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Resumo 
 

 

 

Marrocos, Vitor Cornaqui Pereira; Saint Pierre, Tatiana Dillenburg; De 

Souza, Jefferson Rodrigues. Avaliação de estratégias analíticas para a 

determinação elementar em biodiesel por espectrometria de emissão 

óptica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES). Rio de Janeiro, 

2024. 105 p. Tese de Doutorado – Departamento de Química, Pontifícia 

Universidade Católica do Rio de Janeiro. 

 
A introdução de solventes orgânicos em espectrômetros com plasma 

indutivamente acoplado (ICP) representa uma limitação à confiabilidade dos 

resultados pela incidência de efeitos de matriz. Estratégias de calibração como 

Standard Dilution Analysis (SDA) e Multi-energy Calibration (MEC) propõem 

contornar as interferências de matriz, reduzindo o tempo de análise, o consumo de 

reagentes e a geração de resíduos. Na SDA com dois padrões internos (IS), a 

aquisição do sinal é feita ao longo do tempo durante a mistura de duas soluções 

analíticas: uma formada por 50 % de amostra + 50 % de solução-padrão contendo 

os analitos e um IS (S1) e outra formada por 50 % de amostra + 50 % do branco e 

um segundo IS (S2). Já na calibração por MEC, que também utiliza duas soluções 

similares à SDA, porém, sem IS, mede-se simultaneamente sinais dos elementos 

em diferentes comprimentos de onda. Estes métodos foram aplicados para a 

determinação de Ca, K, Mg, Na, P, Si e S em amostras de biodiesel diluídas em 

xileno, por espectrometria de emissão óptica com plasma indutivamente acoplado 

(ICP OES) e comparados com as calibrações por adição de analito (SA) e 

padronização interna (IS). Os limites de quantificação não apresentaram diferença 

significativa em relação aos métodos tradicionais, variando de 0,05 mg kg-1 (Ca) a 

1,4 mg kg-1 (Na) para SDA e de 0,01 mg kg-1 (Mg) a 0,98 mg kg-1 (P) para MEC. 

A veracidade foi verificada através de testes  de recuperação em amostras de 

biodiesel e no material padrão de referência NIST 1084a (Wear metals in 

lubricating oil), com recuperações de 101 ± 6 % para SDA e de 108 ± 8 % para 

MEC. A estabilidade do sinal analítico a longo prazo e os menores impactos 

econômicos e ambientais fazem a SDA e a MEC interessantes para a determinação 

elementar em amostras de biodiesel e óleo diluídas em xileno. 
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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 Química, Pontifícia 

Universidade Católica 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 (IS), 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 IS2 (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 

(IS). 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-1 (Ca) to 1.4 mg kg-1 (Na) for SDA, and from 0.01 mg kg-1 (Mg) to 0.98 

mg kg-1 (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. 
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“O que é um homem sem sonhos? 

Eu nunca vou deixar de sonhar.” 

 

(Gustavo Barud, in memoriam) 



 

1 
Introdução 

 
 

 
Metais, metaloides e não-metais em combustíveis e biocombustíveis - 

presentes na forma de compostos organometálicos ou combinados às frações 

inorgânicas - 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; Sánchez et al., 2013; Sánchez et al., 2015). Junto à emissão de gases, como 

CO2, SOx, NOx, CO, alguns destes elementos, que apresentam potencial tóxico, 

podem ser lançados à atmosfera através do processo de queima, representando, 

assim, um risco ao meio ambiente e à saúde. Além disso, podem ainda reduzir o 

desempenho do motor ao catalisar reações de oxidação do combustível, diminuir 

sua estabilidade e promover formação de depósitos (Santos et al., 2011; Scragg, 

2009; Souza, 2011). 

A qualidade dos combustíveis e biocombustíveis empregados está 

diretamente ligada ao seu desempenho e no controle de emissões atmosféricas, 

portanto, normas rígidas a respeito são de suma importância (Souza, 2011). O 

Programa de Monitoramento de Qualidade de Combustíveis (PMQC), do Governo 

Federal, visa monitorar a qualidade dos produtos comercializados e identificar 

aqueles que não atendem às especificações técnicas. Assim, considerando a 

necessidade de um controle de qualidade rígido em todas as etapas do processo 

produtivo, o desenvolvimento de metodologias exatas e precisas para a 

determinação da concentração de elementos específicos torna-se uma atividade 

essencial da indústria de combustíveis e biocombustíveis. 

Dentre as técnicas recomendadas nas normas que versam sobre a 

determinação elementar neste tipo de matriz, as espectrometrias de emissão óptica 

e de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP OES e ICP-MS, 

respectivamente) são as mais difundidas pela sua alta capacidade analítica que alia 

alta sensibilidade, robustez e capacidade multielementar, o que se torna um atrativo 

quando se têm por objetivo o monitoramento da concentração de vários elementos 

químicos. 
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No entanto, em caso de não haver nenhum tratamento prévio na amostra, a 

introdução direta da matriz orgânica pode depreciar as condições analíticas do 

instrumento, principalmente, a partir da formação de depósitos de carbono, que 

podem levar a instabilidade ou até mesmo extinção do plasma, além do aumento da 

radiação de fundo gerada pela moléculas orgânicas, como C2+, o que, por sua vez, 

compromete a quantificação e a confiabilidade dos resultados obtidos, além de 

aumentar os custos de manutenção e reduzir sua vida útil (Duyck et al., 2002; 

Maessen et al., 1984). 

Parte importante da confiabilidade dos resultados obtidos reside no método 

de calibração empregado, portanto, a escolha adequada é parte crucial para a 

quantificação elementar, especialmente em solventes orgânicos (Donati & Amais, 

2019; Mark, 1991). Para este fim, são utilizados métodos de calibração já 

amplamente discutidos na literatura, como a calibração externa (EC), a adição de 

analito (SA), a padronização interna (IS) e a calibração por assemelhamento de 

matriz (MMC), para a determinação de elementos em diferentes matrizes (Carter et 

al., 2018; Donati & Amais, 2019; Sloop et al., 2021). Contudo, estes métodos 

possuem limitações principalmente quanto às diferenças nas propriedades físico- 

químicas de soluções-padrão e amostras (Donati & Amais, 2019; Sloop et al., 

2021), alta quantidade de reagentes consumidos e resíduos gerados e elevado tempo 

de análise, bem como a exata replicação da matriz da amostra (Bader, 1980; Kelly 

et al., 2011) e dos seus efeitos durante os processos de excitação no plasma (Barnett 

et al., 1968; Chaves et al., 2011). 

A fim de minimizar estes problemas, podem ser empregadas a calibração por 

Standard Dilution Analysis (SDA) e Multi-energy Calibration (MEC). Estas 

estratégias de calibração, ainda pouco exploradas para determinação elementar em 

matrizes orgânicas por ICP OES, propõem vantagens frente aos métodos de 

calibração tradicionais. A calibração por SDA combina os fundamentos das 

técnicas de calibração por adição de analito (SA) e padronização interna (IS). Já a 

calibração por MEC estabelece uma correlação linear empregando, pelo menos, três 

comprimentos de onda para cada analito. Ambas estratégias de calibração têm como 

vantagem o emprego de somente duas soluções para construção da curva analítica, 

minimizando o tempo gasto e o consumo de reagentes, bem como a quantidade de 

resíduo gerado. Além disto, ao manter-se a mesma proporção de amostra em ambas 

soluções durante a quantificação, os efeitos de matriz são compensados. Cada 
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método possui suas particularidades que serão discutidas ao longo do texto e 

exploradas para a determinação multielementar em amostras de biodiesel e óleo 

lubrificante por ICP OES. 

 
1.1 
Objetivos 

 
 

1.1.1 
Objetivo Geral 

 
O objetivo geral do presente trabalho é desenvolver metodologias para 

determinação elementar em amostras de biodiesel por ICP OES empregando os 

métodos de calibração por SDA e por MEC, e comparar os respectivos resultados 

com aqueles obtidos por métodos bem consolidados na literatura, a saber, 

calibração por SA e por IS. 

 
1.1.2 
Objetivos Específicos 

 
- Otimizar a metodologia para determinação simultânea 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 à uma 

câmara de nebulização de 20 mL na otimização do sinal analítico em função da 

relação sinal-ruído (SBR), dos limites de detecção e quantificação e do ensaio de 

recuperação em amostras de biodiesel fortificadas. 

- Avaliar o emprego do sistema de introdução composto por uma câmara de 

nebulização resfriada (IsomistTM) na otimização do sinal analítico em função do 

melhor SBR. 

- Determinar os parâmetros de mérito analítico (limites de detecção e 

quantificação, precisão etc.) e avaliar a veracidade do método proposto empregando 

o material padrão de referência NIST 1084a (Wear-Metals in Lubricating Oil) e 

ensaios de recuperação com biodiesel de diferentes matrizes em diferentes fatores 

de diluição. 
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- Realizar a comparação dos resultados obtidos para determinação elementar 

em amostras de biodiesel por ICP OES, empregando SDA, com aqueles obtidos 

pelos métodos de calibração tradicionais. 

- Realizar a comparação dos resultados obtidos para determinação elementar 

em amostras de biodiesel por ICP OES, aplicando MEC, com aqueles obtidos pelos 

métodos de calibração tradicionais. 

- Avaliar a estabilidade do sinal analítico a longo prazo para os métodos SDA 

e MEC, frente aos métodos de calibração tradicionais. 



 

2 
Fundamentação Teórica 

 
 

 
Os combustíveis são essenciais para as atividades humanas, sendo 

amplamente utilizados em setores como transporte, indústria e geração de energia. 

No entanto, a dependência de fontes fósseis de combustíveis, como o petróleo, tem 

levantado preocupações relacionadas à sua finitude, impacto ambiental e segurança 

energética. Os biocombustíveis surgem como uma alternativa promissora, pois são 

obtidos a partir de biomassa renovável, como culturas agrícolas e resíduos vegetais. 

 

 

2.1 
Combustíveis e Biocombustíveis 

 
Oriundos majoritariamente dos processos de destilação fracionada do 

petróleo, os combustíveis fósseis são as principais fontes de energia para 

funcionamento de equipamentos nas mais diversas áreas, como na agricultura, 

transporte, entre outros. De acordo com a legislação vigente, regulamentada pela 

Agência Nacional do Petróleo, Gás Natural e Biocombustíveis (ANP), estes 

combustíveis podem ser misturados com outros componentes para gerar novos 

produtos, de modo a atender às demandas do mercado nacional (Ribeiro, 2015). 

Segundo a resolução ANP nº 807/2020, existem disponíveis para comercialização 

no Brasil gasolinas do tipo A comum, A premium, C comum e C premium, sendo 

que as gasolinas do tipo C são acrescidas de um volume máximo de 27 % e 25 % 

m/m de etanol anidro, respectivamente, conforme Portaria do Ministério da 

Agricultura e Pecuária (MAPA) nº 75/2015. Outro exemplo de mistura é a de 

biodiesel/diesel que, desde 2004, frações crescentes do biocombustível são 

adicionadas ao diesel com objetivo de reduzir a emissão de compostos tóxicos 

(ANP, 2020). 

Dados da ANP mostram que foram produzidos mais de 28 bilhões de metros 

cúbicos de produtos derivados do petróleo em refinarias no Brasil em 2022, o que 

significa um aumento de, aproximadamente, 9 % em relação ao ano anterior. 

Destes, a maior produção corresponde a de gasolina tipo A, óleos diesel S10 e S500, 
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combustíveis empregados em veículos automotores, totalizando mais de 69 milhões 

de metros cúbicos (ANP, 2023a). A queima de combustíveis fósseis contribui 

significantemente para o aumento da emissão de compostos poluentes que, por sua 

vez, são protagonistas no processo de formação de chuva ácida e contribuem 

significativamente para os processos de mudança climática (Scragg, 2009). Dentre 

estes compostos, pode-se destacar a presença de elementos químicos que podem ser 

incorporados no armazenamento ou pela matéria-prima utilizada para o 

beneficiamento dos combustíveis, além da presença de compostos orgânicos que, 

durante o processo de queima do combustível, darão origem a outros compostos 

nocivos ao meio ambiente e à saúde humana, como CO, CO2, SOx, NOx, 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 

biocombustíveis. Segundo a Resolução ANP nº 734 de 2018, biocombustíveis são 

derivados de biomassa renovável que podem substituir parcial ou integralmente 

combustíveis de origem fóssil e serem empregados diretamente em motores de 

combustão interna (ANP, 2019). 

Os investimentos em produção de biocombustíveis iniciaram-se em 1970 e 

cresceram rapidamente devido à demanda por uma fonte de energia renovável e 

menos prejudicial ao meio ambiente. Essa tendência culminou na produção global 

de mais de 100 bilhões de litros de biocombustíveis em 2010 (Paul et al., 2018). 

Assim, os biocombustíveis podem ser divididos em 3 grupos majoritários: os 

derivados de álcoois e óleos vegetais (primeira geração), aqueles derivados do 

processo de fermentação e digestão enzimática de lignocelulose (segunda geração) 

e aqueles produzidos a partir de algas (terceira geração) (Kour et al., 2019; Paul et 

al., 2018; Roberts & Patterson, 2014). 

Dentre os biocombustíveis disponíveis no Brasil, destacam-se o biodiesel e o 

etanol, porém, há também o biocombustível de aviação e o biometano, que junto 

com outras fontes renováveis 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 reação de transesterificação de um óleo, 

seja vegetal ou animal, com um álcool na presença de um catalisador. O óleo 

empregado para este fim pode ser obtido de sementes, como de soja ou de girassol, 

de gordura animal (sebo) ou ainda através de óleo de cozinha usado. Os álcoois 
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comumente utilizados na reação são o metanol ou etanol obtido em refinarias 

(Dufey, 2006; Scragg, 2009). Por sua vez, boa parte da produção de biodiesel utiliza 

catalisadores homogêneos, no entanto, seu uso é limitado e requer um processo mais 

laborioso para sua recuperação junto ao produto final. Sendo assim, estudos 

apontam também para o uso de catalisadores heterogêneos como rotas alternativas 

para obtenção mais eficiente do biodiesel (Manzanera, 2011). 

Impulsionado pelo Programa Nacional de Produção e Uso de Biodiesel 

(PNPB), o biodiesel, depois de passar por processos para adequar-se às normas 

vigentes, pode ser comercializado na sua forma pura - este muito mais suscetível 

aos processos de oxidação - ou em misturas com diesel de origem petrogênica 

(ANP, 2020b). De acordo com a artigo nº 2 da Lei nº 11.097/2005, em 2008 teve 

início a adição de 2 % de fração do biocombustível adicionado ao diesel, 

denominado assim como B2, uma prática que evoluiu gradualmente até atingir os 

atuais 12 % (ANP, 2020b). De toda forma, a menor fração do biocombustível 

adicionada é suficiente para mitigar os efeitos nocivos que a queima do diesel pode 

gerar. Por exemplo, segundo os resultados obtidos por Rocha & Corrêa (2018), as 

adições crescentes de biodiesel promoveram a diminuição progressiva da emissão 

de material particulado atmosférico durante o processo de combustão em motores 

de ônibus e caminhões no Brasil. 

Os dados da ANP mostram que, em 2022, foram produzidos 6,2 milhões de 

metros cúbicos de biodiesel B100 (biodiesel puro), o que, embora represente uma 

queda de 8 % em relação ao ano anterior, corresponde a um aumento de, 

aproximadamente, 6 % em relação ao período pré-pandemia. Em um recorte dos 

últimos 3 anos, foram produzidos mais de 19 milhões de m³ deste biocombustível, 

majoritariamente a partir da extração do óleo de soja, sendo as regiões sul, norte e 

centro-oeste, as principais produtoras respondendo por 83 % da produção nacional 

(ANP, 2023b). Visto que a demanda global por energia tende a crescer em 37 % nos 

próximos 20 anos, segundo dados da IEA (2020), a corrida pela produção em larga 

escala de combustíveis de fontes limpas, renováveis e de qualidade tornaram-se de 

suma importância. Para tal, várias abordagens e tecnologias são desenvolvidas 

rotineiramente a fim de ampliar o leque de opções de fontes de biocombustível, 

como microalgas e bactérias, além das já tradicionais e estabelecidas na literatura 

(Kour et al., 2019). 
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A produção e consumo de biocombustíveis têm aumentado 

significativamente nos últimos anos, impulsionados por políticas de incentivo, 

preocupações ambientais e volatilidade dos preços do petróleo. Países como 

Estados Unidos, Brasil, Alemanha e China são líderes na produção e utilização de 

biocombustíveis. No entanto, a correlação econômica entre a produção e consumo 

de biocombustíveis está diretamente relacionada à disponibilidade de matérias- 

primas, investimentos em infraestrutura, políticas 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 utilização de biocombustíveis traz 

consigo diversos benefícios, como a redução da formação e emissão de gases 

poluentes e material particulado devido à substituição total ou parcial de 

combustíveis fósseis por aqueles derivados de materiais biológicos renováveis e 

reaproveitamento de resíduos industriais e domésticos, e contribui para um 

desenvolvimento econômico sustentável. 

Neste sentido, um esforço global, liderado pela Organização das Nações 

Unidas (ONU), vem sendo realizado para, dentre outros fins, salvaguardar o meio 

ambiente e conter o avanço das mudanças climáticas até 2030, donde mais de 185 

milhões de dólares foram disponibilizados para o cumprimento de 17 objetivos, 

conhecidos como objetivos de desenvolvimento sustentável, que englobam ações 

voltadas para, por exemplo, acesso à energia limpa e renovável e desenvolvimento 

de práticas contra a mudança climática global (ONU, 2023). 

 
2.2 
Controle de Qualidade do Biodiesel 

 
O biodiesel pode ser empregado, em sua totalidade, sem modificações em 

motores diesel convencionais, porém, este combustível demanda um extenso 

processo de preparação devido à sua alta viscosidade e natureza ácida antes de ser 

viável para uso. Com isso, o controle de qualidade deste biocombustível é 

fundamental para garantir seu desempenho no motor e impacto ambiental 

adequados. Normas técnicas e regulamentações governamentais estabelecem 

critérios como teor de água, impurezas, estabilidade oxidativa e poder calorífico, 

visando à segurança e eficiência na sua utilização (Souza, 2011). No Brasil, a ANP 
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criou o PMQC que visa monitorar a qualidade dos produtos comercializados e 

identificar aqueles que não atendem às especificações técnicas. 

No que diz respeito à qualidade do biodiesel, a Resolução ANP nº 920 de 4 

de abril de 2023 revisou as especificações do biodiesel para as descritas no Anexo 

I. A revisão da norma, solicitada pela Comissão Nacional de Política Energética 

(CNPE), possui por objetivo adequar as especificações do biodiesel, bem como da 

mistura diesel/biodiesel, à nova realidade da matriz energética brasileira, em que 

um novo cronograma para adição do biocombustível ao diesel passou a vigorar 

respeitando a atual adição de 12 %, como previsto da Resolução CNPE n° 3/2023. 

Com relação às especificações do biodiesel, os principais pontos de mudança 

foram: 

 
 Redução do teor de monoglicerídeos, dos atuais 0,70 % massa/massa para: 

0,60 %, com vigência 90 dias após a publicação da nova resolução; e 

0,50 %, 21 meses após a publicação da nova resolução; 

 Redução do limite para o teor de sódio + potássio e para o de cálcio + 

magnésio, de 5,0 mg kg-1 para 2,5 mg kg-1; 

 Redução do limite para o teor de fósforo, de 10,0 mg kg-1 para 4,0 mg kg-1, 

com vigência de 90 dias após a publicação da nova resolução; e para 

3,0 mg kg-1, até 21 meses após a publicação da nova resolução; e 

 Ajuste na tabela de ponto de entupimento de filtro a frio, em consonância 

com a realidade climática de cada região do Brasil. 

 
Óleos de diferentes fontes possuem diferentes composições de ácidos graxos 

caracterizados pelo comprimento da cadeia, insaturação e outras funcionalidades 

presentes. Os ésteres derivados de ácidos graxos saturados ou de cadeia longa, por 

exemplo, tendem a ter maior grau de lubrificação e estabilidade à oxidação, além 

de número de cetano mais elevado. Contudo, aumenta a incidência de entupimento 

dos bicos do motor. Já ésteres de ácidos graxos altamente insaturados apresentam 

baixo número de cetano e maior resistência 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 reação de transesterificação, o que sugere o potencial para melhorar a 
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qualidade do biodiesel através da incorporação de ésteres específicos com atributos 

favoráveis, como aqueles gerados a partir da reação de transesterificação do ácido 

oleico (Knothe, 2005; Pinto et al., 2005). No entanto, alguns parâmetros 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 parâmetros previstos na Resolução, é 

relevante realizar a determinação elementar a fim de avaliar a concentração de 

elementos que, em excesso ou deficiência, podem comprometer o desempenho, as 

condições de trabalho do motor e aumentar o risco de danos ao meio ambiente (De 

Souza et al., 2012; Speight, 2002). 

Citando as normas específicas 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 frações de querosene, metanol, etanol, gasolina 

do tipo A e C, óleo combustível e vegetal, todos com teor máximo de 0,03 % a fim 

de evitar contaminação cruzada. Dos elementos previstos para controle pela 

legislação brasileira, Na e K podem persistir no biodiesel devido à ineficiência da 

lavagem para remoção total dos catalisadores do produto final, resultando em 

corrosão no motor quando atingem certos níveis. Já Ca e Mg podem estar presentes 

devido ao uso de água 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 fosfolipídios presentes no óleo, ou serem oriundos do próprio 

processo, como o S proveniente do ácido sulfúrico 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 

determinação de Ca, K, Mg, Na e P, ABNT NBR 15554, que trata da determinação 

de Na por espectrometria de absorção atômica (AAS), ABNT NBR 15555, que trata 

da determinação de K por AAS, ABNT NBR 15556, que versa sobre a 

determinação de Ca, K, Mg e Na por AAS e ABNT NBR 15867, sobre 

determinação de S por ICP OES, são empregadas. Em todas estas normas, que são 

baseadas nas normas europeias, as amostras de biodiesel e os padrões de calibração 

são diluídos diretamente em xileno ou querosene, utilizando óleo mineral para 

minimizar interferências de matriz oriundas do efeito de viscosidade. 



Capítulo 2. Fundamentação Teórica 27 
 

 

 

Outros metais, como Cu, Pb, Cd e Zn possuem a capacidade de catalisar a 

oxidação quando em contato com o biodiesel, gerando resíduos no motor e podendo 

ser uma fonte potencial de poluição (Lepri et al., 2011). Ainda, mesmo que não seja 

considerado em nenhuma das normas de biodiesel, a quantificação de Si neste tipo 

de matriz também é de amplo interesse, visto que é responsável por formação de 

depósitos, indicador de corrosão e empregado na indústria petroquímica em 

compostos antiespumantes, além de ser empregado como indicador para matriz de 

biocombustíveis (De Azerêdo Amaro & Ferreira, 2004; Kowalewska, 2018; 

Sánchez et al., 2012), porém, não há limites estabelecidos na legislação brasileira 

para sua concentração na matriz do biodiesel. 

Ainda assim, a determinação elementar na matriz orgânica, como sugerido 

nas normas brasileiras citadas, traz consigo a problemática do efeito de matriz que 

precisa ser superada em prol da obtenção de um resultado confiável que por sua 

vez, irá afetar diretamente a qualidade do produto final. A seguir, algumas 

alternativas serão discutidas com base nos trabalhos publicados a respeito da 

determinação mono e multielementar neste tipo de matriz. 

 
2.3 
Metodologias para determinação elementar em matrizes orgânicas 

 
Como sugerido pelas normas técnicas ABNT NBR 15553 (2019), ABNT 

NBR 15554 (2008), ABNT NBR 15555 (2008) e ABNT NBR 15556 (2008), a 

determinação elementar dos elementos controlados no biodiesel é realizada 

utilizando técnicas espectrométricas, tanto por espectrometria de absorção atômica 

com chama (F AAS), quanto por ICP OES. Ambas as técnicas são susceptíveis às 

interferências ligadas à matriz da amostra podendo comprometer a confiabilidade 

dos resultados (Caumette et al., 2009). Métodos alternativos têm sido propostos ao 

longo dos anos a fim de mitigar os efeitos de matriz inerentes à introdução direta 

de amostras orgânicas (Duyck et al., 2007; Maessen et al., 1984; Sánchez et al., 

2013), como diferentes métodos de preparo da amostra, emprego de diferentes 

sistemas de introdução de amostra, ou propondo modificações àqueles já existentes, 

além da adição de oxigênio e utilização de câmeras de nebulização resfriadas, entre 

outros (Korn et al., 2007; Sánchez et al., 2013). 
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A escolha da melhor estratégia para o preparo de amostras de biocombustíveis 

passa, primeiro, pela técnica que será utilizada e sua capacidade de desempenhar 

uma análise quantitativa precisa, exata e com limites de detecção e quantificação 

que englobem as concentrações dos analitos presentes ou também os limites 

requeridos por uma norma específica. Por último, porém não 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 é de decomposição ácida. 

No trabalho desenvolvido por Maciel et al. (2013), amostras de óleo e semente de 

Jatropha curcas, bem como o biodiesel produzido a partir desta semente, sofreram 

decomposição ácida assistida por radiação micro-ondas e posterior determinação 

elementar por ICP-MS. Em outro trabalho, Korn et al. (2010) avaliou dois 

procedimentos de decomposição ácida para determinação simultânea de Ca, K, Mg, 

Na e P em biodiesel por ICP OES. O primeiro, em frasco aberto e com aquecimento 

indireto, uma mistura de ácido nítrico, ácido sulfúrico e peróxido de hidrogênio foi 

empregada, enquanto, no segundo procedimento, uma mistura de ácido nítrico e 

peróxido de hidrogênio foi empregada junto ao aquecimento assistido por micro- 

ondas em sistema fechado. 

A decomposição ácida pode ser realizada, tanto em frasco aberto quanto em 

frasco fechado, assistida ou não por micro-ondas ou agitação ultrassônica, 

empregando um ácido ou misturas de ácidos, eventualmente peróxido de 

hidrogênio, suficiente para mineralização parcial ou total da amostra (Flores et al., 

2007; Link & Kingston, 2000; De Souza et al., 2006). A decomposição em frasco 

aberto é geralmente passível de sofrer contaminação e perda de analitos na fração 

volátil, além do uso de grande quantidade de ácidos concentrados e elevada acidez 

residual, enquanto a segurança dos operadores, devido à possível projeção de 

resíduos, torna-se a maior problemática para a realização deste procedimento, 

embora este ofereça certas vantagens, pois oferecem alta produtividade com baixo 

custo de material (Flores et al., 2007; Sánchez et al., 2013). Sendo assim, o uso da 

radiação micro-ondas é uma alternativa interessante pela sua praticidade, segurança 

e por requerer menor quantidade de reagentes, menos tempo para completa 

decomposição das amostras, porém, faz-se necessária a otimização das etapas de 

aquecimento do forno, de forma a garantir a eficiência ao eliminar a maior 
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quantidade possível de matéria orgânica residual (Dos Anjos et al., 2018; 

Korn et al., 2010; Sant’Ana et al., 2007). 

Outras abordagens que permitem a utilização de padrões aquosos de 

calibração e visam minimizar a influência da matriz orgânica na análise, podem ser 

a formação de (micro-) emulsões e extração. A primeira, tomando como vantagem 

a imiscibilidade das frações água/óleo, emprega-se a amostra adicionado a uma fase 

aquosa formada por um ácido e/ou um surfactante (Burguera & Burguera, 2004; 

Santelli et al., 2008). Aucelio & Curtius (2002) desenvolveram um método para 

determinação de As, Sb e Se em gasolina e querosene por espectrometria de 

absorção atômica com vaporização eletrotérmica (ET AAS) a partir de 

microemulsões com e sem surfactante (Triton X-100) na presença de ácido nítrico 

ou 1-propanol, respectivamente, empregando padrões aquosos dos respectivos 

elementos para calibração e uma mistura de Pd/Mg em solução, combinado com 

recobrimento de Ru, como modificadores químicos. 

Em outro trabalho envolvendo a aplicação de emulsões, Chaves et al. (2008) 

desenvolveram um método para determinação de Co, Cu, Fe, Mn, Ni e V em diesel 

e biodiesel por espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado e 

vaporização eletrotérmica (ETV-ICP-MS), a partir de emulsões compostas de 

Triton X-100 e HNO3, empregando um padrão aquoso multielementar para 

calibração e Pd como modificador em solução. Paralelamente, os resultados obtidos 

foram comparados com aqueles obtidos pela técnica de espectrometria de absorção 

atômica com forno de grafite (GF AAS). Neste ponto, a escolha do surfactante 

também se torna crítica, visto que suas propriedades podem ser alteradas por alguns 

fatores, como temperatura, e afetar as condições operacionais do instrumento, isto 

é, taxa de introdução de amostra e vazão do Ar de nebulização (Amorim et al., 

2007; Sanz-Medel et al., 1999). Eventualmente o surfactante pode ser substituído 

por um co-solvente, como álcoois de cadeira curta. 

Além da vantagem de transportar os analitos para uma fase aquosa, o que 

confere uma maior estabilidade para (micro-) emulsões, esta abordagem é rápida, 

pois requer pouco tempo de agitação para separação das fases. Ademais, a presença 

de oxigênio favorece a oxidação da matéria orgânica residual que pode causar as 

interferências 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 propensão a contaminações, depreciação dos limites de detecção e perda de 

sensibilidade (Cassella et al., 2018;  Sánchez et al., 2013). 

Um método menos abordado na literatura, mas ainda assim válido para a 

discussão, é a extração do analito a partir da interação da matriz da amostra com 

uma fração líquida ou sólida quimicamente modificada ou não (Korn et al., 2007; 

Lourenço et al., 2019). Embora seja uma técnica que permite a pré-concentração 

dos analitos, sua separação para uma fase que potencialmente é capaz de eliminar 

as interferências causadas pela matriz orgânica e emprega pouca quantidade de 

reagentes, o processo de extração ainda é suscetível a perdas de frações voláteis, 

que influenciam diretamente no cálculo do fator de enriquecimento, e à dificuldade 

em manter a funcionalização da fase sólida devido aos processos de lixiviação 

(Korn et al., 2006; Liang et al., 1996; Santos et al., 2011). 

Dentre os processos de decomposição menos usuais, podemos citar os 

procedimentos de calcinação e de combustão (Sánchez et al., 2013). A formação de 

cinzas requer uma grande quantidade de amostra, é altamente suscetível a 

contaminações e perda de frações voláteis, além de demandar tempo para garantir 

a incineração completa da amostra (Korn et al., 2007). O procedimento de 

combustão através do método Wickbold envolve a queima da amostra numa chama 

e os produtos desta queima são dissolvidos em uma solução ácida. Utilizando o 

equipamento ideal, as perdas de frações voláteis são minimizadas pelo fato de ser 

um sistema com frasco semi-fechado. Mesmo assim, parte dos analitos podem ser 

adsorvidos nas paredes do tubo e não é possível garantir a combustão total da 

matéria orgânica (Hoppstock & Michulitz, 1997). Para isso, uma alternativa 

interessante é o emprego de um sistema de combustão iniciada por micro-ondas 

(Mesko et al., 2010), utilizando um frasco de quartzo, a fim de minimizar os 

fenômenos de adsorção de analitos, pressurizados com oxigênio, e uma solução 

ignitora como NH4NO3, por exemplo, que permitem a combustão completa de 

amostras de óleo cru em menos de 30 minutos, e uma solução ácida como solução 

absorvedora empregando processo de refluxo, como demonstrado no trabalho de 

Pereira et al. (2010). 

Paralelamente aos diferentes métodos de preparo, outros métodos de 

introdução de amostras – ou modificações - também foram discutidos ao longo dos 

anos na literatura com objetivo de minimizar os efeitos de matriz. Sánchez et al. 

(2012), por exemplo, desenvolveram um método para determinação elementar em 
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amostras de combustíveis e biocombustíveis, todos diluídos em xileno, por ICP 

OES, utilizando um sistema de introdução de amostras composto por uma câmara 

de nebulização do tipo single pass acoplado a um cilindro aquecido que, segundo 

os autores, é uma versão modificada do sistema integrado de introdução de amostra 

na tocha. Os autores observaram que, à medida que aumentaram a temperatura das 

paredes da câmara, maiores foram os sinais transientes dos analitos estudados, no 

entanto, também puderam observar um aumento na intensidade da emissão das 

espécies de carbono. Contudo, os limites de detecção encontrados de acordo com o 

aumento da temperatura foram até uma ordem de magnitude menores que aqueles 

obtidos pelo sistema de introdução a temperatura ambiente para os analitos 

estudados. 

A adição de oxigênio é uma alternativa para favorecer a combustão parcial 

ou total da matéria orgânica introduzida no plasma. Em um primeiro momento, a 

adição de oxigênio foi considerada benéfica para a análise do Na, já que ajudava a 

suprimir as bandas moleculares dos compostos de carbono próximas às 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 benefícios da adição de oxigênio não representariam 

um ganho significativo frente às alternativas propostas. Isto porque o oxigênio pode 

influenciar, tanto na determinação elementar daqueles elementos cujas linhas 

espectrais residem na região de UV de vácuo (menor que 200 nm), como P e S, uma 

vez que o oxigênio também absorve radiação nesta região. O que, por sua vez, 

poderia ser superado com a purga do sistema óptico do ICP OES, porém, levaria ao 

aumento do custo da análise (Edlund et al., 2002; Krengcl-Rothensee et al., 1999). 

De Souza et al. (2011) concluíram que a utilização de micronebulizadores 

mostrou-se suficiente para a determinação elementar simultânea em óleo 

lubrificante, óleo combustível e biodiesel por ICP OES em relação à adição de um 

fluxo paralelo de oxigênio. As interferências causadas pela adição de oxigênio, no 

entanto, não foram observadas pelo mesmo autor que, em trabalho similar (também 

descrito em De Souza et al. (2012), pode inferir que as principais interferências 

espectrais observadas na análise destas amostras por ICP-MS foram minimizadas 

quando utilizada uma célula de reação dinâmica preenchida com gás metano. Já 

Aguirre et al. (2012), observaram que, quando utilizada a técnica de calibração 

inline com padrão aquoso, menores foram os efeitos gerados pela matriz orgânica 
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nas condições do plasma devido à combustão dos compostos de carbono. Com isso, 

foi possível realizar adequadamente a determinação elementar simultânea em 

biodiesel e misturas de biodiesel/diesel empregando um multinebulizador do tipo 

Flow Blurring que consiste em 3 entradas de líquido acopladas a um cilindro de 

politetrafluoretileno (PTFE). 

Sistemas alternativos de introdução de amostras podem ser incorporados, 

como o uso da técnica de vaporização eletrotérmica (ETV) e ablação a laser (LA) 

ou a hifenação com outras técnicas de separação, como cromatografia gasosa (GC), 

líquida (LC) ou líquida de alta eficiência (HPLC, do acrônimo em inglês) (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 químicos, promovem a eliminação da matéria orgânica 

e estabilização de espécies voláteis e/ou formadores de carbetos (Aucelio & 

Curtius, 2002; Chaves et al., 2008; Korn et al., 2007; Welz & Sperling, 1999). Já o 

emprego da ablação a laser é um método ágil e prático com alta capacidade de 

processamento de amostra, viabilizando a introdução direta da amostra numa fonte 

de plasma indutivamente acoplado com mínimo de manipulação da amostra. 

Contudo, a escassez de padrões de calibração apropriados continua sendo uma 

questão de grande relevância na área. Além disso, o emprego desta técnica para 

amostras líquidas requer modificações aos equipamentos comercialmente 

disponíveis e a contaminação por depósito de gotículas da amostra (Bings, 2002; 

Duyck et al., 2007). 

No que diz respeito à aplicação das técnicas cromatográficas, alguns trabalhos 

reportados na literatura apontam para a realização da determinação elementar (e 

também a especiação de metais associados a frações orgânicas) em amostras 

orgânicas de forma bem sucedida (Caumette et al., 2009; Fish et al., 1984; 

Lepri et al., 2006). Inclusive, a introdução da fase móvel numa fonte de excitação 

de ICP permite que uso do oxigênio seja dispensado, desde que seja empregado um 

solvente oxigenado em baixa concentração (Duyck et al., 2007), no entanto, a 

análise cromatográfica aumenta o custo e o tempo dedicado para tal, requerendo 

equipamentos específicos para cada tipo de matriz orgânica inserida. 

De modo geral, a diluição direta da amostra em solventes é a solução mais 

prática e com menor consumo de reagentes, sendo inclusive recomendada por 
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diversas normas técnicas para determinação elementar em biodiesel. Estas mesmas 

normas recomendam diluições iguais ou maiores a 10 vezes com objetivo de reduzir 

a diferença de viscosidade, a tensão superficial, e volatilidade de amostras e padrões 

de calibração, o que visa compensar os efeitos de matriz (Sánchez et al., 2010; 

Sánchez et al., 2013). Todavia, a seleção do melhor solvente, ou suas misturas, 

ainda é uma dificuldade a ser superada, visto que as suas propriedades físico- 

químicas podem alterar as condições de transporte, bem como as condições de 

excitação do plasma. 

Em ICP OES, quando amostras orgânicas são diluídas diretamente em 

solventes, tais como querosene, xileno ou tolueno, por exemplo, considerando os 

critérios necessários para sua escolha descritos por Duyck et al. (2002), surge uma 

preocupação acerca da interferências que podem ser observadas. A quantidade de 

solvente que chega ao plasma que, por sua vez, pode causar instabilidade e sua 

extinção, promoverá a formação de depósitos de C no tubo injetor, podendo 

estender-se à parte óptica do espectrômetro, e o aumento da radiação de fundo 

associada ao surgimento de diferentes produtos de pirólise do solvente, como, por 

exemplo, a banda de Swan (C2
+) e de outras moléculas como CN, CS, CH, NO e 

CO, a depender da natureza do solvente orgânico empregado (Duyck et al., 2007; 

Leclercq et al., 2015; Maessen et al., 1984). A intensidade destas emissões varia 

com a altura a que o plasma é observado. Por conseguinte, enquanto a emissão 

atômica de carbono diminui com a altura de observação, a emissão de cianeto 

apresenta uma tendência oposta (Boorn & Browner, 1982; McCrindle & 

Rademeyer, 1996; Sánchez et al., 2015). 

Além disto, a presença de solvente orgânico pode alterar o formato do plasma 

e a posição da zona analítica normal dos analitos no mesmo, somando a isso o 

aumento da condutividade térmica, resultando na rápida redução da zona periférica 

do plasma onde se dará origem a uma zona de recombinação para formação das 

espécies moleculares citadas anteriormente (Sánchez et al., 2013, Sánchez et al., 

2015; Weir & Blades, 1996). Uma forma simples de avaliar as condições térmicas 

e a robustez do plasma é através da razão das linhas espectais de Mg (II) e Mg (I). 

No que tange a interferências físicas, a viscosidade e a tensão superficial têm 

grande impacto na formação do aerossol. Para matrizes orgânicas, em que a tensão 

superficial é menor que aquela observada em matrizes aquosas, menor será a 

energia necessária para formação das gotículas do aerossol, além de menor 
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distribuição do tamanho destas gotículas. Todos estes fenônemos resultam numa 

maior eficiência de transporte da solução para o plasma, o que, por consequência, 

aumenta a quantidade de solvente no mesmo (Boorn & Browner, 1982; Sánchez et 

al., 2010; Sharp, 1988). 

Por esse motivo, é necessário o cálculo da carga de solvente no plasma, 

explicada por Maessen et al. (1986), e a otimização das condições operacionais do 

instrumento - a fim de minimizar os efeitos indesejáveis da introdução de orgânicos, 

citados anteriormente - além do emprego de micronebulizadores que possibilitam a 

introdução de amostra a baixas taxas de introdução, o que reduz a quantidade de 

solvente, oferecendo condições analíticas 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 álcoois de cadeia curta, i.e., etanol e propanol, 

para diluição das amostras de biodiesel, o que possibilita ainda o emprego de 

padrões aquosos para calibração, que são mais estáveis e com menor custo do que 

padrões orgânicos, porém, ésteres de cadeia longa tendem a ser insolúveis neste 

tipo de solvente, o que leva preferencialmente ao uso de solventes apolares, tais 

como xileno e querosene, como previsto nas normas ABNT NBR 15553 (2019), 

entre outras. 

 
2.4 
Métodos de calibração para determinação elementar em amostras 
orgânicas por ICP OES 

 
Boa parte da discussão sobre análise de amostras orgânicas envolve o tipo de 

padrão de calibração empregado. O método de calibração é uma parte importante 

da quantificação elementar e da confiabilidade dos métodos de análise e dos 

resultados obtidos (Donati & Amais, 2019; Mark, 1991). Para tal, métodos de 

calibração já amplamente discutidos na literatura (Carter et   al.,   2018; 

Donati & Amais, 2019; Sloop et al., 2021), como EC, SA, IS e MMC, são utilizados 

para a determinação elementar em diferentes matrizes. 

Neste sentido, já que uma limitação da EC é exatamente não replicar, nas 

soluções da calibração, os mesmos efeitos que podem ocorrer nas amostras (Donati 

& Amais, 2019; Sloop et al., 2021), a calibração por MMC ou por SA seriam as 

estratégias viáveis por utilizarem espécies concomitantes da matriz ou a própria 
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amostra na construção da curva analítica (Bader, 1980; Carter et al., 2018; Donati 

& Amais, 2019; Kelly et al., 2011). No entanto, ambas técnicas apresentam 

limitações quanto à replicação exata das espécies presentes na matriz ou ao tempo 

gasto quando empregado para construção da curva analítica 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 flutuações no sinal do analito causadas 

por variação de parâmetros instrumentais ou para minimizar efeitos de matriz, 

desde que o elemento escolhido também esteja susceptível ao mesmo tipo de 

interferência (Barnett et al., 1968; Chaves et al., 2008; Chaves et al., 2011). 

Todavia, a escolha de um elemento para padronização precisa ser crítica, uma vez 

que suas características físico-químicas devem ser semelhantes às dos analitos 

presentes na amostra e não devem causar qualquer tipo de interferência na detecção 

dos analitos (Donati & Amais, 2019). Para isso, Y ou Sc são majoritariamente 

empregados para determinação por ICP OES (Korn et al., 2010; Sánchez et al., 

2013; Dos Santos et al., 2007), mesmo que normas técnicas, como ASTM D7691, 

recomendem também o emprego de elementos como Co, Cd e La, como padrões 

internos. 

Mesmo assim, o emprego da IS para correção de efeitos de matriz ainda é 

passível de questionamento, uma vez que alguns autores argumentam que, para uma 

correção eficaz do desvio do sinal na análise de amostras de matriz complexa, é 

necessário o uso combinado da IS com técnicas como MMC ou adição de analito 

(Batista et al., 2009; Colon et al., 2009). Essa combinação é especialmente crucial 

quando a espécie utilizada para a IS tem apenas uma correspondência parcial com 

as propriedades físico-químicas e espectrais do analito em questão. 

 
2.4.1 
Standard Dilution Analysis (SDA) 

 
Outros métodos de calibração foram desenvolvidos recentemente com 

objetivo de compensar os efeitos de matriz. A análise por diluição de padrão (SDA, 

do acrônimo em inglês), por exemplo, descrito por Jones et al. (2015), junta os 

princípios do método de calibração por SA, quando utiliza a matriz da amostra para 

preparar as soluções de calibração, com IS, ao empregar um padrão interno. Este 

método utiliza somente duas soluções da calibração - o que é uma vantagem frente 
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à SA tradicional – que, quando misturadas, dão origem a uma curva analítica 

quando um gráfico da razão entre o sinal do analito e o sinal do padrão interno 

(Ianalito/IIS) versus o inverso da concentração do padrão interno (1/CIS) é construído 

(Donati & Amais, 2019; Jones et al., 2015). O primeiro tubo (S1) contém 50 % da 

solução de amostra mais 50 % de uma solução analítica com os analitos e o padrão 

interno, enquanto o segundo tubo (S2) é constituído por 50 % da solução de amostra 

mais 50 % da solução branco, assim, a relação entre as intensidades do analito, quer 

seja da amostra, quer seja do padrão presente na solução analítica, e do padrão 

interno estabelece uma correlação direta com seus respectivos coeficientes 

angulares (slope) e concentrações (C), como descrito pela Equação 1 a seguir. 

 
 Sa =  

slopea CAm 

+ 
slopea CPad 

 

SIS 
a 

slopeIS CIS 

a 

slopeIS CIS 
Equação 1 

 
 

Uma vez que a razão entre concentração dos analitos e padrão interno 

presentes na solução analítica é constante, e a proporção de amostra em ambas 

soluções também permanece inalterada, logo, 
𝑚a/ também é constante e, assim, 

IS 

os efeitos de matriz são compensados. Assim sendo, a concentração dos analitos é 

dada pela Equação 2, a seguir. 

 

𝐶Am = slope 

intercepto 
𝑥 

C 
Pad 

CIS 

 
Equação 2 

 
 

Onde, Ca
Am refere-se à concentração dos analitos na amostra, os coeficientes 

angular e linear são obtidos através da regressão da curva linear obtida na região 

SDA mostrada na Figura 1, Ca
Pad e CIS referem-se à concentração dos analitos e do 

padrão interno na solução analítica. Inicialmente, a solução S1 é introduzida até que 

um platô seja formado e, a partir daí, a solução S2 é introduzida no tubo de S1 

dando-se origem a um gradiente de diluição, até que um novo platô seja formado, 

como demonstrado na Figura 1 a seguir. 
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Figura 1 – Curva de SDA tradicional (a) e respectiva curva analítica (b) para determinação 

elementar em amostra de biodiesel fortificada com 5 mg kg-1, empregando 1 mg kg-1 de padrão 

interno (IS), por ICP OES (Figura do autor). 

 

 
Diversos trabalhos envolvendo a SDA foram desenvolvidos nos últimos anos 

(Althoff et al., 2017; Fortunato et al., 2017; Goncalves et al., 2016; Virgilio et al., 

2016), mas poucos trabalhos abordam a aplicação da SDA para determinação 

elementar em matrizes orgânicas. Fortunato et al. (2016) aplicaram a SDA para 

determinação de Na em amostras de biodiesel diluídas em etanol, empregando Li 

como padrão interno, por F AAS. Comparando-se os resultados encontrados com 

outros métodos de calibração tradicionais (i.e., EC, SA e IS), a calibração por SDA 

forneceu resultados mais precisos e exatos, segundos os autores, porém, devido à 

indisponibilidade do instrumento em monitorar mais de um comprimento de onda, 

uma sonda de fibra óptica foi utilizada, o que requer mais tempo gasto e 

modificações do instrumento. 

Por sua vez, García et al. (2020) adotaram a calibração por SDA para 

determinação de Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni e Pb em amostras de óleo lubrificantes 

usados diluídos em éter de petróleo, empregando Y como padrão interno, por 

ICP OES. Neste caso, os autores empregaram um multinebulizador para introduzir, 

simultaneamente, amostra orgânica (ou solução branco) junto com padrão aquoso 

para formar as soluções analíticas descritas do método de SDA e, 

consequentemente, o gradiente de diluição necessário para construção de curva 

analítica com múltiplos pontos. Os resultados pelo método proposto foram 

comparados com aqueles obtidos pela calibração por SA, e os autores afirmam que, 

tanto os limites de detecção e quantificação, quanto os resultados obtidos para o 
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teste de recuperação em amostras fortificadas, estiveram na mesma ordem de 

magnitude para ambos os métodos de calibração. 

Mesmo assim, a calibração por SDA possui algumas limitações quanto à 

aquisição de dados em relação ao tempo, enquanto as duas soluções são misturadas 

manualmente, além do tratamento dos dados a fim de obter os dados da região SDA 

para construção da curva analítica, tornando-o laborioso e impactando diretamente 

na precisão dos resultados. Contudo, parte deste problema foi superado e o método 

aprimorado quando aplicado um 2º padrão 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 matemático na equação original da 

SDA, descrito por Sloop et al. (2019), um 2º padrão interno é adicionado na fração 

correspondente à solução branco presente em S2 e, com isso, todo conjunto de 

dados gerado a partir da diluição de S2 em S1 é empregado para construção da 

curva analítica. Assim, diferente da SDA com um padrão interno, onde a 

intensidade máxima do IS é empregada para estimar as concentrações a cada ponto 

da região SDA, o uso de dois padrões internos possibilita que todos os dados da 

região SDA sejam empregados para obtenção da concentração dos analitos dada a 

partir da Equação 3, a seguir. 

 

𝐶Am  =  
intercepto1 

slope1 

  CPad 

𝑥 
intercepto2 

 
Equação 3 

 

 

Onde, Ca
Am e Ca

Pad referem-se, respectivamente, à concentração dos analitos 

na amostra e na solução analítica, respectivamente. Intercepto1 e inclinação1 

referem-se aos coeficientes linear e angular, respectivamente, da curva analítica 

construída pela relação entre o sinal do analito versus o sinal do primeiro padrão 

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 razão entre o sinal dos analitos 

e do 1º padrão interno, para a inclinação, e intercepto2 corresponde ao coeficiente 

linear calculado a partir da relação linear entre o sinal do 1º IS e do 2º IS, como 

ilustra a Figura 2 abaixo. 
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Figura 2 – Curvas analíticas obtidas a partir do emprego da calibração por SDA com dois padrões 

internos para determinação elementar em amostra de biodiesel fortificada com 5 mg kg-1, 

empregando 1 mg kg-1 de ambos padrões internos, por ICP OES (Figura do autor). 

 

 
Quanto à mistura manual das soluções analíticas, alguns autores focaram seus 

esforços na automatização do processo (Fortunato et al., 2016; Fortunato et al., 

2017; Jones et al., 2020; Sloop et al., 2019), porém, as modificações sugeridas nos 

instrumentos comercialmente disponíveis e o aumento do tempo e reagente 

consumidos, ainda permanece como um desafio a ser superado. Outros parâmetros 

experimentais da SDA, tais como a relação entre a concentração de analitos e 

padrão interno, a relação entre a amostra e o padrão (ou branco), a duração do platô, 

e a influência da região SDA na curva analítica foram amplamente discutidos por 

Virgilio et al. (2016). De modo geral, os autores não encontraram diferença 

estatisticamente significativa entre os diferentes parâmetros avaliados em função 

do teste de recuperação realizado, cujo resultados variaram entre 91 e 105 % para 

determinação de As, Cr, Cu, Pb e Y em amostras de bebidas e produtos alimentícios 

diluídas em HNO3 1 % v/v. 

Até o momento do desenvolvimento deste trabalho, nenhum estudo 

envolvendo a aplicação da SDA com dois padrões internos para determinação 

elementar por ICP OES em amostras de biodiesel diluídas em xileno foi realizado. 

Neste sentido, os resultados encontrados, publicados recentemente no periódico 

Journal of Analytical Atomic Spectrometry (vide Anexo III), que serão discutidos 

ao longo desta tese, colocam a calibração por SDA como uma alternativa para 

determinação de Na, K, Ca, Mg, P, Si e S em amostras de biodiesel de diferentes 

matrizes de forma rápida e eficaz, com limites de quantificação estatisticamente 

comparáveis com aqueles obtidos através da calibração por SA e IS (Marrocos et 

al., 2023). 
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2.4.2 
Multi-energy calibration (MEC) 

 
Além da SDA, métodos de calibração 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, 

não necessariamente representa uma novidade na obtenção 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 o 

comprimento de onda (ou energia transicional) como uma terceira dimensão, 

crucial na correlação existente entre sinal do analito e sua respectiva concentração 

para determinação elementar por ICP OES, então conhecida como calibração multi- 

energia, que está diretamente ligada à capacidade multielementar (simultânea ou 

sequencial rápida) desta técnica. 

Desde então, outros trabalhos foram desenvolvidos empregando estratégias 

semelhantes, como calibração multi-isotópica (Virgilio et al., 2018) aplicando 

diferentes isótopos do mesmo elemento para determinação de Ba, Cd, Se, Sn e Zn 

por ICP-MS, calibração multi-espécies para determinação de As, Co e Mn através 

de óxidos e de espécies amoníacas por ICP-MS/MS (espectrometria de massas 

tandem com plasma indutivamente acoplado) (Williams & Donati, 2018), 

calibração multi-fluxo para determinação de Cr, Cu, Fe e Mn por MIP OES 

(espectrometria de emissão óptica com plasma induzido por micro-ondas) 

(Williams et al., 2019) e calibração multi-padrão interno para determinação de As, 

Cd, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Pb e Zn por ICP OES (Sloop et al., 2022). 

A calibração por MEC, assim como a SDA, envolve o preparo de somente 

duas soluções de calibração contendo a mesma proporção de amostra em ambas, 

com acréscimo de uma solução analítica contendo analitos (S1) ou solução branco 

(S2), porém, não é necessário a mistura de ambas e o monitoramento do sinal 

transiente, ou o emprego de um padrão interno, o que o torna melhor adaptável para 

análise de rotina (Carter et al., 2018). Além disto, é possível monitorar 

interferências espectrais, através de flutuações na resposta linear do modelo 

(Virgilio et al., 2017, Virgilio et al., 2018; Williams & Donati, 2018). Em 

contrapartida, o método fica limitado à quantidade de linhas espectrais que cada 
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elemento possui dentro da faixa espectral que o sistema óptico de um espectrômetro 

consegue acessar, no caso do ICP OES, ou a abundância de isótopos e espécies 

iônicas formadas e resolvidas pelo quadrupolo para o caso de determinação por 

ICP-MS (Donati & Amais, 2019). 

Neste método de calibração, a resposta do instrumento para um comprimento 

de onda específico está intrinsecamente ligada à concentração do analito e à energia 

associada ao estado excitado, logo, a partir da regressão linear da curva analítica 

obtida através da correlação entre a intensidade do sinal do analito presente em S2 

(eixo y) versus intensidade do sinal do analito com incremento da solução analítica 

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 Equação 4, a seguir, 

como descrito por Virgilio et al. (2017). 

 

𝑠𝑙𝑜𝑝𝑒 =   CAm 

(CAm – CPad) 

 
Equação 4 

a a 

 
 

Onde, Ca
Am e Ca

Pad referem-se, respectivamente, à concentração dos analitos 

na amostra e na solução analítica. Uma vez que a concentração de analitos na 

solução analítica é conhecida, a Equação 4 pode rearranjada a fim de obter a 

concentração dos analitos a partir da Equação 5, a seguir. 

 

𝐶Am = s lope x CPad 

(1 – slope) 

 
Equação 5 

 

 

Assim, a curva analítica 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. 



Capítulo 2. Fundamentação Teórica 42 
 

a 
a Pad 

 

 

 

Figura 3 - Curva analítica obtida a partir do emprego da calibração por MEC para determinação 

elementar em amostra de biodiesel fortificada com 5 mg kg-1 por ICP OES (Figura do autor). 

 

 
A proporção entre amostra e solução analítica (ou solução branco) pode ser 

mantida em 1:1, porém, diferentes proporções podem ser empregadas com objetivo 

de diluir a amostra, a fim de evitar problemas na introdução, ou aumentar a 

capacidade de detecção, desde que a correção dos volumes de solução analítica e 

de amostra, respectivamente VPad e VAm, seja realizada e, assim, a concentração dos 

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

 

𝐶Am = s lope x CPad  x V 

(1 – slope)x VAm 

 
Equação 6 

 

 

 

 

Diversos trabalhos empregando MEC foram publicados ao longo dos anos 

para determinação elementar por técnicas espectrométricas. A começar pelo 

extenso trabalho publicado por Virgilio et al. (2017) aplicando este método de 

calibração para determinação de Cr, Cu e Ni em amostras de água, chá verde, 

refrigerante e remédio por MIP OES, de Cr, Cu e Mn em amostras alimentícias por 

ICP OES e de Co, Fe, e Ni em amostras de etanol combustível, vinagre e vinho 

tinto por espectrometria de absorção atômica de alta resolução com fonte contínua 

e chama (HR-CS F AAS, do acrônimo em inglês). Os resultados encontrados pelos 

autores foram comparados àqueles obtidos por SA, EC e IS, através de ensaios de 
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adição e recuperação, nos quais não foram encontradas diferenças, embora os 

autores não tenham feito menção ao teste estatístico empregado. 

Gonçalves et al. (2019) e Higuera et al. (2019) utilizaram a calibração por 

MEC para realizar determinação elementar em amostras de plantas medicinais e de 

diferentes tipos de carne por ICP OES. A exatidão dos resultados encontrados foi 

avaliada a partir de teste de recuperação e da análises de materiais padrões de 

referência NIST 1570a (Spinach Leaves) e NIST SRM 1575a (Pine Needles), para 

o trabalho de Gonçalves 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 exatidão e precisão, as amostras sofreram processo de 

decomposição ácida assistida por micro-ondas em ambos trabalhos, o que minimiza 

significantemente a incidência dos efeitos de matriz, uma vez que este tipo de 

decomposição reduz a quantidade de matéria orgânica, como discutido 

anteriormente. 

Já no trabalho de Vieira et al. (2019), uma nova abordagem da calibração por 

MEC foi estudada na determinação de N, P, S e Cl em amostras de fertilizante e de 

leite a partir da absorção molecular das moléculas diatômicas CaCl, NO, PO e CS 

por espectrometria de absorção molecular de alta resolução com fonte contínua e 

forno de grafite e de chama (HR-CS GF MAS e HR-CS F MAS, dos respectivos 

acrônimos em inglês). Uma vez que as larguras destas bandas moleculares são 

similares à largura máxima à meia altura das linhas atômicas, as estruturas finas 

geradas no espectro molecular permitem a correlação direta da sua concentração 

aos respectivos elementos (Heitmann et al., 2006; Welz et al., 2009). Os resultados 

encontrados por Vieira et al. (2019) aplicando o MEC não apresentaram diferença 

estatisticamente significativa com aqueles obtidos pela EC a nível de confiança de 

95 %. 

Entretanto, até onde se sabe, nenhum trabalho envolvendo sua aplicação para 

determinação elementar em biodiesel foi publicado até o momento. Contudo, a 

calibração por MEC não se limita apenas às técnicas de espectrometria 

atômica/molecular, podendo estender-se também para determinação elementar por 

laser-induced breakdown spectroscopy (LIBS) em amostras de suplemento 

alimentar (Babos et al., 2018; Babos et al., 2019), para determinação de compostos 

moleculares por espectrofotometria UV-Vis, e por fluorescência molecular em 

amostras de biodiesel (Soares & Rocha, 2020) e de soluções de azul de metileno 
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em diferentes solventes (Alencar et al., 2019). Todos estes trabalhos empregam a 

calibração por MEC com precisão e limites de detecção e quantificação semelhantes 

àqueles obtidos pelos métodos de calibração tradicionais aplicados nos respectivos 

estudos. 



 

3 
Metodologia 

 
 

 
3.1 
Materiais e Reagentes 

 
Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de grau analítico. Xileno 

(Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) foi utilizado para diluir os padrões de 

calibração e as amostras de biodiesel. Para todos os métodos de calibração 

propostos neste trabalho, foram utilizadas as seguintes soluções de padrões 

orgânicos em óleo mineral: Na (5000 mg kg-1, Conostan, OK, EUA), K, Ca, Mg e 

P (1000 mg kg-1, Quimlab, Jacareí, São Paulo), Si (1000 mg kg-1, Conostan, OK, 

EUA) e S em óleo diesel (300 mg kg-1, AccuStandard, CT, EUA). Soluções padrão 

de 2000 mg kg-1 de Sc (Conostan, OK, EUA), 5000 mg kg-1 de Li (Conostan, OK, 

EUA) e 5000 mg kg-1 de Y (Conostan, OK, EUA), todas em óleo mineral, foram 

utilizadas como padrões internos. 

Com base na norma ABNT NBR 15553, as amostras de biodiesel foram 

pesadas utilizando uma balança analítica digital Sartorius (BL210S, com precisão 

de 0,1 mg) e diluídas cinco vezes (m/m) com xileno. As soluções de calibração 

empregadas nos métodos de calibração por IS foram diluídas em solução de óleo 

mineral em xileno (10 % m/m) para obter uma maior semelhança nas viscosidades 

das soluções de calibração e das amostras. Uma solução estoque de 100 mg kg-1 dos 

analitos foi preparada a partir da diluição dos padrões citados anteriormente em 

xileno e esta foi utilizada para preparo das soluções empregadas nos métodos de 

calibração avaliados neste trabalho. Na ausência de materiais de referência 

certificados comercialmente disponíveis de biodiesel, o material de referência 

padrão NIST SRM 1084a - Wear Metals in Lubricating Oil (100 mg kg-1, National 

Institute of Standards & Technology, MD, EUA) foi analisado para avaliar a 

exatidão dos resultados. Também foram feitos testes de recuperação em amostras 

de biodiesel. 
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3.2 
Instrumentação 

 
Todos os experimentos foram realizados em um espectrômetro de emissão 

óptica com plasma indutivamente acoplado Optima 7300 DV (PerkinElmer, 

Norwalk, CT, EUA) equipado com injetor de quartzo de 1,0 mm de diâmetro 

interno (Glass Expansion, Pocasset, MA, EUA). Tubos de policloreto de vinila com 

0,51 mm de diâmetro (Glass Expansion, Pocasset, MA, EUA) foram utilizados para 

introdução das amostras e soluções de calibração, devido à sua resistência a 

solventes orgânicos. Argônio 99,996 % (Linde, Rio de Janeiro, Brazil) foi utilizado, 

tanto para alimentação do plasma, quanto como gás de nebulização ou para diluição 

do aerossol, como será 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 à câmara de nebulização de duplo passo de 20 mL (Cinnabar, Glass 

Expansion, Pocasset, MA, EUA) foram empregados para otimização das condições 

operacionais do instrumento. Câmara de nebulização ciclônica de 50 mL com 

sistema de resfriamento do tipo Peltier (IsomistTM, Glass Expansion, Pocasset, MA, 

EUA) também foi avaliada, a fim de determinar os efeitos da redução de 

temperatura nas condições de determinação dos elementos. 

As linhas espectrais escolhidas, bem como o modo de visão e as respectivas 

probabilidade de transição, estão apresentadas na Tabela 1, a seguir. Cada transição 

eletrônica realizada a partir da excitação gerada pelo plasma será diretamente com 

um comprimento de onda específico, e cada transição possui sua probabilidade de 

ocorrer, de acordo com fatores, tais como: distribuição da população atômica, 

energia fornecida pela fonte de excitação, energia necessária para realização 

daquela transição, temperatura, etc. 
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Tabela 1 – Comprimentos de onda e respectivos modos de visão selecionados para 

determinação de Na, K, Ca, Mg, P, Si e S em amostras de biodiesel por ICP OES. 
 

 

 

Elemento 
Comprimento de onda, 

λ em nm (tipo de linha)a
 

Modo de 

visão 

Probabilidade 

da transição 

(108 s-1)b
 

 

 

Na 589,592 (I) Radial 0,61 
 

K 766,490 (I) 

Ca 
315,887 (II), 317,993 (II), 

422,673 (I) 

Mg 
279,077 (II), 279,553 (II), 

280,271 (II), 285,213 (I) 

P 
178,221 (I), 213,617 (I), 214,914 

(I) 

Si 
212,412 (I), 221,667 (I), 251,611 

(I), 252,851 (I), 288,158 (I) 

S 
180,669 (I), 181,975 (I), 182,563 

(I) 

 

 

 

 
5,0 

Axial 2,4, 2,8, 3,2 

Axial 
0,2, 0,5, 1,7, 

0,9, 1,9 

Axial 3,1, 1,7, 0,6 

Li 670,784 (I) IS1 0,4 
 

Sc 361,383 (II) IS1 1,5 
 

Y 371,029 (II) IS2 1,5 

aTipo de linha: I: atômica II: iônica 

bValores obtidos através do NIST (2013) 

 

Com exceção do Na e do K, que não têm outros comprimentos de onda com 

sensibilidade adequada na região de detecção da técnica, todos os elementos foram 

otimizados através do monitoramento de mais de um comprimento de onda. As 

linhas espectrais e o modo de visualização empregados na determinação de cada 

analito foram escolhidos com base na melhor relação sinal/fundo (SBR, do 

acrônimo em inglês), conforme recomendado pelo software do instrumento e 

requerido pelas normas brasileiras ABNT 15553 e 15867. 

A vazão de Ar de nebulização, taxa de introdução e a potência da 

radiofrequência (RF) foram otimizadas através de um planejamento fatorial 

completo de dois níveis com réplica no ponto central apresentado na Tabela 2. Uma 

amostra de biodiesel diluída cinco vezes em xileno e fortificada com 10 mg kg-1 de 

cada analito foi aplicada para este fim. Os valores escolhidos para os níveis foram 

atribuídos levando-se em consideração a limitação instrumental, e a formação e 

Radial 0,38 

 

Radial 

 

3,1, 3,6, 2,2 

Radial 
4,0, 2,6, 2,6, 
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estabilidade do aerossol. Após a determinação dos parâmetros com relevância 

estatisticamente significativa, um gráfico de superfície de resposta a partir de uma 

matriz Doehlert (1970) foi gerado e, com isso, encontrados os valores ótimos para 

cada parâmetro avaliado. 

Adicionalmente, a função desejabilidade foi aplicada aos dados de otimização 

para obter um conjunto comum de valores para os parâmetros avaliados em cada 

comprimento de onda. Os dados obtidos foram analisados utilizando o software 

Statistica versão 10.0, StatSoft (2010). As vazões de Ar do plasma e do gás auxiliar 

aplicados foram 15 e 1,5 L min-1, respectivamente, e o tempo de integração de 5 s, 

para determinações empregando os métodos de calibração tradicionais e por MEC, 

e de 2 s, para determinações empregando SDA. 

 
Tabela 2 – Matriz experimental utilizada para o planejamento fatorial completo de dois 
níveis (23) com réplica no ponto central. 

 

 Níveis  

Parâmetros 
- 0 + 

Vazão de Ar de nebulização (L min-1) 0,2 0,3 0,4 

Taxa de introdução de amostra (mL min-1) 0,3 0,4 0,5 

Potência da radiofrequência (W) 1300 1400 1500 

 
3.3 
Amostras de biodiesel 

 
Nove amostras de biodiesel de diferentes matrizes foram obtidas através da 

prestação de serviço de análises em biodiesel do Laboratório de Espectrometria 

Atômica (LABSPECTRO). Devido à critérios de confidencialidade, somente parte 

da composição da matriz foi fornecida. A análise prévia destas amostras de 

biodiesel, conforme as normas ABNT 15553 e 15867, revelou que as concentrações 

dos sete analitos estavam abaixo de seus respectivos limites de quantificação. 

Portanto, a acurácia dos métodos propostos empregando SDA e MEC foi avaliada 

ao aplicá-los na determinação elementar em nove amostras selecionadas de 

biodiesel (B100), fortificadas com 5 mg kg-1 de cada analito. Os resultados foram, 

então, comparados com os obtidos pelos métodos de calibração tradicionais, isto é, 

a padronização interna e a adição de analito, conforme descrito a seguir. 
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3.4 
Estratégias de calibração 

 
3.4.1 
Adição de analito (SA) 

 
Foram empregadas amostras de biodiesel diluídas 5 vezes em xileno e 

fortificadas com 5 mg kg-1 de cada analito (Na, K, Ca, Mg, P, S e Si), para a 

elaboração de curvas de calibração por adição de analito. Posteriormente, 

concentrações conhecidas dos analitos foram adicionadas à solução, e o volume 

final foi ajustado para 5 mL com xileno. Para a construção das curvas de calibração, 

foram utilizadas, no mínimo, quatro soluções, abrangendo concentrações 

adicionadas de cada analito de 2, 4, 6 e 8 mg kg-1, totalizando cinco pontos na curva 

de calibração contemplando também a amostra de biodiesel fortificada. O material 

padrão de referência NIST 1084a foi diluído 20 vezes em xileno e submetido ao 

mesmo procedimento de preparo das amostras de biodiesel. 

 
3.4.2 
Padronização interna (IS) 

 
Uma solução-estoque de 100 mg kg-1 foi preparada a partir da diluição dos 

padrões orgânicos em xileno, em seguida, as soluções de calibração foram 

preparadas abrangendo concentrações de 0,5, 1, 2,5, 5 e 10 mg kg-1 dos analitos 

(Na, K, Ca, Mg, P, S e Si), por meio de diluição apropriada destas em uma solução 

composta de óleo mineral em xileno (10 % m/m) com volume final de 5 mL. A 

solução branco empregada para esta curva é a mesma utilizada para preparo das 

soluções de calibração. Paralelamente, as amostras de biodiesel foram diluídas 5 

vezes em xileno, conforme especificado nas normas ABNT NBR 15553 e 15867, 

enquanto o NIST 1084a foi diluído 20 vezes em xileno. Todas as soluções de 

calibração, amostras de biodiesel e material de referência receberam adição de 

soluções de padrão interno 1 mg kg-1 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 integração de 2 s. O xileno foi empregado 

como solução branco para estabelecer a linha de base. Todas as soluções foram 

preparadas em % m/m, cada uma com um volume final de 5 mL. A solução S1 

consistia em 50 % de solução de amostra (amostra de biodiesel diluída 5 vezes em 

xileno) e 50 % de solução analítica (5 mg kg-1 dos analitos e 1 mg kg-1 do primeiro 

IS, ou seja, 1 mg kg-1 de Li e Sc). Por sua vez, a solução S2 é formada por 50 % de 

solução de amostra (amostra de biodiesel diluída 5 vezes em xileno) e 50 % de 

solução branco (xileno) contendo 1 mg kg-1 de Y como segundo IS. O uso da mesma 

proporção de amostra em ambas soluções é o que permite que haja a compensação 

dos efeitos de matriz. 

Para escolha dos padrões internos, o Li foi selecionado para atender 

adequadamente às condições de excitação de Na e K, conforme aplicado por 

Fortunato et al. (2016). Já o Sc, padrão interno frequentemente utilizado na 

determinação elementar em amostras de biodiesel e óleos, bem como na 

metodologia SDA, foi empregado para a determinação de todos os outros analitos 

(Ca, Mg, P, S e Si), além do Y empregado como segundo padrão interno. Diferente 

do que é observado na padronização interna, os padrões internos na calibração por 

SDA são essencialmente empregados para rastrear a região SDA formada pela 

mistura das soluções. 

O material padrão de referência NIST 1084a, diluído 20 vezes em xileno, 

passou pelo mesmo preparo que as amostras de biodiesel. Amostras de biodiesel 

diluídas 2,5 vezes em xileno, submetidas ao mesmo modo de preparo citado 

anteriormente, foram aplicadas para avaliação das condições de compensação dos 

efeitos de matriz, aplicando a calibração por SDA. 

 
3.4.4 
Multi-energy Calibration (MEC) 

 
De forma similar à calibração por SDA, foram empregadas duas soluções 

analíticas. Todas as soluções foram preparadas em % m/m, cada uma com um 

volume final de 5 mL. A solução S1 consistia em 50 % de solução de amostra 
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(amostra de biodiesel diluída 5 vezes em xileno) e 50 % de solução analítica 

(5 mg kg-1 dos analitos). Por sua vez, a solução S2 compreendia 50 % de solução 

de amostra e 50 % de solução branco (xileno). Assim como na calibração por SDA, 

o uso da mesma proporção de amostra em ambas soluções é o que permite que haja 

a compensação dos efeitos de matriz, no entanto, as soluções analíticas foram 

analisadas separadamente e não foi requerido o emprego de IS. 

O material padrão de referência NIST 1084a, diluído 20 vezes em xileno, 

passou pelo mesmo preparo que as amostras de biodiesel. Amostras de biodiesel 

diluídas 2,5 vezes em xileno, submetidas ao mesmo modo de preparo citado 

anteriormente, foram aplicadas para avaliação das condições de compensação dos 

efeitos de matriz aplicando a calibração por MEC. 

 
3.5 
Limites de detecção e quantificação 

 
Os limites de detecção e quantificação para métodos de calibração SA e IS 

foram calculados de acordo com a recomendação IUPAC, considerando o desvio- 

padrão de 10 medidas do branco (Sbranco), ou seja, solução de óleo mineral em xileno 

10 % m/m, e o coeficiente angular (slope) das respectivas curvas de calibração. 

Assim sendo, LD = 3 Sbranco/slope e LQ = 10 Sbranco/slope. 

Para a calibração por SDA, com um e dois padrões internos, os limites de 

detecção e quantificação foram calculados considerando as Equações 2, 3 e 5 e para 

determinação de 10 medidas de uma solução de óleo mineral:xileno 10 % m/m 

submetida ao mesmo procedimento de quantificação aplicado para as amostras de 

biodiesel em ambos os métodos de calibração, descritos anteriormente, como 

explicado por Jones et al. (2015) e Virgilio et al. (2016). A partir do desvio-padrão 

obtido para estas medidas (Sbranco), os limites de detecção e quantificação são 

obtidos a partir do cálculo de LD = 3 Sbranco e LQ = 10 Sbranco. 

Já para a calibração por MEC, o método de propagação de erro foi empregado 

para calcular os limites de detecção e quantificação para a calibração por MEC 

(Virgilio et al., 2020), utilizando a mesma determinação de 10 medidas de uma 

solução de óleo mineral:xileno 10 % m/m submetida ao mesmo procedimento de 

quantificação aplicado nos métodos de calibração citados. Assim, os limites de 

detecção e quantificação foram calculados a partir das equações 7 e 8, a seguir, e os 

resultados obtidos posteriormente discutidos. 
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4 
Resultados e Discussão 

 
 

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

 
A otimização dos parâmetros operacionais do ICP OES faz-se necessária para 

garantir condições robustas de análise e com mínimo de interferências possíveis 

provenientes da matriz do biodiesel, que pode levar a entupimento do injetor, e 

causar instabilidade no plasma ou, até mesmo, sua extinção (Duyck et al., 2002; 

Maessen et al., 1984; Maessen et al., 1986). Portanto, para o desenvolvimento da 

metodologia analítica proposta neste trabalho, os parâmetros operacionais do 

espectrômetro de ICP OES: (i) vazão do Ar de nebulização (L min-1), (ii) taxa de 

introdução da amostra (mL min-1) e (iii) potência da radiofrequência (W) foram 

otimizados, a partir do planejamento fatorial completo com três 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 condições de ionização no plasma. 

Para a etapa de triagem, utilizada para identificar quais os fatores possuem 

maior impacto para o planejamento, foram empregadas três amostras de biodiesel 

cinco vezes diluídas em xileno e fortificadas com 5 mg kg-1 de cada analito (Na, K, 

Ca, Mg, P, S e Si). Para a modelagem, a matriz Doehlert foi aplicada, a fim de obter 

as condições ótimas para cada elemento a partir dos gráficos de superfície de 

resposta. Os coeficientes de determinação (R²), erros puros, entre outros 

coeficientes da regressão, foram empregados para avaliação do ajuste para o 

modelo. Em paralelo, diferentes micronebulizadores foram avaliados, a fim de 

maximizar a resposta analítica, priorizando a melhor desempenho do instrumento 

com a introdução de solvente orgânico no plasma (Maestre et al., 2004; Santelli et 

al., 2008; De Souza et al., 2011; Todoli & Mermet, 2008). 

Após a definição da condição ótima para cada elemento nos diferentes 

micronebulizadores obtida através do planejamento experimental, condições de 

compromisso foram estabelecidas, priorizando as respostas de S e P, devido à 

proximidade de suas linhas espectrais à região do UV de vácuo e à baixa eficiência 
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de excitação no plasma de argônio (Chaves et al., 2011; Moore, 1989; Houk, 1980; 

Korn et al., 2007). As condições ótimas para S encontraram-se em 0,2 L min-1 para 

vazão de Ar de nebulização, 0,3 mL min-1 para taxa de introdução e 1500 W de 

potência, enquanto as condições ótimas para P foram 0,2 L min-1 de vazão de Ar de 

nebulização, 0,5 mL min-1 para taxa de introdução e 1300 W de potência. Em cada 

condição estabelecida, foram avaliados os valores de SBR, os limites de detecção e 

os resultados do teste de recuperação, além da precisão dos resultados, para cada 

analito, especialmente para os elementos regulamentados pela legislação 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 

condições ótimas para S e P estão representados na Figura 4. 

 
 

Figura 4 – Valores de SBR obtidos para Na, K, Ca, Mg, P, S e Si aplicando as condições ótimas 

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 relações sinal/ruído melhores ou similares aos 

demais micronebulizadores testados. A este fato, pode-se atribuir o menor tamanho 

da distribuição das gotas formadas no aerossol primário em relação a outros 

micronebulizadores concêntricos (Groombridge et al., 2012), o que aumenta a 

eficiência de transporte da solução ao plasma e ajuda a explicar os resultados 

obtidos, uma vez que gotas maiores podem causar turbulências no plasma 

(Burgener & Makonnen, 2020). Embora este aumento possa representar também 

um aumento na carga de solvente orgânico no plasma, o micronebulizador Miramist 

permite o emprego de baixas vazões de Ar de nebulização e taxas de introdução de 

amostra sem comprometer a sua eficiência. 

Neste estudo, o micronebulizador Micromist foi desconsiderado e, portanto, 

seus resultados não foram apresentados na figura, devido aos repetitivos 

entupimentos, o que torna seu emprego pouco prático e com baixa frequência 

analítica. Embora tenha apresentado melhores resultados de SBR para P e S, o 

micronebulizador PFA 100 também sofreu com bloqueios e este fato pode ser 

atribuído ao teor de partículas na amostra de biodiesel, como também observado 

por De Souza et al. (2011), além de empregar vazão de Ar de nebulização e taxa de 

introdução maiores que os demais micronebulizadores nas condições estudadas. 

Tanto Meinhard, quanto Conikal, ambos micronebulizadores concêntricos, 

mesmo que tenham alta eficiência de transporte dos analitos (Almagro et al., 2006), 

esta mesma característica também contribui para o aumento da carga de solvente 

no plasma, o que ajuda a explicar em parte os valores de SBR inferiores aos demais 

quando empregada as condições ótimas para o S. Além disto, a principal 

desvantagem dos micronebulizadores concêntricos é que a estrutura física do seu 

capilar propicia o bloqueio, sendo necessário a filtração da amostra, inclusive 

aquosa, para remoção de partículas (Burgener & Makonnen, 2020; Todoli & 

Mermet, 2008). 

Na Figura 5, foram comparados os limites de quantificação (LQ) obtidos na 

determinação elementar empregando os métodos descritos nas normas brasileiras 

nas condições ótimas otimizadas para S e nas condições ótimas otimizadas para P 

empregando o micronebulizador Miramist. 
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Figura 5 - Limites de quantificação instrumental (LQ), em mg kg-1, obtidos através da determinação 

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 condições ótimas do S foram até 

uma ordem de magnitude menores que aqueles obtidos aplicando as condições 

ótimas 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 emissão são diretamente impactadas pelo aumento da radiação 

de fundo causada pelas espécies de carbono. 

Além disso, os resultados do teste de recuperação para a condição ótima do S 

variaram de 93 % a 112 %, com uma precisão, expressa pelo desvio-padrão relativo 

(RSD), inferior a 6 %. Embora essas condições operacionais não favoreçam a 

excitação dos metais alcalinos, a SBR obtido para esses elementos não 

comprometeu seu desempenho analítico. Conforme sugerido por Browner et al. 

(1992), é altamente recomendado manter a vazão de Ar de nebulização e a taxa de 

introdução para amostras orgânicas em níveis baixos para reduzir a carga de 

solvente no plasma e prolongar o tempo de residência dos analitos no mesmo. Já a 

robustez calculada em função da razão das linhas espectrais de Mg 280,271 nm (II) 

e Mg 285,213 nm (I) para esta condição empregada foi igual a 32,5 ± 0,5. De acordo 

com Mermet (1991), condições robustas são encontrados com valores superiores a 

10. 

Micronebulizadores são recomendados para análises de amostras orgânicas 

por ICP OES, pois possibilitam a geração de aerossol a baixas taxas de introdução, 

promovendo maior robustez na análise ao minimizar os efeitos de matriz, sem 
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comprometer os limites de detecção e de quantificação, e a sensibilidade (De Gois 

& Costas-Rodriguez, 2023; Maestre et al., 2004; De Souza et al., 2011). Além disto, 

dentre os micronebulizadores testados, o Miramist foi o que empregou menor taxa 

de introdução de amostra, corroborando observações anteriores, e sua eficiência é 

aprimorada pela ausência de pressão de retorno no capilar, otimizando a 

transferência da solução para o plasma. Contudo, é válido 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 regressão para os 

dados obtidos através da etapa de triagem do planejamento experimental, bem como 

os efeitos estimados para cada parâmetro avaliado e a significância estatística de 

suas interações. 

 
Tabela 3 – Análise de coeficientes da regressão 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) 
 

Elemento 

(λ, nm) 

R² 

modelo 

linear 

Evidência 

curvatura 

(valor de 

p) 

Vazão de Ar 

de 

nebulização 

Taxa de 

introdução 

de amostra 

 
Potência 

(c) 

Interações 

estatisticamente 

significativas 

(p < 0,05) 
 
 

(315,887) 

 

(285,213) 

 

(589,592) 

 

(766,490) 

 

(214,914) 

 

(251,611) 

 

(180,669) 

Nota: Valores de p foram obtidos a partir da análise de variância (ANOVA), a 95 % de 

confiança, da regressão do modelo linear 

 (a) (b)  

Ca 
0,9555 0,97 0,04 0,42 0,63 - 

Mg 
0,9730 0,12 0,04 0,20 0,19 - 

Na 
0,9898 0,16 0,01 0,72 0,12 - 

K 
0,9979 0,13 0,01 0,04 0,86 - 

P 
0,9200 0,50 0,04 0,18 0,18 - 

Si 
0,9882 0,18 0,01 0,07 0,29 - 

S 
0,9537 0,82 0,01 0,19 0,16 ab; ac 
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Pelos resultados obtidos a partir da triagem, pode-se observar que, para a 

maioria dos elementos avaliados, somente a vazão de Ar de nebulização apresentou 

relevância estatisticamente significativa para o modelo, com exceção do K que, 

tanto a vazão do Ar de nebulização, quanto a taxa de introdução de amostra 

apresentaram relevância estatisticamente significativa. Porém, somente as 

interações entre a vazão de Ar de nebulização e a taxa de introdução da amostra e 

entre a vazão de Ar de nebulização e a potência de RF apresentaram relevância 

estatística para o S, o que, por sua vez, mostrou que a otimização multivariada não 

apresentou vantagens para maioria dos elementos, exceto para este. Os resíduos dos 

modelos obtidos a partir do planejamento fatorial, ilustrado na Figura 6, 

apresentaram distribuição normal, de acordo com teste de Shapiro-Wilk, e 

variâncias homogêneas, de acordo com ANOVA, ambos conduzidos a 95 % de 

confiança. 

 
 

Figura 6 – Resíduos 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 observações feitas anteriormente, a Matriz Doehlert foi construída levando-se 

em consideração os parâmetros de vazão de Ar de nebulização e taxa de introdução 

da amostra, fixando a potência de RF a 1500 W para obter as condições ótimas de 

cada elemento. 
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Assim sendo, foram construídas as superfícies de resposta para cada 

elemento, resultando na observação de dois comportamentos opostos, como 

observado na Figura 7. Os elementos P, S, Ca, Mg e Si, cujos comprimentos de 

onda estão abaixo de 320 nm, apresentaram condições ótimas em baixas vazões de 

Ar de nebulização e alta potência de RF, sem que fossem significativamente 

afetados pela taxa de introdução. Por outro lado, as condições ideais para Na e K, 

cujos comprimentos de onda estão acima de 580 nm, foram identificadas em vazões 

máximas de Ar de nebulização, taxas de introdução elevadas e potência máxima de 

RF. 

Esses resultados corroboram as observações da literatura acerca das distintas 

condições de excitação para elementos em regiões opostas do espectro (Todoli & 

Mermet, 2008). Portanto, na Figura 7, foram apresentadas apenas as superfícies de 

resposta de SBR na potência de RF de 1500 W. De acordo com Sánchez et al. 

(2015), condições de excitação mais robustas são atingidas quando aplicada maior 

potência de RF, o que torna-se preponderante para análise em matrizes orgânicas. 

Portanto, o maior valor estabelecido para potência na matriz de planejamento 

experimental foi considerado para os demais testes apresentados. 
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Figura 7 - Superfícies de resposta para a SBR dos analitos em função da vazão do Ar de nebulização (L min -1) e taxa de introdução de amostra (mL min-1), obtidas por um 

planejamento fatorial completo de 2 níveis 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 otimização de múltiplas respostas, a função desejabilidade 

foi aplicada ao conjunto de variáveis experimentais, a fim de obter a melhor 

condição de compromisso para determinação dos analitos. No âmbito da 

quimiometria, a função desejabilidade é uma abordagem empregada para otimizar 

de maneira simultânea múltiplas respostas em experimentos. Essa função integra 

vários critérios de desempenho em uma única métrica, viabilizando a avaliação 

global da proximidade de um experimento em relação aos objetivos desejados 

(Costa et al., 2011; Derringer & Suich, 1980). 

Primeiro descrito por Harrington (1965), a função desejabilidade tem suas 

limitações no que tange ao tratamento de dados considerados outliers, levando a 

uma falsa medida em função do peso atribuído a uma variável em específico (Abd 

Aziz et al., 2018). Por este motivo, métodos modificados foram propostos na 

literatura com o objetivo de mitigar esta diferença de efeitos nas mais diversas áreas 

de aplicação (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 estatístico em 

quimiometria. 

De acordo com os autores, a desejabilidade global é calculada através da 

média geométrica das desejabilidades individuais, como demonstrada na 

Equação 9, a seguir. 

 

 
 

𝐷 = 7√𝑑Na. 𝑑K . 𝑑Ca . 𝑑Mg . 𝑑P . 𝑑Si . 𝑑S Equação 9 

 

 

A média geométrica, ao multiplicar todos os valores e elevar o produto à 

potência do inverso do número de variáveis que contribuem para o modelo, fornece 

uma maneira simples de transformar os valores previstos para variáveis 

dependentes em uma única pontuação global de desejabilidade. Assim, a superfície 

de resposta que descreve a desejabilidade global, construída com uma potência de 

RF de 1500 W, está apresentada na Figura 8. 
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Figura 8 - Superfície de resposta para a função de desejabilidade sobre a vazão de Ar de 

nebulização (L min-1) e a taxa de introdução de amostra (mL min-1) obtida por um planejamento 

fatorial completo de 2 níveis com réplica no ponto central para a determinação simultânea 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 

condições operacionais avaliadas no planejamento experimental, a desejabilidade 

global tomará valor igual a zero quando a desejabilidade individual de algum 

analito for igual a zero, o que, por sua vez, indicará uma condição que o desfavorece 

em relação aos demais. Embora o valor ideal para função desejabilidade seja igual 

a 1, em que se obtém uma resposta totalmente desejada, tratando-se de elementos 

com condições de excitação opostas, como descrito anteriormente, o maior valor 

obtido para esta função foi igual a 0,15. Esse valor está relacionado às condições de 

compromisso obtidas com a razão SBR como resposta (0,2 L min-1 de vazão de Ar 

de nebulização e 0,3 mL min-1 de taxas de introdução de amostra), o que corrobora 

a avaliação feita anteriormente. 

 
4.2 
Avaliação do emprego do sistema de resfriamento IsoMistTM

 

 
Outra possibilidade considerada foi o emprego de câmara de nebulização 

resfriada. Este tipo de sistema é empregado a fim de reduzir a quantidade de 

solvente orgânico 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 câmara de nebulização ciclônica de duplo passo 

de 50 mL de teflon com um dispositivo Peltier acoplado, que permite a variação de 

temperatura entre -25 °C e 80 °C, de acordo com especificação do fabricante. Sendo 

assim, foi avaliada a variação da temperatura entre 25 °C e -10 °C, com o objetivo 

de se obter a melhor SBR, normalizada em função da média dos valores de SBR 

para os analitos, aplicando as condições operacionais previamente otimizadas, 

como demonstrado na Figura 9. A faixa de trabalho do sistema IsoMist foi 

estabelecida a levando-se em consideração a pressão de vapor do xileno, a fim de 

minimizar a quantidade de solvente que atinge o plasma. Mesmo que o ponto de 

fusão do xileno seja igual a -48 °C, a temperatura de -10 °C está bem abaixo daquela 

prevista pela Resolução da ANP para a determinação do ponto de entupimento de 

filtro a frio no biodiesel. 

 

 

Figura 9 - Relações SBR obtidas para Na, K, Ca, Mg, P, S e Si aplicando o micronebulizador 

Miramist acoplado à uma câmara de nebulização 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 são prejudicados pela radiação de fundo 

(i.e., K, Na, P e S), a diminuição da temperatura até 5 °C favoreceu o aumento na 

relação SBR em até 4 vezes para K, por exemplo, o que resultou em melhor 

sensibilidade para estes elementos. No entanto, o mesmo efeito não foi observado 

para as demais linhas espectrais mencionadas, que não apresentaram diferença 
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estatisticamente significativa, com temperaturas menores que -5 °C, de acordo com 

o teste ANOVA, com nível de confiança de 95 %. 

Embora os trabalhos publicados por Chaves et al. (2011), Sánchez et al. 

(2010) e Sánchez et al. (2012) apontem a eficiência do emprego de sistemas de 

introdução térmicos, aplicando tanto temperaturas abaixo de 0 °C quanto maiores 

que 100 °C, para determinação elementar por ICP OES em amostras de 

combustíveis e biocombustíveis diluídas em solventes orgânicos, nenhum ganho 

significativo foi observado para os analitos contemplados neste trabalho para que 

justifique o tempo necessário para a estabilização da temperatura do sistema ou a 

adaptação de sistema comercialmente disponível. Por isso, o sistema de introdução 

envolvendo o micronebulizador Miramist acoplado à câmara de nebulização de 

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

 
4.3 
Avaliação dos diferentes métodos de calibração 

 
4.3.1 
Standard Dilution Analysis 

 
No método SDA proposto, representado pela Figura 10, nos primeiros 20 s 

(representando dez réplicas), xileno foi introduzido no plasma e o sinal monitorado 

para definição da linha de base. Em seguida, a solução S1 (amostra + padrão) foi 

introduzida e, após o aerossol atingir o plasma, o sinal aumentou até atingir um 

platô. Após aquisição de dados do platô durante cerca de 60 s, a solução S2 (amostra 

+ branco) foi adicionada ao tubo da solução S1, iniciando o processo de diluição 

que dará origem à região SDA, até se formar um novo platô. Após 200 segundos 

do início da análise, xileno foi novamente introduzido para limpeza do sistema de 

introdução e início de uma nova análise. O tempo de introdução do xileno pode ser 

otimizado de acordo com os ciclos necessários para limpeza do sistema de 

introdução caracterizado pelo retorno do sinal emitido à linha de base, que será 

também afetada pela emissão da radiação de fundo. 
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Figura 10 - Curva de SDA com 2 padrões internos para determinação de Mg em amostra de 

biodiesel fortificada com 5 mg kg-1, empregando 1 mg kg-1 dos padrões internos Sc (IS1) e Y 

(IS2), por ICP OES. 

 

 
Nesta estratégia de calibração, os efeitos de matriz foram compensados ao 

manter a mesma proporção de matriz de biodiesel em ambas as soluções, ou seja, 

somente os padrões são diluídos pelo solvente (branco). Apesar de estudos 

publicados já terem explorado outros parâmetros da calibração por SDA (Virgilio 

et al., 2016), ainda não há uma explicação clara dos fenômenos que são observados 

dentro da região de SDA. 

Sabe-se que, após a adição da solução 2, um gradiente de diluição é formado, 

à medida que esta nova solução, mistura de S1 e S2, chega ao plasma. No entanto, 

uma vez que a solução S1 é consumida, seu volume é reduzido a uma taxa fixa, 

necessariamente atribuída à taxa de introdução de amostra que, ao receber o volume 

de S2, diferentes proporções entre estas soluções podem ser encontradas. Por 

exemplo, partindo do pressuposto que ambas soluções contenham o mesmo volume 

de amostra e que o sinal de ambas é mensurado simultaneamente, a proporção da 

solução formada por S1 e S2 seria de 50 % (ou 1:1). Como observado pelo gráfico 

de SDA apresentado na Figura 10, a solução S2 passa a ser adicionada em S1 após 

60 segundos de introdução de S1, que a uma taxa de introdução de 0,3 mL min-1, 

representa uma redução de volume de 6 % do volume original. Este fato pode ajudar 

a explicar, em parte, a principal dificuldade da SDA com um padrão interno em 

estabelecer os pontos que compõem a região SDA. 
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Além disto, outro fator que pode contribuir é o processo de mistura por 

convecção que se dá pela diferença da concentração do analito e não pela alteração 

de outros parâmetros físico-químicos, como viscosidade, uma vez que as soluções 

possuem a mesma quantidade de matriz da amostra. Diferente do que é empregado 

no método de SDA com um padrão interno, o método SDA empregado aplica dois 

padrões internos, o que permite melhor delimitar os dados adquiridos da região 

SDA que serão empregados para obtenção dos coeficientes da regressão linear, 

como mostra a Figura 11. 

 
 

Figura 11 – Curvas analíticas obtidas através do método de SDA com um padrão interno (IS) (a) e 

com dois padrões internos (b), para a determinação de Ca, em 315,887 nm, em amostra de 

biodiesel diluída em xileno, por ICP OES (n = 3). 

 

 
Avaliando o cálculo das concentrações obtidos pelas respectivas curvas 

analíticas empregando o método de SDA com um padrão interno, representada na 

Figura 11 (a), e pelo método de SDA com dois padrões internos, pode-se observar 

que, embora os resultados de recuperação das concentrações tenham variado entre 

102 e 115 %, houve uma diminuição significativa da precisão dos resultados, 

expressa em função do desvio padrão relativo (RSD), que foi de 2,3 % na SDA com 

dois IS, em comparação com 51 % na SDA com apenas um IS, durante a 

determinação 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 calibração para determinação 

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 nível de confiança de 95%, a regressão de mínimos 
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quadrados da curva analítica para SDA com dois IS apresentou significância 

estatística e comportamento homocedástico (p=0,4283), com variâncias 

homogêneas, como apresentado na Figura 12 abaixo. Este comportamento também 

foi verificado para todos os demais analitos. Portanto, pode-se inferir que a adição 

do segundo IS no método de SDA permite melhor delimitar a região SDA que será 

empregada para obtenção da curva analítica, minimizando os erros oriundos do 

processo de mistura de ambas que as soluções que dificultam o tratamento dos 

dados obtidos pela SDA. Ao mesmo tempo que os coeficientes de regressão para 

SDA com dois padrões internos apresentaram menores desvios-padrão frente 

àqueles obtidos pela SDA com um padrão interno.. 

 
 

Figura 12 – Gráfico dos resíduos da curva analítica obtida pelo emprego da calibração por SDA 

com dois padrões internos para determinação elementar em amostra de biodiesel por ICP OES. 

 

 
A análise da normalidade realizada através do teste de Shapiro-Wilk (Shapiro 

& Wilk, 1965), a 95 % de confiança, mostrou que os resíduos apresentam 

comportamento normal (p=0,6600), o que, segundo o Teorema Central de Limite, 

pode-se considerar esperado, uma vez que a média amostral de uma distribuição 

com número de alto grau de liberdade tende à normalidade, ou seja, mais estável 

será a variância dos dados. 
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4.3.2 
Multi-energy Calibration 

 
Nos métodos de calibração tradicionais, a concentração dos analitos é dada a 

partir da interpolação da curva analítica que é estabelecida entre uma relação direta 

da concentração do analito em função da resposta analítica do instrumento. 

Portanto, à medida que aumenta o número de pontos de calibração utilizados, o erro 

associado à estimativa da concentração da substância analisada diminui (Donati & 

Amais, 2019). A exceção da calibração por SDA, conforme previsto na norma 

ABNT 15553, cinco soluções de calibração são utilizadas para determinar os 

analitos no biodiesel por meio de regressão de mínimos quadrados. 

Empregando a calibração por MEC, as duas soluções analíticas são utilizadas 

para construção da curva analítica plotando as intensidades obtidas na solução de 

amostra + branco (S2) em função das intensidades obtidas para solução fortificada 

(S1), como mostra a Figura 13. Uma vantagem interessante relacionada à MEC é a 

detecção das linhas de emissão que apresentam interferências espectrais, 

identificando aquelas que se desviam do modelo linear, além de dispensar o 

emprego de um padrão interno (Higuera et al., 2019; Virgilio et al., 2017). 

Para isto, as linhas espectrais escolhidas para determinação de Ca, Mg, P, S e 

Si em amostras de biodiesel por ICP OES aplicando a calibração por MEC foram 

apresentadas na Tabela 1. Devido à indisponibilidade de sensibilidade relativa 

suficiente para determinação em níveis compatíveis com aqueles requeridos pelas 

normas técnicas de biodiesel, as determinações de Na e K foram inviáveis pelo 

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

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

 

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

concentração adequada de padrão a ser adicionado à solução S1, deve ser levado 

em consideração a variação entre 1,1 e 10 para a razão entre as intensidades do sinal 

proveniente da solução S2 e da solução S1, o que, por sua vez, levará a coeficientes 

angulares ideais das curvas de calibração entre 0,1 e 0,9, condição em que 

encontram-se melhores veracidade e precisão dos resultados para determinação 

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

Ainda de acordo com os autores, as proporções entre matriz e solução 

analítica (ou solução branco) - que neste trabalho obedeceram a razão 1:1 - podem 
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ser modificadas de acordo com a necessidade (como no caso de amostras com 

elevada concentração de sólidos dissolvidos, por exemplo), desde que a correção 

pelo volume seja empregada durante o cálculo da concentração dos analitos, como 

demonstrado na Equação 9, e a razão entre sinal das soluções analíticas esteja dentro 

da variação citada anteriormente, evitando condições limítrofes onde a 

concentração dos analitos presentes na fração correspondente à fortificação seja 

diferente a ponto de suprimir o sinal oriundo dos mesmos analitos presentes na 

amostra, o que dará origem a curvas de calibração com coeficientes angulares 

menores que 0,1 ou maiores que 0,9, levando ao aumento da incerteza de medição 

(Virgilio et al., 2020). Para os elementos que tiveram sua determinação realizada 

pelo emprego da calibração por MEC, os coeficientes angulares das curvas 

analíticas variaram entre 0,47 e 0,55, uma vez que a Ca
Am foi igual a Ca

Pad, como 

pode ser visto na Tabela 4, a seguir. 

 
Tabela 4 – Coeficientes angulares encontrados para determinação de Ca, Mg, P, 

Si e S em amostras de biodiesel, com razão 1:1 entre amostra e solução analítica 

(ou branco), por ICP OES aplicando a calibração 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 soluções analíticas, na calibração por 

MEC, assim como SDA, um erro sistemático durante o preparo de uma dessas 

poderá comprometer toda a análise, ainda assim, com base nos testes ANOVA e 

Breusch Pagan, ambos conduzidos com um nível de confiança de 95 %, a regressão 

de mínimos quadrados da curva analítica para MEC, representada pela Figura 13, 
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apresentou significância estatística e comportamento homocedástico (p=0,7602), 

com variâncias homogêneas, como apresentado na Figura 14 abaixo. A análise da 

normalidade realizada através do teste de Shapiro-Wilk, a 95 % de confiança, 

mostrou que os resíduos apresentam comportamento normal (p=0,7894). 

 
 

 
Figura 14 - Gráfico dos resíduos da curva analítica obtida pelo emprego da calibração por MEC 

para determinação elementar em amostra de biodiesel por ICP OES. 

 

 
Apesar de existirem fontes de erro associadas aos dois eixos da curva analítica 

por MEC, o emprego do método de regressão por mínimos quadrados mostrou-se 

adequado, uma vez que se assume que a magnitude destes erros se mantém 

constante durante toda aquisição do sinal analítico, como também observado por 

Donati & Amais (2019), que não observou diferenças significativas nas 

concentrações dos analitos em diferentes matrizes obtidas a partir do emprego da 

calibração multissinal em ICP-MS e MIP OES, estas concentrações foram 

calculadas através do método de regressão por mínimos quadrados ordinária e 

também pelo método de regressão ortogonal. 

 
4.4 
Comparação com métodos tradicionais de calibração 
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4.4.1 
Parâmetros de mérito 

 
Os resultados provenientes do emprego das calibrações por SDA com dois 

padrões internos e por MEC foram comparados com aqueles obtidos através da 

utilização de métodos tradicionais de calibração, i.e, calibração por SA e por IS. 

Essa comparação foi realizada para a determinação 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 detecção e quantificação dos métodos de 

calibração tradicionais, bem como aqueles obtidos pelos métodos de SDA com um 

e dois padrões internos, e MEC, foram apresentados na Tabela 5, a seguir. 

 
Tabela 5 – Limites de detecção (LD) e de quantificação (LQ), em mg kg-1, para a aplicação dos métodos 

de calibração SA, IS, SDA com um (1) e dois (2) padrões internos, e MEC (n = 10) na determinação 

elementar de Ca, K, Mg, Na, P, Si e S em amostras de biodiesel por ICP OES. 
 

Analito 
LD (mg kg-1) LQ (mg kg-1) 

SA IS SDA (1) SDA (2) MEC SA IS SDA (1) SDA (2) MEC 

Ca 0,19 0,10 0,13 0,05 0,07 0,61 0,34 0,42 0,17 0,23 

K 0,88 0,63 1,12 0,21 - 2,89 2,08 3,75 0,68 - 

Mg 0,05 0,05 0,02 0,07 0,01 0,16 0,16 0,08 0,22 0,03 

Na 0,71 0,32 0,53 0,43 - 2,34 1,07 1,76 1,44 - 

P 0,30 0,10 0,18 0,19 0,29 1,00 0,30 0,61 0,62 0,98 

Si 0,11 0,01 0,11 0,06 0,04 0,37 0,04 0,38 0,20 0,12 

S 0,84 0,78 0,50 0,06 0,11 2,76 2,57 1,68 0,19 0,35 

SDA (1) – método de SDA com um padrão interno; SDA (2) – método de SDA com dois padrões 

internos 

 
Os resultados apresentados indicam que os limites alcançados, tanto pelos 

métodos SDA com um ou dois padrões internos, quanto pelo MEC, foram 

comparáveis aos obtidos pelos métodos de calibração tradicionais para a maioria 

dos analitos. Essa comparação foi realizada por meio do teste t pareado de Student, 

com um nível de confiança de 95 %. Estes limites atendem satisfatoriamente 

àqueles requeridos pelas normas técnicas (1 mg kg-1), mesmo assim, os limites de 

quantificação obtidos para K e S por SDA com dois padrões 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 próprio SDA com um padrão 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 padrão 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 padrões internos demonstrou maior eficácia em relação ao método 

SDA com um padrão interno em equilibrar a aquisição do sinal analítico durante a 

mistura das soluções analíticas S1 e S2, além do emprego de todos os pontos de 

calibração obtidos na região de SDA, resultando em medições mais precisas, o que, 

por sua vez, impacta diretamente no desvio-padrão e, consequentemente, resulta em 

menores limites de detecção e quantificação. 

Por outro lado, os resultados encontrados por Sloop et al. (2019) mostraram 

que os limites de detecção e quantificação obtidos para SDA e SA foram maiores 

que aqueles obtidos por EC e IS, na determinação elementar de Cd, Co, Cr, Cu, Pb 

e Zn por ICP OES. A este fato, os autores atribuem maiores erros associados aos 

desvios-padrões dos coeficientes de regressão das respectivas curvas de calibração, 

além da diferença no tempo de integração do sinal analítico (5 s para EC e IS contra 

1 s para SDA). Porém, cabe ressaltar que cada medida por SDA representa uma 

curva analítica, o que pode contribuir com uma fonte de erro não observada pela 

calibração por EC e IS, e que não houve avaliação estatística apresentada pelos 

autores. 

No que tange ao emprego da calibração por MEC, destacam-se os limites de 

detecção e quantificação obtidos para Mg e S que foram de 5 a 8 vezes menores que 

os limites obtidos por SA e IS. Embora não haja trabalhos na literatura comparando 

os limites obtidos por MEC com aqueles obtidos por SA e IS, ou seja, métodos de 

calibração recomendados para determinação 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 determinação elementar de Cr por 

MIP OES e Cu por ICP OES em diferentes materiais certificados de referência, 

embora os autores tenham calculado os limites de detecção e quantificação a partir 

do método de propagação do erro, apresentado nas Equações 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 calibração multissinal em 
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diferentes técnicas espectrométricas (Babos et al., 2018; Machado et al., 2018). 

Contudo, mesmo que não haja estudos da literatura que apliquem a calibração por 

MEC para a determinação elementar de Na, K, Ca, Mg, P, Si e S em amostras de 

biodiesel diluídas 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 os cálculos para obtenção dos limites de detecção e 

quantificação por SDA e MEC, embora ambos empreguem abordagens diferentes 

para tal, é importante manter em mente que os limites obtidos durante a análise 

devem ser estimativas mais próximas da realidade da natureza da amostra. Os 

trabalhos que envolvem a calibração por SDA levam em consideração somente o 

desvio-padrão da solução branco que, embora seja submetida ao mesmo 

procedimento de preparo e quantificação das amostras, pode não ser uma 

representação fidedigna dos efeitos a serem observados, uma vez que não há 

disponibilidade de uma amostra de biodiesel que atenda aos requisitos para ser 

empregada como solução branco. Logo, o emprego da solução de óleo 

mineral:xileno 10 % (m/m) é o mais próximo da realidade, uma vez que esta 

solução também é considerada como solução branco pelas normas técnicas. 

Já na calibração por MEC, esta abordagem não é apropriada, pois leva em 

consideração apenas os erros associados à medição na solução branco, enquanto os 

erros associados às estimativas dos coeficientes de regressão obtidos para cada 

réplica também devem ser considerados, portanto, como já abordado por Virgilio 

et al. (2020), embora haja a mesma deficiência na obtenção de uma solução branco 

mais próxima da amostra de biodiesel, o cálculo por propagação de erro mostra-se 

como mais adequado para este fim. 

A veracidade, avaliada através do teste de recuperação, e a precisão, 

representada pelo desvio padrão relativo (RSD) dos resultados, referentes à 

determinação de Na, K, Ca, Mg, P, Si e S, para cada um dos métodos de calibração 

investigados neste estudo foram dispostos na Tabela 6. 
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Tabela 6 – Valores de recuperação, em %, do teste de adição, e precisão (entre parênteses), expressa como RSD, em % (n = 3), obtidos para determinação elementar de Ca, K, Mg, Na, P, S e Si em 

nove amostras de biodiesel, diluídas em xileno, por ICP OES, aplicando os métodos de calibração SA, IS, SDA com dois padrões internos e MEC. 
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Como apresentado na Tabela 6, os resultados para os testes de recuperação 

nas amostras de biodiesel apresentaram valores de recuperação de 98 ± 7 % por SA, 

95 ± 4 % por IS, 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 padrões internos, quanto para MEC, não apresentaram diferenças 

estatisticamente significativas em relação aos outros métodos de calibração 

tradicionais, conforme indicado pela ANOVA com um nível de confiança de 95 %. 

Além disso, aplicando a mesma avaliação estatística, não houve diferença 

estatisticamente significativa para a comparação entre os métodos de SDA e MEC 

para Ca, Mg, P, Si e S. Estes resultados também podem ser observados através do 

gráfico de boxplot apresentado na Figura 15. 

Em outro ponto a ser observado, os resultados de recuperação encontrados 

para a determinação de S utilizando o método de calibração por IS foram 

sistematicamente inferiores a 100 % ao longo de toda a análise. Além das limitações 

inerentes do método IS para superar os impactos dos efeitos de matriz (Donati & 

Amais, 2019), a carga de solvente intensifica a degradação da robustez do plasma, 

exigindo recalibrações periódicas para reavaliar a sensibilidade da curva analítica, 

logo, as calibrações por MEC e SDA tornam-se estratégias interessantes, visto que 

as calibrações são recorrentes e unitárias para cada amostra. 

Em termos de aplicação da SDA para determinação elementar em matrizes 

orgânicas, resultados similares foram obtidos por García et al. (2020), que 

empregaram a SDA com um padrão interno para determinação de Cd, Cr, Cu, Fe, 

Mn, Ni e Pb em amostras de óleo lubrificante por ICP OES. Os resultados 

apresentados apontaram que não houve diferença estatisticamente significativa 

entre a SDA e a calibração por SA, assim como os resultados apresentados na 

Tabela 6. Até onde temos conhecimento, este é o único estudo na literatura que 

emprega a SDA com dois padrões internos como estratégia de calibração para a 

determinação multielementar em amostras oleosas diluídas em solventes orgânicos 

apolares por ICP OES. 
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Figura 15 – Gráfico de diagrama de blocos da distribuição dos resultados dos testes de 

recuperação, em %, obtidos para determinação 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 diluídas em xileno por ICP OES (* - 

valores extremos fora do intervalo interquartil; ○ - outliers). 
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Para os resultados obtidos pela calibração por MEC, foram encontrados 

valores de desvio-padrão relativo (RSD) maiores que 10 % pelo menos uma vez 

para todos os analitos, o que supera o limite para precisão dos resultados 

estabelecido pelas normas brasileiras. Este resultado pode ser atribuído à variação 

dos coeficientes angulares obtidos entre as réplicas das amostras, o que, por sua 

vez, pode estar intimamente ligado às flutuações da aquisição do sinal analítico, que 

poderiam ser superadas a partir do emprego de um padrão interno. Portanto, além 

da aplicação limitada para todos os analitos, a SDA com dois padrões internos 

torna-se preferível para a determinação de elementos na matriz de biodiesel, não 

apenas devido à integração dos fundamentos da calibração por SA e IS, bem como 

à manipulação reduzida da amostra, mas também devido à aquisição do sinal 

analítico que permite compensar as flutuações nas condições do plasma, embora a 

aplicação do MEC seja mais simples. 

A fim de avaliar a confiabilidade e veracidade dos resultados obtidos para 

métodos de SDA e MEC para determinação em matrizes oleosas, o material padrão 

de referência (SRM) NIST 1084a (Wear-Metals in Lubricant Oil) e uma amostra 

de biodiesel diluída 2,5 vezes em xileno foram analisadas seguindo o procedimento 

descrito na seção experimental. Os resultados encontrados estão apresentados na 

Tabela 7. 

 
Tabela 7 – Valores obtidos para determinação de Ca, K, Na, Mg, P, Si e S em material-padrão de referência 

NIST 1084a (Wear-Metals in Lubricating Oil) e amostra de biodiesel diluída 2,5 vezes em xileno, por ICP 

OES empregando métodos de calibração de SDA com dois padrões internos e MEC. 
 

 

 
Analito 

NIST 1084a (Wear-Metals in 

Lubricating Oil) 
Amostra de biodiesel 

(mg kg
-1

) Certificado/ Valor 
SDA MEC 

 

SDA MEC 
 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

N/I: Valor certificado não informado 

 Informado   teórico  

Ca N/I < LQ < LQ 4,35 ± 0,02 4,59 ± 0,03 4,76 ± 0,05 

K N/I < LQ - 4,35 ± 0,02 4,13 ± 0,04 - 

Na N/I 3,86 ± 0,2 - 4,21 ± 0,02 4,42 ± 0,11 - 

Mg 99,5 ± 1,7 97,1 ± 1,1 105 ± 9,5 4,33 ± 0,02 4,15 ± 0,03 4,44 ± 0,21 

P N/I 1,23 ± 0,5 < LQ 4,36 ± 0,04 4,48 ± 0,05 4,65 ± 0,13 

Si 103 113 ± 1,0 97 ± 1,4 4,39 ± 0,04 4,47 ± 0,13 4,55 ± 0,11 

S 1700 1562 ± 156 1585 ± 65 4,34 ± 0,02 4,70 ± 0,10 4,03 ± 0,18 
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Os resultados obtidos para determinação elementar no SRM NIST1084a pela 

SDA com dois padrões internos mostraram recuperações, em termos percentuais, 

variando entre 93 e 110 %, enquanto para calibração por MEC, os resultados de 

recuperação variaram entre 92 e 105 %. Para o teste de recuperação em amostra de 

biodiesel diluída 2,5 vezes em xileno, os resultados de recuperação variaram entre 

95 e 108 % para determinação por SDA, e entre 93 e 109 % pela aplicação por 

MEC. O teste t de Student pareado a 95 % de confiança mostrou que não houve 

diferença estatisticamente significativa entre as médias encontradas para ambas 

soluções em cada método de calibração empregado. Os erros normalizados (En) 

foram calculados a partir da Equação 10. 

 

𝐸   =  
|𝑉lab −  𝑉ref|    

 

Equação 10 
n /2 2  2 

√𝑈lab + 𝑈ref 

 

 
Onde, Vlab e Ulab representam o valor e sua respectiva incerteza encontrada 

pela determinação em laboratório, e Vref e Uref representam o valor e sua incerteza 

de referência do material certificado. Devido à ausência de valores certificados para 

os demais analitos, somente o erro normalizado para Mg foi calculado. Com isso, 

ao avaliarmos o erro normalizado para determinação de Mg no SRM, encontrou-se 

valores menores que 1 para ambos os métodos de calibração, o que é considerado 

satisfatório. Logo, tanto a calibração por SDA, quanto por MEC, não só permitem 

compensar os efeitos de matriz do biodiesel, mas também de uma matriz oleosa, o 

que amplia a área de aplicação destes métodos de calibração à determinação 

elementar em amostras com matrizes mais complexas. O certificado de análise do 

NIST 1084a pode ser encontrado no Anexo II. 

 
4.4.2 
Estabilidade do sinal analítico 

 
Um ensaio de estabilidade do sinal analítico foi realizado a fim de avaliar as 

condições de cada método de calibração em replicar a resposta, ao longo do tempo, 

expressa em função da concentração dos analitos, para uma amostra de biodiesel, 

com o objetivo de averiguar a magnitude dos efeitos de matriz inerentes à 

introdução de orgânicos no ICP OES. Como mencionado anteriormente, 
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recalibrações constantes são necessárias para readequar os coeficientes de 

regressão, obtidos para a calibração por IS, àquela nova condição de excitação 

encontrada no plasma depois da introdução do solvente orgânico. Contudo, este 

efeito é superado com aplicação dos métodos de calibração por SA, SDA e MEC, 

visto que os efeitos de matriz são compensados de acordo com os fundamentos de 

cada estratégia de calibração. 

Para este fim, uma solução de biodiesel fortificada com 5 mg kg-1 foi 

analisada pelos métodos de calibração tradicionais, além da SDA com dois padrões 

internos e MEC. De acordo com os resultados mostrados na Figura 16, a seguir, foi 

observada uma redução de 23 % no sinal analítico do S para o método de calibração 

IS após 210 minutos (3,5 horas), o que contribuiu para esclarecer os resultados do 

teste de recuperação 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. 

 

 

Figura 16 – Teste de frequência analítica para determinação de S em amostra de biodiesel 

fortificada com 5 mg kg-1 por ICP OES aplicando os métodos de calibração 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 diminuição de 10 % dos respectivos sinais analíticos 

durante o mesmo período. Neste ponto, tornou-se evidente que o padrão interno não 

conseguiu compensar adequadamente a redução do sinal analítico devido aos 

efeitos da matriz, revelando assim uma limitação da calibração por IS, como 

discutido por Donati & Amais (2019) e Jones et al. (2020). A compensação da 

flutuação do sinal pelo padrão interno também se mostrou necessária na 

determinação Ca, Mg, P e Si por MEC, cujas recuperações variaram entre 91 e 

135 %, 86 e 128 %, 97 e 143 %, e entre 96 e 138 %, respectivamente. Isso ocorre 

porque a compensação dos efeitos de matriz não exclui a possibilidade da existência 

de flutuações da aquisição do sinal analítico inerentes à técnica e introdução de 

solvente orgânico, o que expõe uma limitação da calibração multissinal, apesar da 

sua simplicidade frente à SDA. 

Em contrapartida, a estabilidade do sinal analítico assegurada pelos métodos 

de calibração SA e SDA evidencia que a compensação dos efeitos da matriz 

desempenha um papel importante na determinação elementar em amostras de 

biodiesel por introdução direta. Contudo, o maior rendimento e menor manipulação 

da amostra pelo método SDA, além do emprego de dois padrões internos, o torna 

uma abordagem mais simples e rápida para compensar as limitações dos métodos 

de calibração IS e SA. 

Apesar da ressalva quanto aos resultados encontrados para calibração por 

MEC, o menor consumo de reagentes e geração de resíduos orgânicos, que 

necessitam de tratamento adequado, contribuem para um menor impacto 

econômico e ambiental, tal como também salientado por García et al. (2020). Como 

resultado, a determinação elementar numa amostra de biodiesel por SDA e por 

MEC consumiram de quatro a sete vezes menos volume de solvente orgânico 

quando comparado com aquele utilizado para a calibração por SA e IS, 

respetivamente. 
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5 
Conclusão 

 
 

 
Os biocombustíveis são vistos como uma alternativa promissora aos 

combustíveis fósseis devido às suas vantagens, como a redução das emissões de 

gases de efeito estufa e a diversificação da matriz energética. Na determinação da 

qualidade do produto final, a otimização dos parâmetros operacionais, bem como a 

melhor estratégia de calibração usada para a determinação elementar é crucial para 

garantir resultados precisos e exatos. 

Neste sentido, o planejamento experimental aplicado possibilitou o emprego 

de condições operacionais robustas para a determinação elementar simultânea de 

Ca, Mg, Na, K, P, S e Si em biodiesel por ICP OES. Além disto, os métodos de 

calibração por SDA com dois padrões e MEC apresentaram boa veracidade, com 

recuperações variando entre 101 ± 6 % por SDA e 108 ± 8 % por MEC, além de 

serem estatisticamente comparáveis com os métodos já bem estabelecidos na 

literatura, e fornecerem limites de detecção e quantificação que atendem, tanto às 

concentrações máximas estabelecidas na legislação brasileira, quanto àquelas 

estabelecidas pelas normas de referência. No entanto, a precisão encontrada com 

aplicação do MEC apresentou desvio-padrão relativo maior que 10 % na 

determinação de Ca e S, o que excede o limite previsto nas respectivas normas. 

Com isso, a calibração por SDA com dois padrões internos mostrou-se mais 

eficiente para determinação elementar por ICP OES neste tipo de matriz. Embora 

ambas estratégias compensem os efeitos de matriz ao aplicarem a mesma proporção 

de amostra nas duas soluções analíticas empregadas, a limitação do instrumento em 

acessar outras linhas espectrais com sensibilidade relativa adequada nas 

concentração a serem determinadas, bem como as diferenças entre as sensibilidades 

de cada linha espectral, podem ajudar a elucidar as flutuações da aquisição do sinal 

analítico pela calibração por MEC, o que resulta nos maiores desvios encontrados 

frente àqueles obtidos pela SDA com dois padrões, mesmo que este seja mais 

simples do ponto de vista operacional. Além disto, a sua estabilidade do sinal 

analítico a longo prazo, menor consumo de reagentes e redução de resíduos são 
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aspectos particularmente relevantes, compensando os impactos econômicos e 

ambientais. 

A confiabilidade dos métodos de calibração apresentados, comprovada pelos 

testes de recuperação em amostras de biodiesel em diferentes coeficientes de 

diluição e pela determinação elementar no material padrão de referência NIST 

1084a (Wear-metals in Lubricating Oil), permitem o emprego dos métodos 

desenvolvidos para a determinação elementar em diferentes matrizes oleosas por 

técnicas espectrométricas que poderão ser exploradas no futuro, uma vez que 

representa ganho de tempo e de materiais consumidos, bem como a compensação 

dos efeitos de matriz durante a análise. 
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Anexo I 

 
 

 
Especificação do biodiesel (adaptada de ANP, 2023b) 

 

Característica Unidade Limite 
  Método 

 
 
 

Massa específica a 20 °C kg/m³ 850 a 900 

Viscosidade cinemática a 40 °C mm²/s 3,0 a 5,0 10441 
445

 
7042 

3104 

Teor de água, máx. mg/kg 200,0 (2) - 6304 12937 

Teste de filtração por imersão a frio - 

(TFIF), máx. 

Ponto de fulgor, mín. (3) 

Teor de éster, mín. 

Cinzas sulfatadas, máx. 

Enxofre total, máx. mg/kg 10 15867 5453 
20846

 

Corrosividade ao cobre, 3h a 50 °C, 

 

 

 

- 1 14359 130 2160 
  máx. (4)  

 ABNT NBR ASTM D EN/ISO 

Aspecto - (1) - - - 

 

s anotar - 7501  

°C 100,0 14598 93 3679 

% massa 96,5 15764 - 14103 

% massa 0,020 6294 874 3987 

 
 20884 

Sódio + Potássio, máx. mg/kg 2,5 15553 - 14538 

Cálcio + Magnésio, máx. mg/kg 2,5 15553 - 14538 
Fósforo, máx. mg/kg 3,0 15553 - 16294 

 

7148 1298 3675 
14065 4052 12185 
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613 5165 

Número de cetano (4) - anotar - 
6890

 15195 

7668 16715 
8183 17155 

Ponto de entupimento de filtro a frio 
°C (6) 14747 6371 116 

 

 

 

 

 

 

 
 

Estabilidade à oxidação a 110 °C, mín. 

(9) 

 

 

 

 

 
h 13 - - 

14112
 

15751 
 

Notas: (1) Homogêneo, límpido e isento de impurezas, com anotação da temperatura de ensaio. 

(2) Será admitida variação do resultado da característica teor de água em relação ao limite especificado de 50 mg/kg para o produtor de biodiesel. 

(3) Quando a análise de ponto de fulgor resultar em valor superior a 130 °C, fica dispensada a análise de teor de metanol ou etanol. 

(4) As características cinzas sulfatadas, corrosividade ao cobre e número 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 referência. 

(6) Limites a serem atendidos dependem da região/UF de destino do produto adquirido. Para região sudeste, por exemplo, a temperatura do ponto 

de entupimento pode variar entre 5 a 16 °C, a depender do mês e, consequentemente, da temperatura média da região. 

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

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

(9) Limite não aplicável na distribuição. 

(PEFF), máx.  

Índice de acidez, máx. mg KOH/g 0,50 14448 664 14104 

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

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

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

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

Triacilglicerol, máx. (7) % massa 0,20 15908 6584 14105 

Contaminação total, máx. mg/kg 24 15995 - 12662 (8) 
Metanol e/ou Etanol, máx. (3) % massa 0,20 15343 - 14110 
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