97 e 143 %, e entre 96 e 138 %, respectivamente. Isso ocorre
porque a compensacéo dos efeitos de matriz ndo exclui a possibilidade da existéncia
de flutuagBes da aquisicdo do sinal analitico inerentes a técnica e introducéo de
solvente organico, o que expde uma limitacdo da calibracdo multissinal, apesar da
sua simplicidade frente a SDA.

Em contrapartida, a estabilidade do sinal analitico assegurada pelos métodos
de calibracdo SA e SDA evidencia que a compensacdo dos efeitos da matriz
desempenha um papel importante na determinacdo elementar em amostras de
biodiesel por introducdo direta. Contudo, o maior rendimento e menor manipulacéo
da amostra pelo metodo SDA, alem do emprego de dois padrdes internos, o torna
uma abordagem mais simples e rapida para compensar as limitacdes dos métodos
de calibracdo IS e SA.

Apesar da ressalva quanto aos resultados encontrados para calibracdo por
MEC, o menor consumo de reagentes e geracdo de residuos organicos, que
necessitam de tratamento adequado, contribuem para um menor impacto
econémico e ambiental, tal como também salientado por Garcia et al. (2020). Como
resultado, a determinacdo elementar numa amostra de biodiesel por SDA e por
MEC consumiram de quatro a sete vezes menos volume de solvente organico
quando comparado com aquele utilizado para a calibracdo por SA e IS,

respetivamente.
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5
Conclusao

Os biocombustiveis sdo vistos como uma alternativa promissora aos
combustiveis fosseis devido as suas vantagens, como a reducdo das emissdes de
gases de efeito estufa e a diversificacdo da matriz energética. Na determinacdo da
qualidade do produto final, a otimizacdo dos parametros operacionais, bem como a
melhor estratégia de calibracdo usada para a determinacgdo elementar é crucial para
garantir resultados precisos e exatos.

Neste sentido, o planejamento experimental aplicado possibilitou 0 emprego
de condicOes operacionais robustas para a determinagdo elementar simultanea de
Ca, Mg, Na, K, P, S e Si em biodiesel por ICP OES. Além disto, os métodos de
calibragdo por SDA com dois padroes e MEC apresentaram boa veracidade, com
recuperacgdes variando entre 101 + 6 % por SDA e 108 £+ 8 % por MEC, além de
serem estatisticamente comparaveis com o0s métodos ja bem estabelecidos na
literatura, e fornecerem limites de deteccdo e quantificacdo que atendem, tanto as
concentragbes méaximas estabelecidas na legislacdo brasileira, quanto aquelas
estabelecidas pelas normas de referéncia. No entanto, a precisdo encontrada com
aplicacdo do MEC apresentou desvio-padrdo relativo maior que 10 % na
determinacdo de Ca e S, 0 que excede o limite previsto nas respectivas normas.

Com isso, a calibracdo por SDA com dois padrdes internos mostrou-se mais
eficiente para determinacdo elementar por ICP OES neste tipo de matriz. Embora
ambas estratégias compensem os efeitos de matriz ao aplicarem a mesma proporc¢éo
de amostra nas duas solucdes analiticas empregadas, a limitacdo do instrumento em
acessar outras linhas espectrais com sensibilidade relativa adequada nas
concentracdo a serem determinadas, bem como as diferencas entre as sensibilidades
de cada linha espectral, podem ajudar a elucidar as flutua¢c6es da aquisicdo do sinal
analitico pela calibracdo por MEC, o que resulta nos maiores desvios encontrados
frente aqueles obtidos pela SDA com dois padrdes, mesmo que este seja mais
simples do ponto de vista operacional. Além disto, a sua estabilidade do sinal

analitico a longo prazo, menor consumo de reagentes e reducdo de residuos séo
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aspectos particularmente relevantes, compensando 0s impactos econdémicos e
ambientais.

A confiabilidade dos métodos de calibracéo apresentados, comprovada pelos
testes de recuperacdo em amostras de biodiesel em diferentes coeficientes de
diluicdo e pela determinacdo elementar no material padrdo de referéncia NIST
1084a (Wear-metals in Lubricating Oil), permitem o emprego dos métodos
desenvolvidos para a determinacdo elementar em diferentes matrizes oleosas por
técnicas espectrométricas que poderdo ser exploradas no futuro, uma vez que
representa ganho de tempo e de materiais consumidos, bem como a compensacgao
dos efeitos de matriz durante a analise.
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Anexo |

Especificacio do biodiesel (adaptada de ANP, 2023

. . - Método
Caracteristica Unidade Limite ABNT NBR ASTM D EN/ISO
Aspecto - (1) - - -
Massa especifica a 20 °C kg/m?3 850 a 900 174104685 iégg 132617855
Viscosidade cinematica a 40 °C mm2/'s 3,0a5,0 10441 445 3104
7042
Teor de agua, max. mg/kg 200,0 (2) - 6304 12937
Teste de filtragdo por imersao a frio -
(TFIF), mAx. S anotar - 7501
Ponto de fulgor, min. (3) °C 100,0 14598 93 3679
Teor de éster, min. % massa 96,5 15764 - 14103
Cinzas sulfatadas, max. % massa 0,020 6294 874 3987
. 20846
Enxofre total, max. mg/kg 10 15867 5453 20884
Sodio + Potassio, max. mg/kg 2,5 15553 - 14538
Caélcio + Magnésio, max. mg/kg 2,5 15553 - 14538
Fosforo, méax. mg/kg 3,0 15553 - 16294
Corrosividade ao cobre, 3h a 50 °C, - 1 14359 130 2160

max. (4)
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613 5165

Numero de cetano (4) - anotar - veer 15195

7668 16715

8183 17155

Ponto de entupimento de filtro a frio o
(PEFF), max. C (6) 14747 6371 116

indice de acidez, max. mg KOH/g 0,50 14448 664 14104

Glicerol livre, max. (7) % massa 0,02 15908 6584 14105

Glicerol total, max. (7) % massa 0,20 15908 6584 14105

Monoacilglicerol, max. (7) % massa 0,50 15908 6584 14105

Diacilglicerol, méx. (7) % massa 0,20 15908 6584 14105

Triacilglicerol, max. (7) % massa 0,20 15908 6584 14105
Contaminacéo total, max. mg/kg 24 15995 - 12662 (8)

Metanol e/ou Etanol, max. (3) % massa 0,20 15343 - 14110

Estabilidade a oxidacgdo a 110 °C, min. h 13 - - 14112

9) 15751

Notas: (1) Homogéneo, limpido e isento de impurezas, com anotacao da temperatura de ensaio.

(2) Sera admitida variacdo do resultado da caracteristica teor de &gua em relacdo ao limite especificado de 50 mg/kg para o produtor de biodiesel.
(3) Quando a andlise de ponto de fulgor resultar em valor superior a 130 °C, fica dispensada a anélise de teor de metanol ou etanol.

(4) As caracteristicas cinzas sulfatadas, corrosividade ao cobre e niUmero de cetano devem ser analisadas pelo produtor de biodiesel a cada trimestre
civil.

(5) Em caso de disputa, deve ser utilizado o método EN 16294 como referéncia.

(6) Limites a serem atendidos dependem da regido/UF de destino do produto adquirido. Para regido sudeste, por exemplo, a temperatura do ponto
de entupimento pode variar entre 5 a 16 °C, a depender do més e, consequentemente, da temperatura média da regido.

(7) Em caso de disputa, deve ser utilizado 0 método ASTM D6584 como referéncia.

(8) Somente devem ser utilizadas as versdes da norma referentes aos anos de 1998 ou 2008.

(9) Limite ndo aplicavel na distribuicao.
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National Institute of Standards & Technology

@ertificate of Analysis
Standard Reference Material 1084a
Wear-Metals in Lubricating Oil
This Standard Reference Material (SRM) is intended primarily for use in the calibration of apparatus and in the evaluation
of methods used in the analysis of engine lubricating oils for metal content. SRM 1084a consists of a blend of fourteen

constituent elements in a base oil (VB5167) at a nominal concentration of 100 ug/g.

A unit of this SRM coasists of five 5-mL amber borosilicate ampoules each containing approximately 1.6 g of the oil blend.
The certified values are given below and are based on a minimum sample size of 0.5 g.

Element Certified Methods Element Certified Methods
Value! Used Value' Used
ugg ugs
Al (104) [a] Ni 9.7+ 16 b, [d]
Ag 1014 = 1.5 b,c Pb 101.1 %13 b, [d]
Cr 983 =08 b,c Sn 972%26 b, [c]
Cu 1000 = 1.9 ab Ti 1004 = 3.8 b, [c]
Fe 989 =14 fal,b v 959+94 ac
Mg 9.5+ 17 {al,b S (1700) lel
Mo 1003 =14 b Si (103) (e}
Methods
a. Inductively Coupled Plasma (ICP) d. Flame Atomic Absorption Spectrometry (FAAS)
b. Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry (ICP-MS) ¢. X-ray Fluorescence Spectrometry (XRF)
el Activation Analysis (INAA)
! The certified value was ined using the indicated ) with the method in brackets used for ion and to esti the sys-
tematic error.
The uncertainty of the certified value is ined from a 95% interval plus an allowance for systematic error among the method(s) used.

?Value in parenthesis is not certified but provided for information only.
The material preparation was performed by P. Pei and Lin-Sien Lum of the NIST Ceramic Division.

Analyses for certification were performed in the Inorganic Analytical Research Division by E.S. Beary, R. Demiralp (guest
scientist), M.S. Epstein, K.M. Garrity, K.E. Hehn, P.J. Paulsen, P.A. Pella, T.A. Rush, L.J. Wood, and R. Zeisler.

Certification analyses were coordinated through W.F. Koch of the Inorganic Analytical Research Division.
Statistical analysis was provided by S.B. Schiller of the Statistical Engineering Division.

The technical and support aspects involved in the preparation, certification, and issuance of this Standard Reference
Material were coordinated through the Standard Reference Materials Program by T. E. Gills.

Gaithersburg, MD 20899 William P. Reed, Chiel
April 15, 1991 Standard Reference Materials Program

(over)
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Standard dilution analysis (SDA) as a powerful tool
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for elemental determination in biodiesel by
inductively coupled plasma optical emission

spectrometry (ICP OES)t
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Introducing organic solvents Info Inducively coupled piasma (ICP) source spectrometers Increases

mainienance costs and affects the relladility of the results due to matrix effects. To minimize these
Issues, standard alution analysis (SDA) has emerged as 3 callbration strategy 1o overcome mairix effects,
minimize time consumption, and reduce reagents’ consumption and waste generation compared to

I

10

mamm.cmwmmmmmmmm)mmﬁ

stangardization (IS) methods by empioying two analytical solutions: one consisting of S0% of sample +
50% of analytical standards and Intemal standard 1 (soluion 1) and the other consisting of 50% of sampie
+ 50% of biank solution and Imemal standard 2 (solution 2). By applying a second intemal standard, all
the data coliecied oves ime can be used for the analytical curve created when soluton 2 is poured Into
solution 1. Thus, the SDA method was compared with the SA and IS methods for the determination of
Ca, K, Mg, Na, P, S, and S by Inductively coupied piasma optical emission spectrometry In nine biodiesel
sampies S-fold dilted In Xylene. Limits of detection and quaniification found for SDA were statistically
simiiar to those of SA and IS, ranging from 0.02 mg kg-' {Mg) o 3.7 mg kg-' (K}. The resulis obtalned by
SDA had good precision (RSD < 5%) and accuracy (recovenes from 90 to 115%). Long-term signai
stabliity and lower economic and environmental Impacts make SDA with 2 1Ss an exciting resource for
elemental determination In biodiese! and o samples diluted In xylene in a simpler and faster method

rscujsas

1. Introduction

Biodiesel is a necessary renewable fuel used to reduce fossil
fuels' harmful effects. Even when small amounts are added,
positive effects on air quality are achieved.'? Along with the
widespread use of ethanol, Brazil is nowadays one of the largest
producers of biofuels, according to data from the National
Agency of Petroleum, Natural Gas and Biofuels * In Brazl, a 13%
fraction of biodiesel is cwrently added to diesel and pure
biodiesel (B100) production was estimated to be 6.7 million m’,
more than 67% from soybean oil Therefore. with the increasing
demand for this foel ¢ physicochemical parameters, such as
elemental concentrations, must be strictly controlled to obtain
awodnﬁnmasthequahtym
Currently, Brazilian legislation limits the concentration of
Na+KandCa+MztoSmgkg"and Sand Pto 10 mg kg~ The

“Prctlf icvo Utversidiade Cit olics: do o de Jarseiro, Rt Morgs ex de 52" Vicenie, 225,

B mmuawzmlmw

dodde Extadusl d Norte 7 Darcy Ribeir i Avevids Alberto Lawey,
mwpwm-c*uwmtmmmm
* Eleccaic  spp ath (EST) éldde  See  DOL

e /o 010 lmpoomg

This joumnat Is © The Royal Society of Chemistry 2023

that compensates for Instrumental dnfing and matrix effects.

Brazlian Association of Technical Standards (ABNT) NBR 15553
(ref 5) decrees the sinmltaneous determination of Ca, K, Mg
Na, and P by inductively coupled plasma optical emission
spectrometry (ICP OES), while ABNT NBR 15867 (ref. 6) refers to
the determination of S by ICP OES. These elements, which are
added to the biodiese]l production chain or come from the aw
matenal, can affect the stability of the fuel and promote the
formation of undesiable compounds during combustion.™
The quantification of Si in this fype of sample is also of broad
interest since Si is used in the petrochemical industry in anti-
foam compounds and is respomsible for the formation of
deposits. However, Brazilian legislation has po recommended
concentration limit for this element in biodiesel '~"

The determination of these elements in biodiesel is mainly
performed by ICP OES due to its nmiti-elemental capacity. high
analytical frequency. and capability to determine non-metals,
such as P and S, and the versatility of direct introduction of
organic solvents.'*"* However, the most critical point of the
analysis is to minimze the so-called matrix effects and to avoid
the solvent plasma load camsing instability or extinction of
plasma "+
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