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RESUMO

Lourenco, Emilene C. Desenvolvimento de método empregando microextracao
liguido-liquido dispersiva em fase reversa para determinacéo de Na, K, Ca e Mg
em biodiesel. 2016. 71 folhas. Dissertacdo (Mestrado em Tecnologias Ambientais) —
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Medianeira, 2016.

Neste trabalho foi desenvolvido um método empregando a técnica de microextracdo
liquido-liquido dispersiva em fase reversa (RP-DLLME) como preparo de amostra,
para extracdo e pré-concentracdo de Na, K, Ca e Mg em amostras de biodiesel. A
determinacdo dos analitos foi feita por espectrometria de absorcdo atémica com
chama (F AAS), operando no modo emissao para Na e K e absorcao para Ca e Mg.
Para executar a etapa de extracao/pré-concentracdo dos analitos empregou-se uma
mistura de dois solventes, um dispersor e um extrator, que foi adicionada em cada
amostra em volumes e concentracdes adequados. A extracdo dos analitos ocorreu
apos adicdo da mistura de dispersor-extrator e a fase sedimentada formou-se
mediante centrifugacdo. Foram avaliados alguns parametros sobre a eficiéncia da
extragdo como: massa de amostra (3, 5, 10 e 20 g), tipos de solvente dispersor e
proporcao (isopropanol, 60, 65, 70, 75, 80, 85% (v/v)), concentracdo da solugéo
extratora (HNO3 0,5; 1; 1,5 e 2 mol L™ (v/v)), volume da fase extratora (0,5; 1,0 ; 1,5
e 2 mL), tempo de centrifugacao (5, 10 e 15 min) e temperatura (45, 55, 65 e 75 °C).
Para todos os parametros avaliados e ajustados, foi feita a adicdo dos analitos (1,0
Hg) nas amostras com dois padrées multielementares de biodiesel (2,5 e 20 pg g™
de Na, K, Ca e Mg), sendo os resultados expressos como recuperacéo (%). Para a
determinacao dos analitos por F AAS, foi feita calibracdo externa com solucfes de
referéncia aquosas. As curvas de calibracdo para Na, K, Ca e Mg foram lineares
entre 0,1 e 2,0 mg L™ Os limites de quantificacdo para Na, K, Ca e Mg para este
método foram 0,04; 0,02; 0,05 e 0,08 mg kg™, respectivamente. A exatiddo foi
avaliada por meio de ensaios de recuperacdo e o0s valores obtidos entre 94 e 108%
com RSD inferior a 5% para todos os analitos. O método foi aplicado a cinco
amostras diferentes de biodiesel produzidos a partir de diferentes matérias-primas.
O método desenvolvido foi considerado viavel para a determinacdo de Na, K, Ca e
Mg em biodiesel, atendendo os requisitos da Legislacdo Brasileira, que determina
limites maximos de 5 mg k™ para a soma de Na e K e o mesmo limite para a soma
de Ca e Mg. Como principais aspectos que caracterizam o método, destaca-se a
simplicidade de operagdo, o baixo custo, baixo consumo de reagentes de acordo
com os principios da Quimica Verde, uso de equipamentos de facil operacéo, alta
frequéncia analitica, aléem de baixos limites de quantificacdo para determinacdo dos
analitos por F AAS.

Palavras-chaves: RP-DLLME. Metais. Biodiesel. Espectrometria atbmica.



ABSTRACT

Lourenco, Emilene C. Developed a method for employing a reversed-phase
dispersive liquid-liquid microextraction for determination of Na, K, Ca and Mg
biodiesel. 2016. 71 folhas. Dissertacdo (Mestrado em Tecnologias Ambientais) —
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Medianeira, 2016.

This research developed a method for employing reversed-phase dispersive liquid-
liquid microextraction (RP-DLLME) as sample preparation for the extraction and pre-
concentration of Na, K, Ca and Mg in biodiesel samples. The determination of
analytes were executed through flame atomic absorption spectrometry (F AAS),
operating in emission mode for Na and K and absorption mode for Ca and Mg. The
extraction/pre-concentration step of the analytes was performed using a mixture of
two solutions, a dispersing and an extractor, which were added to each sample in
appropriate volumes and concentrations. The extraction of analytes occurred after
the addition of the dispersing-extractor settled-phase mixture formed via
centrifugation. Some parameters were evaluated on the extraction efficiency, such
as: sample mass (3, 5, 10 and 20 g), different kinds of dispersant solvent and
proportion (isopropanol, 60, 65, 70, 75, 80, 85% (v/v)), concentration of the extraction
solution (HNOs 0,5; 1;1,5 and 2 mol L™ (v/v)), the volume of extraction phase (0.5;
1.0; 1.5 and 2.0 mL), centrifugation time (5, 10 and 15 min) and temperature (45, 55,
65 and 75 °C). All the studied and adjusted parameters were made by analytes
addition (1.0 pg) on the samples with two biodiesel multielemental standards (2.5 and
20 pg g Na, K, Ca and Mg) whose results were expressed in recovery percentage
(%). Due to the determination of analytes by F AAS, an external calibration was
performed with aqueous reference solution. The calibration curves for Na, K, Ca and
Mg were linear between 0.1 and 2.0 mg L™. The quantification limits of Na, K, Ca and
Mg for this method were respectively: 0.04; 0.02; 0.05 and 0.08 mg kg™. The
accuracy of the proposed method was assessed by recovery experiments and the
values obtained were between 94% and 108% with RSD less than 5% for all
analytes. The developed method was then applied to five different samples of
biodiesel produced from different raw materials. Hence, the developed method was
considered viable for the determination of Na, K, Ca and Mg in biodiesel, in
accordance with the requirements of Brazilian regulation, which sets maximum limits
of 5 mg k™ for adding Na and K and the same limit for adding Ca and Mg. The main
aspects that characterize this method are its simplicity in operation, low cost, low
consumption of reagents according to the principles of green chemistry, easy
operation equipment use, high analytical frequency, and low limits of quantification
for the determination of analytes for F AAS.

Keywords: RP-DLLME. Metals. Biodiesel. Atomic spectrometry.
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1INTRODUGCAO

Nas Ultimas décadas a escassez dos recursos energéticos fosseis
convencionais tem se tornado cada vez mais evidente e os impactos ambientais
causados pelo seu uso tém se agravado. Assim, 0 uso de biocombustiveis vem
ganhando destaque no cenario mundial por serem consideradas alternativas viaveis
na reducdo dos impactos ambientais gerados pelas mais distintas atividades. O
biodiesel apresenta algumas vantagens em relagdo aos combustiveis fésseis, como
podendo ser obtido de 6leos vegetais e/ou gorduras animais, ser biodegradavel,
reduzir as principais emissdes atmosféricas presentes nos gases de combustéo.
Quando o biodiesel é misturado ao 6leo diesel, pode reduzir a emissao de poluentes
devido ao maior teor oxigénio, que contribui para combustdo dos hidrocarbonetos
recalcitrantes presentes no diesel (FONTANA, 2011). Além disso, o biodiesel possui
alto ponto de fulgor e excelente lubricidade, as quais sao caracteristicas importantes
para o bom desempenho do mesmo em motores a combustdo (KNOTHE et al.,
2006).

Outra grande conveniéncia para a producao de biodiesel é a versatilidade
quanto as possiveis matérias-primas, sua obtencdo pode ser a partir do 6leo de
diversas espécies vegetais, tais como soja, girassol, milho, canola, dendé, coco,
pinhdo manso, cartamo, crambe e mamona. Gorduras animais também sao usadas
amplamente utilizadas, como sebo bovino ou suino, além de Oleo residual de
cozinha. Além disso, estudos reportam o emprego de algas como potenciais
produtoras de 6leos para obtencéo de biodiesel (SONG, et al., 2015; TRIVEDI et al.,
2015; KORDULIS et al., 2015).

No Brasil, o uso de biodiesel foi regulamentado em 2005, através da Lei
Federal n°® 11.097, onde biodiesel & definido como: “Biocombustivel derivado de
biomassa renovavel para uso em motores a combustdo interna com ignicdo por
compressédo ou, conforme regulamento, para geracdo de outro tipo de energia, que
possa substituir parcial ou totalmente combustiveis de origem féssil” (BRASIL, 2005).

Para garantir a qualidade do biodiesel € necessario estabelecer limites
maximos para cada contaminante, que possa ser prejudicial ao meio ambiente,

garantindo um menor impacto das emissfes devido a sua queima. Além disso, que
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garanta o desempenho, integridade do motor, seguranca no transporte e manuseio
do biodiesel (LOBO et al., 2009).

Cabe a Agéncia Nacional do Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP)
regulamentar e especificar a qualidade do biodiesel. A Resolucdo ANP n° 14
estabelece a especificacdo (contida no regulamento técnico ANP n° 4/2012), quanto
ao controle da qualidade a ser atendida pelos agentes que produzem e
comercializam o produto em todo o territorio nacional (ANP, 2012).

A presenca de metais em biodiesel deve ser constantemente monitorada,
uma vez que substancias oriundas dos processos de producdo podem estar
presentes no produto final. A presenca de metais como Na, K, Ca e Mg em
concentracdo superior a permitida, 5 mg/ kg™ para Na+K e 5 mg/K para Ca+ Mg kg™,
podem acarretar em danos aos motores (KNOTHE 2006; ANSARI et al., 2009).

No Brasil, a ABNT dispde de métodos para determinacao de Na, K, Ca e Mg
em biodiesel estabelecendo limites maximos para a presenca desses elementos.
Nesse método, uma aliquota da amostra é diluida em xileno e os metais séo
determinados diretamente por espectrometria de absor¢do atdbmica com chama.

Essa metodologia por sua vez, possui desvantagens como: curva de
calibragdo com alto custo com reagentes, consumo elevado de reagentes e tem por
principio a diluigdo da amostra que acaba por diminuir a concentragdo dos analitos.
Para casos de analitos em baixas concentracdes (abaixo ou préximo ao LD), podem
ndo ser detectados devido aos altos limites de deteccdo (LD) e limite de
quantificacdo (LQ) do método. Pelas limitacbes apresentadas, é indispensavel o
desenvolvimento de métodos que utilizem baixos volumes de reagentes, fornegcam
LD’s e LQ’s adequados e possam pré-concentrar os analitos para uma quantificacédo
satisfatoria devido a baixa concentragcdo dos mesmos na amostra.

O preparo de amostras é considerado como parte principal de um método
para que as amostras possam ser introduzidas aos equipamentos diminuindo as
interferéncias que podem ser causadas pela matriz. Além disso, deve-se levar em
consideracdo caracteristicas como: exatiddo, precisdo e limites de deteccdo e
quantificacdo do método.

Para a determinacédo de Na, K, Ca e Mg, além dos métodos de preparo de
amostra convencionais como a diluicdo em xileno, métodos alternativos podem ser
empregados, dentre as quais destacam-se 0s que utilizam da microextracao.

Diversos métodos de extracdo de metais foram desenvolvidos recentemente para
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diferentes amostras (EL-SHAHAWI e AL-SAIDI, 2013). O uso da microextracao
liguido-liquido dispersiva de fase reversa, foi descrito por Lopez-Garcia, et al. (2014)
para extracdo direta de metais em amostras de 6leo comestivel.

A RP-DLLME é um método de extracdo onde a amostra organica é
submetida a injecdo rapida de uma mistura adequada de solventes dispersor e
extrator (fase aquosa) promovendo a extragdo e pré-concentracdo dos analitos. O
uso de solventes € minimo e a fase aquosa sedimentada apos centrifugacdo pode
ser analisada diretamente em HPLC, ICP OES e FAAS (DAIRI et al., 2015; LIU et al.,
2013; GODOY-CABALLERO et al., 2013)

Com o emprego desse método é possivel reduzir erros resultantes dos
procedimentos analiticos com muitos estagios, diminuir impactos sobre o meio
ambiente e riscos ao operador. A reducdo do uso de solventes organicos €
expressiva e pode ser traduzida no volume utlizado, e consequentemente no
tratamento de residuos. Assim, o desenvolvimento de métodos que empreguem a
microextracdo esta de acordo com os principios da Quimica Verde referentes a
geracdo de residuos e uso de reagentes com menor toxidade (FARIAS e FAVARO,
2011; SPIETELUN et al., 2014).

A determinagéo e quantificagao de Na, K, Ca e Mg em amostras de biodiesel
é indispenséavel uma vez que a ANP n°® 14/2012 estabelece limites maximos para 0s
mesmos. Este estudo propde o desenvolvimento de um método para a determinacao
de Na, K, Ca e Mg em biodiesel empregando RP-DLLME e posterior determinacéo
por F AAS.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 BIODIESEL

Dentre as fontes de energias renovaveis, os 6leos vegetais apresentam
grande potencial energético. Antigamente, os 6leos eram usados como combustivel,
mas ao longo do tempo seu uso foi considerado inviavel devido a problemas
gerados principalmente nos motores a combustdo (DEMIRBAS, 2007). Nos anos 70,
surgiram as primeiras propostas para a transesterificacdo de 6leos vegetais, cujo
objetivo era melhorar as caracteristicas desse combustivel (RAMOS et al., 2011).

O biodiesel vem substituindo parcialmente os combustiveis fésseis e estudos
recentes buscam avaliar seu potencial de producdo com preocupacdo voltada a
eminéncia de uma possivel escassez de combustiveis fésseis. Nos EUA e na
Europa usa-se para a producdo de biodiesel o 6leo de soja e de colza, j& em paises

como a india é preferencialmente utilizado o pinhdo manso (SARIN et al., 2009).

2.1.1 Producéo e consumo do Biodiesel no Brasil

A escolha pela matéria-prima frequentemente depende de decisdes
politicas. O sebo bovino apresenta-se como menor custo dentre as opcoes, por ser
um subproduto da agroinddstria e por ter menor demanda no mercado (KNOTHE et
al., 2006).

Quando a matéria prima para a fabricacdo de biodiesel for considerada
residuo de qualquer outra atividade, como € o caso do sebo bovino, confere a esse
produto final maior importancia em aspectos ambientais. O mercado consolidado
para sebo é a fabricacdo de sabdes e o excedente deve ser incinerado ou destinado
a aterro sanitario. A integracéo do uso de residuos de matadouros com producédo de
biodiesel vem minimizar impactos ambientais (CUNHA et al., 2009).

O relatério da ANP referente ao més de dezembro de 2015 cita o
funcionamento de 53 industrias produtoras de biodiesel no Brasil com producéo de
324.661 m°. Os dados referentes as matérias-primas utilizadas em todo territ6rio

nacional estdo na Tabela 1.
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Tabela 1. Matérias-primas usadas na producdo de biodiesel no Brasil, relatério mensal (ANP 2015).
3

Matérias-primas Producéo total (%) m
Oleo de soja 68,97 223.918,69
Gordura bovina 24,7 80.191,27
Oleo caroco de algoddo 4,15 13.473,43
Gordura de porco 0,71 2.305,09
Oleo residual de fritura 0,44 1.428,51
Gordura de frango 0,05 162,3305
Outros materiais graxos 0,98 3.181,68
TOTAL 324.661

Fonte: Relatério mensal da ANP, dezembro de 2015.

Conforme a Medida Provisoria n° 647 de 28 de Maio de 2014, ficaram
estabelecidos percentuais obrigatérios de adicdo de biodiesel no Oleo diesel de
petréleo. Ficou estipulado a adicdo de 6% de biodiesel a partir de 1° de julho de
2014 e 7% a partir de novembro de 2014. Medida essa que alavancou a producao
do biodiesel, sendo que em 2012 o Brasil foi considerado o segundo maior produtor
de biodiesel do mundo (APROBIO, 2012).

2.1.2 Processo de Producédo de Biodiesel

Entre o0s processos de obtencdo de Dbiodiesel destaca-se a
transesterificacdo, que quando comparado a outros processos, € evidenciada a
viabilidade pela qualidade e custo obtido. Atualmente, a transesterificacdo se
consolidou como método universal na producdo de biodiesel (DEMIRBAS, 2002;
SALVI e PANWAR, 2012; OH et al., 2012).

O biodiesel que € obtido por transesterificacdo pela rea¢do organica de um
éster com um Aalcool, é transformado através da troca dos grupos alcoxidos. O
processo ocorre pela mistura de um 6leo que pode ser de origem animal ou vegetal
com um mono-alcool, etanol ou metanol atuando com o uso de um catalisador. Uma
mistura de glicerol e ésteres alquilicos é formada conforme a reacdo mostrada na
Figura 1. A retirada do glicerol do biodiesel demanda longo periodo de repouso para
gue ocorra a separacao das fases (KNOTHE et al., 2006; DEMIRBAS, 2005)

A reacao de transesterificacdo com a adicao de catalisador que pode ser
homogéneo, heterogéneo ou enzimatico (TARIQ et al., 2012; DEMIRBAS, 2005). A
rota metilica em meio alcalino homogéneo € o processo mais usado para a obtencao
de biodiesel e entre os catalisadores mais utilizados sdo o hidroxido de sodio ou
hidroxido de potassio (KNOTHE et al., 2006; RAMOS et al., 2011).


http://www.jusbrasil.com.br/legislacao/121263098/medida-provisoria-n-647-de-28-de-maio-de-2014#art-1
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O catalisador para essa reagdo de transesterificacdo pode ser um acido ou
uma base. A reacdo utilizando a base é mais vantajosa, pois pode ser feita a
temperatura ambiente. Enquanto a acida necessita de altas temperaturas
(DEMIRBAS, 2007; SALVI e PANWAR, 2012).

A transesterificacdo é, geralmente, feita com metanol, por ser um alcool
considerado de baixo custo, tem maior reatividade e as dificuldades tecnolbgicas
encontradas no processo de producdo sdo menores (QUADROS et al.,, 2011). Na
Figura 1 esta mostrada a reacao de transesterificacdo. Os 0leos vegetais brutos séo
mais usados na producdo de biodiesel, mas outros materiais como sebo animal e
Oleos vegetais pés consumo em frituras vém sendo utilizados na producdo

(FONTANA, 2011).

0 0
R
o, o o
0 |
—Q R, 3R-O0H OH + 0
i o A
./J'L\R R ™0 R
L O 3 — OH
Triglicirideo Alcool Glicerol Mistura de esteres
de Biodisel

Figura 1. Transesterificacdo de um triglicerideo, processo para obtencéo de biodiesel.
Fonte: Adaptada de RINALDI et al. (2007).

2.1.3 Principais Contaminantes em Biodiesel e nas Matérias-primas

Os metais presentes nos biodiesel tém origens diversas, podendo ser
absorvidos pela planta a partir do solo, ou pelo uso de fertilizantes. A contaminacgéo
também pode ocorrer durante o processo de esmagamento dos graos para obtencéo
do Oleo, durante o processo de refinamento, pelo contato com equipamentos,
armazenamento e transporte (KNOTHE, 2006). A contaminacdo de metais
geralmente ocorre em baixas concentracbes, mas suficientes para causar efeitos
indesejaveis a qualidade do biodiesel. Sodio e potassio estdo associados a
formacado de cinzas no motor e o calcio e potassio sédo responsaveis pela formagéo

de sabbes que podem formar depositos em pecas do motor, principalmente na
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bomba de injecdo. A presenca desses metais em biodiesel esta relacionada com
outros parametros de qualidade do biodiesel como, residuos de carbono e teor de
cinzas sulfatadas (BOZBAS, 2008; ANSARI et al., 2009; PRANKL et al., 2004).

Contaminantes como calcio e magnésio, podem ter parte de sua origem
incorporada ao processo produtivo durante as lavagens para purificagdo a partir do
uso de aguas duras. Esses elementos podem ser encontrados em concentracdes
variaveis no biodiesel, de acordo com sua origem e processo de producéo.
Elementos como P, S, Na, K, Ca e Mg sao encontrados em amostras de biodiesel de
origens diferentes e estdo presentes em partes por milhdo (QUADROS et al., 2011).

Elementos como Na, K, Ca e Mg, também podem ser incorporados durante
0 processo produtivo do biodiesel. Na e K s&o incorporados ao processo na forma
de catalisadores para o processo de transesterificacdo. Podem estar presentes
como contaminantes no produto final e propiciar a formagcdo de sabdes insoluveis,
posteriormente causando depdsitos nos filtros dos veiculos (LISBOA et al., 2014;
IQBAL et al., 2010; QUADROS et al., 2011).

Com relacdo a legislacdo relacionada a qualidade de biocombustiveis, a
Unido Européia baseia-se na norma EN 14214 do European Committee for
Standardization e os Estados Unidos na ASTM D6751 da American Society for
Testing and Materials (ASTM). O Brasil tem normas distintas regidas pela resolucéo
ANP n° 14/2012.

Na Resolucédo n° 14 da ANP sédo estabelecidos limites para a quantidade de
alguns contaminantes e recomenda métodos analiticos especificos para
determinacdo dos mesmos em biodiesel. Apesar das normas em outros paises
serem diferentes, ha muitos pontos em comum (ANP, 2012). Elementos como Na, K
Ca e Mg tém limites maximos, previstos na legislacdo, e estdo apresentados na
Tabela 2.
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Tabela 2. Limites maximos para Na, K Ca e Mg em biodiesel. Método recomendado pela

resolucdo ANP n°14/2012, para determinacéo desses elementos.

Caracteristica Unidade Limite Norma recomendada
maximo
ABNT NBR  EN/ISSO
15553 * 14108 **
15554 ** 14109 **
Sédio + Potassio mg kg™ 5
15555 ** 14538 *
15556 **
o - a1 15553 * .
Célcio + Magnésio mg kg 5 15556 ** 14538

Fonte: Adaptado de ANP (2012).
. * Espectrometria de emisséo 6tica por plasma indutivamente acoplado.
** Espectrometria de absorgdo atdbmica com chama.

Na Europa e no Brasil as metodologias recomendadas para determinacéo de
Na, K, Ca e Mg empregam a determinacdo desses elementos por F AAS,
e Espectrometria de Emisséo Optica por Plasma Indutivamente Acoplado (ICP OES,
do Inglés, Inductively Coupled Plasma Optical Espectrometry), (ABNT NBR 15553 e
NBR 15556; EN 14108; EN 14109; EN 14538).

2.2 METODOS ANALITICOS RECOMENDADOS PELA ABNT PARA AMOSTRAS
DE BIODIESEL

Para determinacao de Na, K, Mg e Ca a norma brasileira ABNT NBR 15556,
utiliza como principio a determinacdo por F AAS. Cerca de 1,0 g de amostra sao
pesados em frascos de polipropileno de 15 mL, diluido para 10 mL de xileno e
homogeneizado. A curva de calibracéo é feita a partir de padrbes organometalicos,
com vaselina liquida em solucdo de xileno (ABNT NBR 15556, 2008). A diluicdo
direta em xileno pode causar interferéncias na chama durante a determinacao e
formacdo de depdsitos na tocha do ICP OES, devido ao alto teor de carbono
residual.

Para a determinacdo de metais em baixas concentragbes alguns
equipamentos sédo considerados adequados como: ICP OES, F AAS, ICP-MS (do
inglés, Inductively Coupled Plasma Mass Espectrometry), pois possuem boa

sensibilidade e seletividade, especificamente no ICP OES e ICP-MS. O processo de
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diluicdo direta pode acarretar em interferéncias de medigbes uma vez que a matriz
da amostra ainda estara presente e pode causar dificuldades, prejudicando a
repetitividade de volumes (REYES e CAMPOS, 2006). A forma mais comum de
evitar essas interferéncias € a decomposicdo da amostra por meio de digestdo via
Uumida. Entretanto o procedimento pode prejudicar o limite de deteccdo do método,
ocasionar perda dos analitos ou contamina¢des uma vez que a amostra sera diluida
(LLORENT-MARTINEZ et al., 2011; AMAIS et al., 2013)

Outras metodologias podem ser empregadas, como a pesquisa de Igbal et al.
(2010), que envolve digestao acida no preparo de amostra e determinacdo por ICP
OES para Na, K, Ca, Mg e outros metais em biodiesel. Amostras (0,25 — 0,50 Q)
foram submetidas a digestdo acida em sistema fechado com o uso de micro-ondas.
Os frascos de digestdo sdo confeccionados em Teflon® e s&o equipados com valvula
de alivio de pressdo excedente. Para a digestao, foram adicionados 9 mL de HNO3
e 1 mL de HCI, ambos de grau analitico para todas as amostras. Aplicando, 600 W
de poténcia até alcancar 175 °C, totalizando 10 min e resfriamento por 1 hora.
Depois de digeridas as amostras, foram aferidas a 50 mL e a determinagéo foi feita
por ICP OES. O RSD foi de 20% para amostras com baixa concentracdo dos
analitos, o que sugere que massas maiores tenham que ser utilizadas, a
metodologia se mostrou eficiente quando aplicada a ensaios de recuperacdo em
amostras com maior concentracdo dos analitos o desvio padréo ndo ultrapassou 5%.

Recentemente, foi proposto por Lisboa et al. (2014), a determinacdo dos
metais Ca, Cu, Fe, Mn, Mg, Na, K e Si por meio de formacdo de emulsdo das
amostras de biodiesel com o uso de &cido férmico e Triton X-100®. Os LDs (mg kg™)
foram 0,121; 0,008; 0,006; 0,001; 0,006; 0,071; 0,241 e 0,024 para Ca, Cu, Fe, Mn,
Mg, Na, K e Si, respectivamente. A exatiddo do método para o Ca, Mg, K e Na foi
avaliada por meio da andlise de um padrdo multielementar de biodiesel B100
(Conostan®) e as recuperaces variaram entre 91 a 107%. A determinacdo dos
elementos propostos foi feita por ICP OES.

Em estudo realizado por Raposo et al. (2015), duas metodologias para
determinacao de Na, K e Ca em amostras de biodiesel foram avaliadas. A Primeira
aplicando diluicéo direta em querosene e a segunda emulsificacdo usando solugao
aquosa de NHO3, n-butanol e Triton X-100®. O LQ para Na e K fora de 0,5 e 0,02 mg
kg®, respectivamente empregando ambos os métodos. Para Ca o método de

diluicdo direta apresentou LQ 0,2 mg kg™ e para emulsificacdo 1,0 mg kg™. As
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recuperagoes obtidas para Na foram entre 94 e 108%, K entre 95 e 99% e Ca entre
89 e 103%. As amostras diluidas diretamente em querosene apresentaram
instabilidade, observou-se a necessidade de que as fossem analisadas
imediatamente apds a diluicdo, enquanto o preparo por emulsificacdo apresentou
limites de quantificagéo elevados para Ca. Todos os elementos foram determinados
por espectrometria de emissédo atdbmica com chama (F AES, do inglés Flame Atomic
Emission Spectrometry).

Oliveira et al. (2012), viabilizaram em estudo a otimizacdo e validacdo que
dao suporte a norma ABNT NBR 15556 para determinagéo de Na, K, Mg e Ca por
espectrometria de absor¢do atbmica em chama com fonte de linhas (LS F AAS, do
inglés, Line Source Flame Atomic Absorption Spectrometry).O estudo também
comparou os resultados obtidos por LS F AAS e Espectrometria de Absorcéo
Atdmica de Alta Resolucdo com Fonte Continua (HR-CS F AAS, do inglés, High-
Resolution Continuum Source Flame Atomic Absorption Spectrometry) comprovando
a eficiéncia do método para ambos os equipamentos. A precisdo do método pode
ser avaliada com ensaio de recuperacdo, onde foram adicionados as amostras
padrao misto dos elementos e os resultados de recuperagdo encontrados foram
entre 91 e 107%.

Chaves et al. (2011), desenvolveram método para determinacédo de Ca, Cu,
Fe, K, Mg, Na, P, S por diluicdo direta para amostras de biodiesel e dleos vegetais
de diferentes procedéncias. A diluicdo com n-propanol, 10 e 20% (v/v) foi definida
como ideal para ambos os tipos de amostras. A deteccdo multielementar pode ser
feita em ICP OES. Para as amostras de biodiesel (0,20 g) a recuperacéo foi entre 87
a 116%, e para os 6leos vegetais (0,45 g) 95 e 106%. O RSD foi inferior a 5% e o LD
foi considerado baixo na casa de ug g™

Os métodos usuais para determinacdo de metais em biodiesel, como a
digestéo via umida e a diluicdo em xileno, apresentam desvantagens como: curva de
calibracdo com alto custo, grandes quantidades de solventes organicos e
equipamentos de custo elevado.

O uso de ICP OES é amplamente utilizado em analises de rotina por ser
uma técnica multielementar e seu uso também se estende a amostras complexas.
No entanto, a introducdo direta de amostras com carga organica pode causar

sobrecarga, extincdo do plasma, instabilidade do sinal e deposicdo de residuos de
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carbono na tocha, desencadeado o mau desempenho do instrumento (IQBAL et al.,
2010; GRINDLAY et al., 2006).

As técnicas citadas tém vantagens e desvantagens e, geralmente, sdo
complementares, uma vez que apresentam limites de quantificacdo distintos. O
grande desafio consiste principalmente em viabilizar a introducdo de amostras de
biodiesel nos equipamentos ICP OES, uma vez que amostras com alto teor organico
entram em contato direto com o plasma. O desenvolvimento de metodologias que
promovam tratamento de amostras organicas torna-se indispensavel (QUADROS et
al., 2011).

Apesar das técnicas existentes de preparo de amostras de biodiesel, diluicdo
direta, microemulséo e digestdo, Tranchida et al. (2015), ressaltam o crescimento do
uso de técnicas de preparo de amostras alternativas consideradas corretas
ambientalmente, como a extracdo assistida por micro-ondas (MAE, do Inglés,
Microwave-Assisted Extraction), microextracdo em fase sélida (SPME, do Inglés,
Solid Phase Microextraction) e a microextragdo liquido-liquido dispersiva (DLLME,
do Inglés, Dispersive Liquid-Liquid Microextraction).

2.3 MICROEXTRACAO LIQUIDO-LIQUIDO DISPERSIVA

Com a evolucédo das técnicas de espectrometria atbmica, a determinacao de
elementos em baixas concentracfes tornou-se viavel. Na maioria das vezes, as
amostras para a introducao nesses equipamentos devem estar na forma aquosa. A
etapa de preparo de amostras se torna indispensavel quando a amostra ndo se
encontra em solucdo aquosa e esse preparo demanda tempo, o qual pode durar
desde minutos até horas. O consenso é que as etapas de preparo de amostras sao
responsaveis pelo maior custo e possiveis fontes de erros na determinacao analitica
(KRUG, 2008).

O cenario atual na area de preparo de amostras prioriza a qualidade dos
resultados obtidos e desenvolvimento de técnicas que tenham foco em
miniaturizacdo e simplificacdo, o que resulta em menos gastos com reagentes e
economia de tempo (RIOS et al., 2009; DADFARNIA et al., 2010).

A extracdo liquido-liquido (LLE, do Inglés, Liquid-Liquid Extraction), é

frequentemente utilizada para preparo de amostras para extracdo de metais. No
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entanto, a LLE & morosa, envolve volumes grandes de solventes organicos e em
alguns casos o uso de solventes toxicos. Para contornar o problema, véarias outras
técnicas foram adotadas, como a extracdo em fase sélida (SPE do inglés, Solid-
phase Extraction) e a microextracdo em fase sélida (SPME, do Inglés, Solid-phase
Microextraction). Nesse sentido, a partir dessas técnicas amplamente utilizadas,
surgiu o uso da DLLME.

A DLLME é descrita na literatura com ampla aplicacdo em amostras
biologicas, alimentos e agua (REZAEE et al.,, 2010). O método é aplicado, a
amostras aquosas contendo os analitos, onde serdo adicionados um solvente
dispersor (um solvente organico miscivel com agua), e um solvente extrator (apolar,
imiscivel em agua e tipicamente mais denso que a agua). Uma vez que as duas
fases sao imisciveis, € funcdo do solvente dispersor promover a rapida interacéo
entre as fases, possibilitando ao solvente extrator permear sobre a amostra em
pequenas goticulas extraindo os analitos de maneira eficaz. A particdo do solvente
de extracdo em pequenas goticulas permite uma maior interacdo entre as fases
acelerando o processo de extracdo. A separacao é imediata sem a necessidade de
agitacdo mecéanica. Com o auxilio de um tubo cénico, a segunda etapa do
procedimento de extracdo ocorre mediante centrifugacdo, formando uma fase
organica sedimentada; que é entdo recolhida com auxilio de seringa ou pipeta para
posterior determinacdo dos analitos (REZAEE et al.,, 2006; REZAEE et al., 2010;
CALDAS et al., 2011). O procedimento para a DLLME esta mostrado na Figura 2.
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Amostra Injecdo do solvente Solucio turva Fase sedimentada Remocio dafase
(aquosa) extrator e dispersor (dispersao) sedi;’nentada

Figura 2. Procedimento geral para DLLME.
Fonte: Adaptado de Zgola-Grzeskowiak e Grzeskowiak (2011).
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A DLLME é um método ainda em desenvolvimento. Rezaee et al. (2006),
viabilizou a técnica, apresentando o primeiro estudo onde avaliou diferentes
solventes extratores para a determinacao de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
em amostras de agua usando cromatografia gasosa com detector de ionizacdo de
chama (GC-FID, do inglés, Gas Chromatography-Flame lonization Detection). As
recuperagfes variaram de 60 a 111%. Desde entdo as vantagens associadas a
técnica sédo inumeras, pode-se elencar vantagens como: miniaturizacdo do preparo
de amostra, implicando em um menor custo e tempo, além da simplicidade
operacional, alta recuperacdo e fatores de enriquecimento. Além disso, o uso da
DLLME é enquadrada nos principios da Quimica Verde (SPIETELUN et al., 2014),
uma vez que utiliza reduzidos volumes de solventes organicos (FARAJZADEH et al.,
2014).

E necessario, apos a sedimentacdo, calcular a razdo entre a porgdo da
amostra e fase sedimentada, o0 que permite a obtencdo dos valores de
enriguecimento. Este expressa a eficiéncia da extracdo e pode ser calculado com a
equacdao 1, onde Cseq € Cp Sa0, respectivamente, concentracéo da fase sedimentada
em ug g™ e concentracdo inicial da amostra em g g™.

Csed
FE = 1
. ®

Equacéo 1: Fator de Enriguecimento
Fonte: MOREIRA et al. (2014).

Para determinacédo de Cd e Pb por FAAS em amostras de mel, Rosa et al.
(2015), otimizaram o uso da DLLME avaliando parametros como: tipos de solvente
extrator e dispersor, lavagem da fase sedimentada, volume do dispersor e extrator,
massa da amostra, velocidade de centrifugacdo e uso de um complexante. Para a
determinacdo de Cd obteve-se melhores resultados usando acetonitrila como
dispersor enquanto para Pb, usou-se acetona. Para ambos os elementos tetracloreto
de carbono foi usado como extrator.

Acetona, metanol, acetonitrila, tetrahidrofurano e etanol tém sido
amplamente usados como solventes dispersores na DLLME. J& os extratores
comumente usados para extracdo e pré-concentracdo de ions metélicos tem sido
tetracloreto de carbono, clorobenzeno, cloroférmio, xileno e liquidos i6nicos (AL-
SAIDI e EMARA 2011).



27

2.4 MICROEXTRACAO LiQUIDO-LIQUIDO DISPERSIVA DE FASE REVERSA (RP-
DLLME)

A microextracao liquido-liquido dispersiva de fase reversa diferencia-se
justamente por ser contraria a DLLME comum, ou seja, a fase organica ndo € mais
0 extrator, e sim amostra; e 0 solvente extrator passa a ser a fase aquosa (M.P.
GODOY-CABALLERO et al., 2013). Esse principio abrange um campo maior da
aplicacado da DLLME, pois analitos podem estar tanto na fase apolar quanto polar, e
a extracao é feita com seletividade e com base na polaridade. Os analitos presentes
na fase organica serdo arrastados pela fase aquosa contendo o0s solventes
extratores e dispersores, onde ficam na fase sedimentada apdés a etapa de
centrifugacéo. Devido a diferenca de densidade, essa fase sedimentada € recolhida
e pode ser introduzida no equipamento para determinacdo dos analitos (LOPEZ-
GARCIA et al., 2015). O emprego de RP-DLLME confere ao método alto fator de
enriqguecimento dos analitos, simplicidade no preparo de amostras com seguranca e
capaz de transferir analitos da matriz para uma fase aquosa usando baixo volume
de solvente extrator e velocidade no preparo de amostras.

Até o momento, a RP-DLLME ainda € pouco conhecida e as pesquisas na
area ainda estdo em desenvolvimento. Sao poucos o0s artigos publicados
empregando a técnica, por se tratar de uma técnica desenvolvida recentemente.
Para a determinacdo de metais, a técnica limita-se a apenas um artigo, com
aplicacdo para a determinacédo de Cd e Pb em amostras de 6leos comestiveis.

Alguns autores sugerem extracdo liquido-liquido seguida de microextracdo
liquido-liquido dispersiva (LLE-DLLME, do inglés, Liquid—liquid Extraction Followed
by a Dispersive Liquid—liquid Microextraction) para aplicagdo em amostras organicas,
a primeira fase envolveria o preparo da amostra por LLE com o uso de grande
volume de solvente organico como agente extrator. Essa fase por sua vez
considerada aquosa seria entdo destinada ao DLLME convencional. Liu et al. (2013),
fez o uso dessa técnica comparando-a com RP-DLLME para determinacdo de
bisfenol A por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés, High
Performance Liquid Chromatography), em amostras de 6leos comestiveis. O LD do
método foi de 6,3 e 2,5 ng g’ e os resultados de recuperacdo em amostras reais

variaram de 90 a 98%. Ressalta-se a maior eficiéncia da ultima técnica uma vez que
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0 uso de solvente foi significantemente reduzido, gerando menos residuos e a fase
aguosa pode ser diretamente inserida no equipamento de deteccao do analito.

Compostos fendlicos em 0leos de oliva foram extraidos empregando RP-
DLLME e detectados por cromatografia liquida rapida e de alta resolucdo com
deteccdo por arranjo de diodos e espectrometria de massas (RRLC-DAD-MS, do
inglés, Procedure Coupled With Rapid Resolution Liquid Chromatography-Diode
Array And Mass Spectrometry Detection). Como extrator utilizou-se uma solugéao de
etanol: agua 60:40 (v/v) e 1,4-dioxano como dispersor. Os limites de deteccéo
variando de 10 a 400 ng mL* e de 1 a 200 ng mL™, para dezoito compostos
diferentes. Método esse que demonstrou confiabilidade e resultados expressivos
guando comparadas a técnicas convencionais de preparo de amostras para
determinacdo dos mesmos compostos (M.P. GODOY-CABALLERO et al., 2013).

Em estudo realizado por Hashemi et al. (2010), utilizou-se RP-DLLME, com
0 intuito de pré-concentrar e determinar diretamente por HPLC, oleuropeina
(principal glicosideo) em aguas residuais do processo de obtencdo de azeite de
oliva. A otimizacdo realizada por ferramenta DCCR resultou na recuperacdo da
extracdo média de 102 % (z 4,5). O fator de enriquecimento obtido foi superior a 38
eo LD 0,02 ug L™

O mesmo autor Hashemi et al. (2011), aplicou RP-DLLME para a
determinacao de tirosol e hidroxitirosol em 6leo virgem de oliva obtendo resultados
igualmente satisfatorios. Foram usados como solvente dispersor acetato de etilo (0,2
mL) e como extrator &gua com pH 11 (100 uL). Os resultados de recuperacdo foram
de 98 e 104% para hidroxitirosol e tirosol, e o LD 0,043 mg L™* e 0,032 mg L™,
respectivamente.

Recentemente foi estudado o uso de RP-DLLME para a extracdo de arsénio
solivel em &gua em diferentes amostras de O6leos comestiveis. Os valores
encontrados de recuperacao para As foram entre 93 e 98%. O método otimizado
empregou o0 uso de isopropanol como solvente dispersor e HNO3; 3% (v/v) como
solvente extrator, aplicados a 10 g de amostra. Todas as determinacdes foram
realizadas em espectrometria de absorcdo atbmica com atomizacao eletrotérmica
(ETAAS, do inglés, Electrothermal Atomic Absorption Spectrometry), usando paladio
como modificador quimico. O limite de deteccéo encontrado foi de 0,03 ng g™ de
6leo (LOPEZ-GARCIA et al., 2015).
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Lépez-Garcia et al. (2014), publicou dados referente a pesquisa com o
emprego de RP-DLLME em amostras de Oleo comestivel com o objetivo de
determinar concentracdo de Pb e Cd. O solvente extrator escolhido foi solucéo de
HNO3; a 3% (v/v), disperso em isopropanol (75%, v/v). Amostras de 10 g foram
submetidas a RP-DLLME e as recuperacdes encontradas foram 98% para Pb e
101% para Cd, com fator de enriquecimento de 140 e 146, respectivamente. Os
limites de deteccdo para Cd e Pb foram de 0,6 e 10 ng kg™. Para a determinacéo
elementar utilizou-se ETAAS. Ressalta-se 0 uso de temperatura de 80 °C, antes da
extracdo e durante o periodo de aplicagdo do banho de ultrassom. Tanto a
temperatura quanto o banho de ultrassom foram empregados com a finalidade de

minimizar os efeitos causados pela viscosidade da amostra.

2.5 ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA COM CHAMA

A F AAS é uma técnica amplamente utilizada em para a determinacédo de
metais e alguns ndo metais em diversos tipos de amostras. A técnica foi
desenvolvida na década de 1950 por Walsh e, desde entdo, a instrumentacao
envolvendo F AAS passou por uma série de melhorias tecnolédgicas, sendo usada
em milhares de publicacfes reportando o0 seu uso amplo, o que também colaborou
para a sua grande difusdo em laboratérios de controle de qualidade e de pesquisa.
As aplicacdbes empregando F AAS compreendem a determinagdo de
aproximadamente 70 elementos quimicos (L'VOV, 2005). Um esquema geral de um

equipamento usado em F AAS esta mostrado na Figura 3.



30

Monocromador
Detector e
‘ ]
-
Lampada de catodo oco //( —
Sl Vas
_ \
\ ) === ] = .,(WW\A v\\ \[
‘\ J |

Queimador

Figura 3. Esquema geral de um espectrdbmetro de absor¢édo atbmica com chama.
Fonte: Adaptado de Hind (2011).

Na espectrometria de absorcdo atdbmica a detecgcdo e/ou quantificacdo de
elementos quimicos é baseada na medida da intensidade de sinais devido ao
processo de absorcdo atbmica, emissdo atbmica ou fluorescéncia atémica, conforme
o elemento a ser determinado e a faixa de concentracdo. A grande maioria dos
métodos empregando F AAS tem sido para determinagcfes por absorcdo atdbmica.
Uma vez que a grande maioria dos elementos pode ser quantificada com boa
sensibilidade neste modo de operacdo (WELZ, 1999). Entretanto, alguns elementos,
como por exemplo, Na e K sdo frequentemente determinados por emisséo atdomica.

A forma mais usual de introducéo de amostras em equipamentos de F AAS
€ na forma de solucdes, normalmente apds a amostra originalmente sélida ou liquida
passar por um procedimento de preparo de amostras, como por exemplo,
decomposicdo por via Umida ou via seca, extracdo, dentre outros (SNEDDON,
2012). A solugdo é aspirada para uma chama ar/acetileno ou N,O/acetileno a uma
temperatura de 2000 a 3000 K por meio de um sistema de nebulizacdo. Ao ser
aspirada, a amostra é imediatamente misturada ao combustivel (acetileno) e ao
oxidante (ar comprimido ou N;O) e logo em seguida é dispersa na forma de um
aerossol, onde apenas uma pequena fracdo deste aerossol atinge a chama. A
amostra passa por uma série de processos rapidos na chama, como dessolvatacao,

dissociacdo, atomizacéo e ionizagdo. Os atomos e ions formados podem ainda ser
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excitados pela propria chama e emitir radiacdo que serd detectada e também
absorver radiagdo de uma fonte de linhas alinhada com o queimador e com um
sistema de deteccdo (EBDON & EVANS, 1998).

No modo de determinacao por emissao atbmica a intensidade de luz emitida
em um determinado comprimento de onda sera proporcional a concentracdo do
analito presente na solucdo presente na chama. Na absor¢cdo atdbmica é
indispensavel uma fonte de linhas que promovera o processo de absorcdo atémica
causado pela absorcdo de radiagdo com energia especifica que atinge os atomos
formados na chama. O uso dessas técnicas é considerado uma ferramenta
indispensavel na &rea da quimica analitica, devido a sua alta exatiddo, precisao,
sensibilidade, seletividade, frequéncia analitica elevada e baixo custo relativo
(LAJUNEN & PERAMAKI, 2004).

De maneira geral, usualmente sao necessarios alguns ajustes para
estabelecer condi¢bes de operacao do equipamento que resultem em medidas com
boa sensibilidade e exatiddo. A taxa de aspiracdo, a estequiometria da mistura de
oxidante e combustivel da chama, corrente da lampada de catodo oco, posicao
queimador em relacdo a fonte e ao detector, estdo entre os principais parametros
que devem ser ajustados. Assim, como a grande maioria dos espectrdmetros, é
necessaria uma calibragdo preliminar, que é feita com solu¢des preparadas com
concentracbes conhecidas do analito. Essa calibracdo pode ser externa ou por

adicao de analito, quando a primeira ndo for possivel (EBDON & EVANS, 1998).

2.5.1 Interferéncias em F AAS

As determinacdes por F AAS também sédo sujeitas a erros aleatérios e/ou
sistematicos. Dentre os erros sisteméaticos, podem ocorrer fenbmenos denominados
interferéncias que, dependendo da sua magnitude, resultam em erros de exatidao
nas determinagdes por F AAS. Essas interferéncias sao classificadas em espectrais,
fisicas, de ionizacdo e quimicas (WELZ, 1999).

As interferéncias espectrais ocorrem normalmente devido a sobreposicdo de
linhas atdbmicas, onde dois elementos absorvem radiacdo no mesmo comprimento
de onda. Além disso, a presenca de espécies moleculares na chama pode acarretar
em absor¢cdo da radiagdo da fonte, processo denominado sinal de fundo ou
background, que resulta em erros no sistema de deteccdo do equipamento
(LAJUNEN & PERAMAKI, 2004).
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As interferéncias fisicas sdo causadas por diferencas de viscosidade e
tensdo superficial, originarias do uso de diferentes solventes ou solu¢des com acidez
ou basicidade muito distintos entre as solucdes de calibracdo e as solucdes das
amostras. O principal efeito das interferéncias fisicas consiste em taxas de aspiracéo
e processos de nebulizagcdo discrepantes entre as solugcdes de calibracdo e
amostras (SNEDDON, 2012).

As interferéncias de ionizacdo geralmente ocorrem na chama, pela ionizacao
excessiva do analito em determinadas condi¢des. Esse tipo de interferéncia resulta
em diminuicdo da populacdo de atomos no estado fundamental, que sdo as
espécies responsaveis pela absorcdo da radiacdo da fonte (MANNING &
CAPACHO-DELGADO, 1966).

As interferéncias quimicas podem ocorrer devido a combinacdo do analito
com outras espécies quimicas formando compostos termoestaveis, impossibilitando
a formacdo de atomos livres do analito, resultando em diminuicdo do processo
absorcao atdbmica e do respectivo sinal analitico (RAMAKRISHNA et al., 1968).

Essas interferéncias podem ser corrigidas com a adicdo de ions de
elementos com maior facilidade de ionizacdo as amostras. Solu¢gBes contendo ions
dos elementos Cs, Li, La e Rb ou suas misturas sdo comumente usados com duas
funcdes (WELZ, 1999):

(1) supressores de ionizacdo: para a determinacfes de Na e K, ions de Cs
sdo adicionados em excesso, se ionizando na chama prioritariamente e
deixando a chama rica em elétrons, minimizando a ionizacao dos analitos
(Na e K);

(i) agentes libertadores: para a determinacdo de Ca e Mg, ions La sao
adicionados em excesso se combinando com outras espécies que podem
estar presentes na chama, como fons PO,>, evitando a formacdo de

compostos termoestéveis, como fosfatos de Ca e Mg.

Para corrigir as interferéncias quimicas citadas anteriormente foi proposto
por Schuhknecht e Schinkel (1963), o uso de solu¢cdo contendo a mistura de CsCl e
Al(NO3); para a determinagdo de metais alcalinos (Na, K e Li). Posteriormente,
Schinkel (1984), propds o uso de uma solu¢do contendo a mistura de LaCls e CsCl,
a qual ampliou a correcéo deste tipo de interferéncia para os seguintes elementos:
Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Li, Mg, Mn, Na, Ni, Sr e Zn. Desde entdo, a solucéo
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contendo a mistura de LaCl; (100 g L™) e CsCl (10 g L), denominada “tampao
espectroscopico”, adicionada as amostras e solucdes de referéncia com

concentracéo final entre 0,1 e 0,5% (v/v).

2.6 DETERMINACAO DE PARAMETROS PARA A TECNICA DE RP-DLLME

Nas técnicas DLLME e RP-DLLME deve-se considerar alguns parametros
que influenciam no processo de extracao e pré-concentracdo, dentre eles a escolha
do solvente extrator, escolha do solvente dispersor, efeito do volume dos solventes
extrator e dispersor, efeito do tempo, forca idnica, temperatura das amostras, entre
outros (REZAEE et al., 2010; FARAJZADEH et al., 2014; CALDAS et al., 2011;
LOPEZ-GARCIA et al., 2014).

O solvente extrator deve ser selecionado tendo como base o objetivo
analitico do método, sempre levando em consideracdo a capacidade do solvente
extrator de extrair o analito, e que necessariamente tenha diferenca de densidade
com a amostra, pois caso contrario a etapa de centrifugacdo ndo sera eficiente
(FARAJZADEH et al., 2014).

A escolha do solvente dispersor tem como fundamental caracteristica ser
soltvel tanto na fase polar quanto na apolar. O volume de dispersor esta relacionado
diretamente com a formacdo da solucdo turva quando aplicado a amostra,
consequentemente afetando a eficiéncia da dispersédo do solvente de extracdo e a
eficiéncia da extracdo. Volumes muito reduzidos podem acarretar em extracéo
incompleta, e em excesso promove a solubilidade do solvente extrator na amostra,
propiciando um processo de extracdo ineficiente (LIANG e SANG, 2008; MARTINS
et al., 2012).

Segundo Cheng et al. (2010) e Jahromi et al. (2007) o tempo de extracdo é
definido como intervalo entre a injecdo da mistura de solvente dispersor e a
centrifugacdo. Esses mesmos autores consideram essa variavel insignificante, pois
0 processo € rapido e ndo vem interferir extracao dos analitos.

O uso de ultrassom em ensaios de extracdo aplicando DLLME ja foram
estudados e comprovados sua eficiéncia mediante revisédo feita por Audruch et al.
(2013). Extragcbes que envolvam transferéncias da fase orgéanica para fase aquosa

sdo mais favorecidas pelo uso de ultrassom, ndo existem estudos suficientes para
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permitir que regras gerais sejam estabelecidas para os procedimentos de extragéao
assistidos por ultrassom (CASTRO e CAPOTE, 2007).

Varios autores discutiram a influéncia do tempo e velocidade de rotacdo para
a centrifugacao na eficiéncia da separacdo da fase sedimentada e na recuperacao
dos analitos. Os tempos e velocidades obtidas por esses autores sdo distintos
variando conforme a amostra, solventes e analitos. Para a determinacdo de
piretréides em Oleos vegetais, foram utilizados 5 minutos de centrifugacdo a 10000
rom. Os autores apontaram que tempos inferiores a 4 minutos promoveram a
separacdo incompleta da fase sedimentada tornando a mesma menor e mais dificil
de ser extraida (FARAJZADEH, et al., 2014).

Na determinacdo de bisfenol A em amostras de 6leos comestiveis, Liu et al.
(2013), investigaram tempos de 2 a 10 min com velocidade fixada a 5000 rpm.
Onde tempos superiores a 3 minutos ndo obtiveram melhores resultados. Ficando
assim definidos 3 min e velocidade de rotacdo de 5000 rpm. Em estudo realizado
por Hashemi et al. (2010), utilizou-se RP-DLLME para determinar oleuropeina em
aguas residuais do processo de obtencdo de azeite de oliva, a velocidade de
centrifugagéo foi mantida a 3000 rpm e o tempo foi estudado de 3 a 6 min, onde n&o
houve comprovagéo de melhora dos resultados em nenhum dos tempos.

O aquecimento de amostras foi aplicado recentemente em amostras de
Oleos comestivel para a determinacdo de As soluvel em agua (LOPEZ-GARCIA, et
al., 2015) e para determinacao de Cd e Pb (LOPEZ-GARCIA, et al., 2014) também
em amostras de 6leos comestiveis. Ambos os trabalhos utilizaram temperatura de 80
°C com a finalidade de melhorar dispersao e promover extracdo e pré-concentracao

com maior eficiéncia em amostras viscosas.
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3 OBJETIVOS

Este estudo tem por objetivo desenvolver um método empregando a RP-

DLLME para posterior determinacéo de Na, K, Ca e Mg em biodiesel por F AAS.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para o desenvolvimento deste trabalho, os principais parametros de

influéncia serdo estudados e ajustados, com a finalidade comprovar a aplicabilidade

do método proposto para amostras de biodiesel comercial.

Selecionar o solvente dispersor e volume adequados para o método
RP-DLLME proposto;

Selecionar o solvente extrator, concentracdo e volume ideal do
mesmo;

Verificar a influéncia do uso de ultrassom para a extracdo de Na, K,
Ca e Mg das amostras de biodiesel;

Estudar massa de amostra mais adequada, que pode ser usada no
método;

Estudar o efeito temperatura para recuperacdo dos analitos;

Avaliar o tempo da etapa de centrifugacéo;

Determinar o volume da mistura dispersor/extrator;

Determinar LD e LQ instrumental e do método;

Estabelecer a faixa linear de trabalho para F AAS;

Avaliar a exatiddo do método proposto para determinacdo de Na, K,
Ca e Mg;

Determinar Na, K, Ca e Mg em amostras de biodiesel produzidas a

partir de diferentes matérias-primas.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 INSTRUMENTACAO

A determinacédo de Na, K, Ca e Mg foram feitas em um espectrometro de
absorcdo atdbmica com chama (Varian, modelo AA 240FS, Australia). Sodio e
potassio foram determinados por espectrometria de emissao atbmica e Ca e Mg por
espectrometria de absorcdo atbmica. Utilizou-se lampadas de catodo oco com
corrente recomendada pelo fabricante.

Na etapa de microextragdo utilizou-se banho de ultrassom (Elma, modelo
Elmasonic P 60 H, capacidade 5,75 (poténcia efetiva de 180 W, Alemanha) com
ajuste de temperatura. Todas as amostras foram submetidas a etapa de separacéo
em centrifuga (Cientec, CT-5000R, Brasil) com capacidade para 12 tubos de 15 mL
e velocidade maxima de 5600 g.

Os procedimentos de pesagem das amostras foram feitos em uma balanca
de precisdo (Marte, modelo AW 220, Brasil) com resolucdo de 0,0001 g e
capacidade méxima de 220 g. Para o procedimento de RP-DLLME e para
preparacdo de solucdes foram utilizados micropipetadores automaticos (Brand,
modelo Transferpette® S, Alemanha), com volumes variaveis entre 10-100 e 100-
1000 pL.

Para a analise estatistica dos dados obtidos por meio de experimentos foi
utilizado o programa Microsoft Excel 2010® com auxilio do suplemento Action Stat®,

onde foram desenvolvidos os testes t-student e teste Tukey.

4.2 REAGENTES E MATERIAIS

Nos procedimentos de preparo de solugbes e lavagem de vidrarias foi
utilizada agua ultrapura (Gehaka, Brasil) com resistividade inferior a 18,2 MQ cm™,
equipado com sistema de osmose reversa (modelo OS 10 LX, Gehaka, Brasil)
acoplado.

Para as curvas de calibracdo, foram utilizadas solugbes de referéncia
individuais contendo de 1000 mg L * de Na, K, Ca e Mg (Specsol®, Brasil). Foram

preparadas as solucdes com diluicbes sucessivas para os diferentes pontos da
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curva de calibracdo a partir de uma solucdo mista de 100 mg L ™ preparada a partir
das solucdes originais.

Em todas as solucdes de referéncia e amostras foram adicionados solucéo
de Schinkel, com concentracéo final de 0,5 % (v/v) composto de CsCl 10 g L™ e LaCl
100 g L™ (Fluka, Alemanha).

Tubos de polipropileno de 15 mL (Sarstedt, Brasil) com fundo conico e
tampa de rosca para uso em centrifugas foram utilizados nas etapas de preparo de
amostras que compreende a pesagem da amostra, aquecimento em banho-maria,
adicéo da mistura de solventes e centrifugagao.

Os materiais utilizados foram devidamente lavados e descontaminados com
solucéo de HNO3 a 10% (v/v) preparado a partir de HNO3; P.A (65%, Vetec, Brasil),
todos os materiais foram secos em temperatura ambiente. O HNO3; P.A (65%.
Merck, Alemanha) usado como solvente extrator, foi bidestilado em um sistema de
sub-ebulicdo (modelo duoPUR® 2.01E, Milestone, Italia). O isopropanol P.A (95%,
Vetec, Brasil) foi utilizado no preparo das solu¢des com as diferentes proporcées de
dispersor.

O padrdo multielementar de biodiesel B100 (Conostan®, Canada) foi
utilizado, um com 2,5 ug g* e outro com 20 pg g dos elementos Ca, K, Mg, Na e P.
Este padréo é rastreada pelo Instituto Nacional de Padrées e Tecnologia (NIST, do
Inglés, National Institute of Standards and Technology).

4.3 AMOSTRAS

Todas as amostras foram cedidas por empresas ativas no ramo de producéo
industrial de biodiesel, produzidas por rota metilica e com uso de hidréxido de sddio
como agente catalizador. As mesmas foram catalogadas com dados referentes a
planta de producdo, data, lote e matéria-prima. Dentre as amostras para o
desenvolvimento da pesquisa, foram utilizadas preferencialmente as de biodiesel
misto, 50% soja e 50% sebo bovino, por ser o biodiesel mais produzido em territorio
nacional. Todos os ensaios preliminares, até serem expostas as condi¢cdes ideais de
aplicacdo do método, foram realizados utilizando apenas a amostra de sebo/soja

denominada “amostra 1”.
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As amostras foram acondicionadas sob refrigeragao (4 °C), tomando sempre
o cuidado para que antes do preparo de amostras fossem deixadas em temperatura

ambiente e homogeneizadas.

4.4 CONDICOES PARA DETERMINACAO DE Na, K, Ca E Mg POR
ESPECTROMETRIA DE ABSORGAO ATOMICA COM CHAMA (F AAS)

As condigbes para determinagdo dos elementos seguiram recomendagdes
do fabricante do F AAS, sendo que alguns ajustes foram feitos para melhoria das
condicbes de medicdo. Os elementos Ca e Mg foram detectados por absorcao,
engquanto que os elementos Na e K por emissdo atdmica. Para a determinacao de
todos analitos do estudo foram utilizados como combustivel acetileno (White Martins,
pureza 99,8%) e como oxidante ar comprimido. Os parametros instrumentais

utilizados estado dispostos na Tabela 3.

Tabela 3. Parametros instrumentais para determinagéo de Na, K, Ca e Mg.

Pardmetro Na K Ca Mg
Comprimento de onda (nm) 589,0 766,5 422,7 285,2
Fenda espectral (nm) 0,5 1,0 0,5 0,5
Corrente da lampada (mA) - - 8 4
Vazdo de ar (L min™) 10 10 10 10
Vazao de acetileno (L min™) 2,2 2,2 2,2 2,2

4.4.1 Calibracdo do equipamento

Para a calibracdo do equipamento, usou-se calibracdo externa feita a partir
de solucdes de referéncia aquosas foram preparadas com adicao de 0,5% de HNO;
concentrado bi-destilado e 0,5% de solucdo de Schinkel. As solu¢des mistas usadas
para calibragdo foram: 0,1; 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 1,5 e 2,0 mg L™ de Na, K, Ca e Mg.
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4.5 DETERMINACAO DOS PARAMETROS DE INFLUENCIA PARA RP-DLLME

4.5.1 Massa de amostra

Foram avaliadas massas de amostra de 3,0; 5,0; 10,0 e 20,0 g, que foram
submetidas a ensaios usando RP-DLLME para avaliar a deteccéo e quantificacédo
dos analitos visando a baixa concentragcdo dos mesmos. Os ensaios foram
conduzidos utilizando HNO5 0,5 mol L™ como solvente extrator e isopropanol como
solvente dispersor, onde foi preparado uma mistura com 25% de extrator e 75% de
dispersor e aplicados a amostra uma fase de 1 mL.

A partir desses ensaios determinou-se a massa de amostra a ser usada na
determinacao dos demais parametros, compativel com a concentracdo dos analitos,
uma vez que a pré-concentracdo dos analitos € indispensavel para determinacao

dos limites de deteccao e quantificacdo do método.

4.5.2 Adicao de analitos nas amostras

As amostras foram pesadas em balanca analitica em frascos de
polipropileno (250 mL), previamente descontaminados. Logo em seguida, foram
adicionadas as quantidades especificas do padrdo muitielementar de biodiesel B
100 (Conostan) com os analitos Na, K, Ca e Mg. Todas as amostras foram
preparadas com 1 mg g™ dos analitos para os ensaios de recuperacdo, uma vez que
a exatidao e precisdo do método foram avaliados mediante a adicdo e recuperacao
dos analitos em amostras comerciais de biodiesel. Os frascos foram submetidos a
agitagdo mecanica intensa com a finalidade de homogeneizacdo da amostra e o
padrdo adicionado. Todos os frascos foram identificados com data e concentracao
dos analitos. Para minimizar possiveis erros, o procedimento de adicdo de analitos

foi realizado diariamente.

4.5.3 Avaliacdo do solvente dispersor

Os solventes dispersores avaliados foram o isopropanol e o etanol. Além
disso, a proporcdo do dispersor em relacdo ao extrator foi ajustada. Onde a fase
contendo a mistura do solvente extrator e dispersor foi avaliada em diferentes
proporcdes que variaram em 65, 70, 75, 80 e 85% de dispersor em relagdo ao

volume total da mistura.
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4.5.4 Concentracao do Solvente extrator

O HNO; foi escolhido como extrator e sua eficiéncia foi avaliada para
recuperacdo dos analitos. Experimentos referentes ao estudo da concentracdo do
mesmo foram feitos, em concentragées de 0; 0,5; 1,0; 1,5 e 2 mol L™ Os volumes da
mistura de extrator e dispersor utilizados para o procedimento de RP-DLLME
variaram entre 0,5; 1,0; 1,5e 2 mL.

4.5.5 Temperatura das amostras e uso de ultrassom

A influéncia da temperatura no instante da injecdo da mistura de solventes
dispersor e extrator nas amostras foi estudada. Foram avaliadas amostras com
temperaturas de 45, 55, 65 e 75 °C. A temperatura maxima definida foi abaixo do
ponto de ebulicdo dos dispersores selecionados (Isopropanol 82,6 °C e etanol 78,37
°C).

A influéncia de ultrassom na extracdo dos analitos também foi estudada,
com o uso de um banho de ultrassom, onde 12 amostras foram submetidas
simultaneamente. Os tempos pré-determinados foram 0, 5 e 10 minutos, com

frequéncia de 37 kHz.

4.6 PROCEDIMENTO DE RP-DLLME UTILIZADO PARA DETERMINACAO Na, K,
Ca, Mg EM BIODIESEL.

Foram pesados 10,0 g de amostra em tubos de polipropileno com
capacidade de 15 mL e levadas para aquecimento em banho-maria por cerca de 20
min até atingirem 75 °C, posteriormente foram adicionadas a elas 1,0 mL da mistura
contendo os solventes dispersor e extrator. As amostras foram submetidas a
agitacdo manual. Apds, as amostras foram entdo submetidas a centrifugacéo pelo
periodo de 15 min a 5600 g em temperatura ambiente. Apés centrifugacao, retirou-
se (com auxilio de uma pipeta) parte da amostra para facilitar a retirada da fase
sedimentada. A separacdo entre as fases tornou-se evidente sendo possivel a
extracdo da fase aquosa para baldo volumétrico (5,0 mL) com auxilio de pipeta,
onde aferiu-se com agua ultra pura e adicionados 0,5% (v/v) solucédo de Schinkel
para posterior determinagdo por espectrometria atbmica. Uma representacdo do

procedimento de RP-DLLME esta mostrada na Figura 4.
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Figura 4. Procedimento RP-DLLME em amostras de biodiesel.
Etapa (1) injecdo da mistura de solventes dispersor e extrator; (2) formagéo de
solucdo turva imediatamente e agitacdo manual; (3) apos centrifugacdo, a fase
aquosa deposita-se no fundo do recipiente; (4) retirada de parte da amostra
(biodiesel); (5) retirada da fase sedimentada e transferéncia para baldo
volumétrico (5 mL); (6) fase sedimentada devidamente aferida para

determinacéo elementar.

Ensaios de recuperagdo foram realizados com o intuito de estimar o
percentual de recuperacdo dos analitos nas amostras investigadas. Os calculos

referentes a esses ensaios foram efetuados a partir da equacao 1.

C
Recuperacido em % = (%) %X 100 (2)
3

Onde:
C;, é a concentracao final da amostra com adicao do analito,
C, é a concentracao pré-existente na amostra antes da adicéo do analito,
C; é o0 valor de analito adicionado na amostra.
Testes de recuperacédo foram aplicados para todas as amostras estudadas e
0S respectivos ensaios realizados em triplicatas. A eficiéncia e desempenho do

método foram conduzidos de forma a garantir a exatidao e precisdo do mesmo.
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5RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 AVALIACAO DOS PARAMETROS EXTRACAO EMPREGANDO RP-DLLME

5.1.1 Avaliagao dos solventes dispersor e extrator

Inicialmente, para a escolha do solvente extrator, foram analisadas
caracteristicas necessarias aos procedimentos envolvendo a microextragdo, como
baixa solubilidade na amostra, maior densidade que a fase amostra e capacidade de
extracao e pré-concentracdo dos ions metalicos.

O HNO; ja foi utiizado na RP-DLLME para extracdo de Cd e Pb em
amostras de Oleos vegetais (LOpez-Garcia et al.,, 2014). Em procedimentos de
extracdo assistida por ultrassom o uso de HNOj; foi viabilizado, para elementos
como: Cu, Fe, Ni e Zi em amostras de 0leos comestiveis (ANWAR et al., 2004). Para
a RP-DLLME deve-se considerar que o solvente extrator deve ser insoluvel na
matriz da amostra, para que o fator de enriquecimento dos analitos na fase extratora
e a recuperacao sejam considerados eficientes, uma vez que a solubilidade pode
interferir no fator de enriquecimento e diminuir significativamente os valores de
recuperacdo dos analitos que podem ficar retidos na amostra (HASHEMI et al.,
2010).

Em ensaios preliminares observou-se visualmente que quando aplicado
HNO; diluido na extracdo, promove-se a imediata formacdo de fase turva na
amostra, sendo considerada estavel e de volume reprodutivel. Outra vantagem € a
possibilidade do uso de acido diluido (0,5 e 2,0 mol L") em todos os ensaios
realizados, que resulta em baixo consumo de solventes, caracteristica indispensavel
para RP-DLLME.

Como solventes dispersores foram avaliados o isopropanol e etanol. Esses
solventes foram escolhidos levando em consideracdo que os solventes dispersores
devem possuir caracteristicas compativeis com as recomendadas para o
procedimento de RP-DLLME (misciveis na amostra e no solvente extrator)
(FARAJZADEH et al, 2014).

O procedimento de RP-DLLME foi desenvolvido com auxilio de pipeta
automatica, onde foi inserido 1,0 mL da mistura de solventes extrator e dispersor
(75% dispersor (v/v) e 25% (viv) de HNOs; a 0,5 mol L™ de extrator), conforme
aplicado em metodologia desenvolvida por Lopez-Garcia et al.,, (2014), para a
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extragdo de Cd e Pb por RP-DLLME em amostras de Oleos comestiveis. Apds
injecéo rapida da mistura de solventes pode ser observada a formacéo de uma fase
turva e logo em seguida o surgimento de microgotas. Aos poucos observou-se a
sedimentacao ao longo da amostra, houve a formacéo parcial de fase sedimentada,
gue pode ser melhor observada depois da etapa de centrifugacao.

Os solventes dispersores etanol e isopropanol foram considerados eficientes
guando relacionados a dispersdo em amostras de biodiesel. A solucdo turva na fase
da amostra e a formacéao de microgotas foram indicativos do efeito do dispersor na
amostra, o que viabilizou o uso de ambos os dispersores para 0s ensaios
subsequentes.

Para a escolha do dispersor mais adequado para o procedimento de RP-
DLLME ensaios de recuperacdo foram aplicados em amostras com adicdo de
analito, conforme descrito no item 4.5.2, utilizando os dispersores etanol e
isopropanol. A partir desses ensaios a melhor recuperagéo dos analitos foi obtida
com o uso de isopropanol, ou seja, resultado mais proximo de 100% da massa de
analito adicionado as amostras foram recuperados para na, K, Ca e Mg. Os
resultados correspondentes aos ensaios de recuperacdes para ambos o0s
dispersores estdo mostrados na Figura 5.
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Figura 5. Efeito do uso de isopropanol e etanol como dispersores na recuperacdo de
Na, K, Ca e Mg. Condi¢des: massa de amostra: 10 g; mistura de solventes: 75%
(v/v) de dispersor e 25% (v/v) de solucdo de extrator HNO3z a 0,5 mol L™; volume

da mistura de extrator e dispersor: 1,0 mL; temperatura: 75 °C; banho de
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ultrassom: 10 min/75 °C e centrifugacdo (15 min a 5600 g). As barras de erros

representam o desvio padréo (n=3).

Para os elementos Na, Ca e Mg o0 uso de isopropanol mostrou-se mais
eficiente na recuperagdo dos analitos. Sendo que para K o efeito dos dois
dispersores na recuperacéo foi considerados estaticamente iguais (teste t-student,
nivel de confianca de 95%). Para Ca e Mg os valores de recuperacdo com o etanol
foram significativamente inferiores quando comparados aos mesmos elementos com
0 uso de isopropanol.

Em estudos realizados por Lopez-Garcia et al., (2014) para extracdo de Pb
e Cd de amostras de 6leos comestiveis e Lopez-Garcia et al. (2015) para As soluvel
em agua e em Oleos aplicado RP-DLLME, foi observado o isopropanol como
dispersor adequado para o procedimento.

Com base nos resultados obtidos para a recuperacdo de ambos o0s
dispersores, 0s ensaios subsequentes foram realizados com o0 uso de isopropanol

como solvente dispersor.

5.1.2 Avaliacdo da massa da amostra

Nos ensaios para a avaliacdo da massa de amostras, foi levada em
consideracdo a baixa concentragdo dos analitos em amostras de biodiesel.
Amostras sem a adigdo de analitos foram submetidas a ensaios, para verificar a
eficiéncia da extracdo em baixas concentracfes com massas iguais as submetidas a
ensaios de recuperacdo. Amostras com massas de 10, e 20,0 g também foram
submetidas ao procedimento, visando a deteccdo e quantificacdo de Na, K, Ca e Mg
em amostras sem a adi¢cao de analitos, uma vez que maiores massas terdo maiores
concentracdes de analitos.

As amostras para este ensaio foram de 3,0; 5,0; 10,0 e 20,0 g, sendo as
mesmas com adicdo de 3,0; 5,0; 10,0 e 20,0 ug de Na, K, Ca e Mg, respectivamente
com padrdo multielementar Conostan®. As amostras com e sem a adicdo de
analitos, foram submetidas a RP-DLLME. Onde ap0ds pesadas foram aquecidas a 75
°C e logo em seguida submetidas a injecdo rapida da mistura contendo o extrator
(HNO3 0,5 mol L™ (25%, v/v)) e dispersor (isopropanol (75%, v/v)) em seguida foram

submetidas a agitagéo e 15 min de centrifugagao (5600 g).
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Os ensaios de recuperacdo mostraram-se satisfatérios para todas as
massas de amostras com adicdo de analitos. A quantificacdo dos analitos em
amostras sem adicdo de padréao de 3,0 e 5,0 g ndo obtiveram analitos suficientes
para serem extraidos e pré-concentrados dentro dos limites de deteccdo e
quantificacdo do método proposto.

Para os ensaios de recuperacdo com adicdo de Na, K, Ca e Mg as
amostras de 10,0 e 20,0 g, obtiveram valores de recuperacdo média, de 88 e 80%,
respectivamente, onde as amostras com 10,0 g obtiveram RSD inferior a 4%,
resultado considerado satisfatério quando comparado ao RSD de 18% obtidos para
20,0 g de amostra. Com base nos resultados obtidos para recuperacao dos analitos

as amostras de 10,0 g passam a ser usadas para todos os ensaios subsequentes.

5.1.3 Avaliacgao da influéncia do ultrassom

Em estudos recentes, o ultrassom foi utilizado como parte do preparo de
amostras empregando a métodos por RP-DLLME para amostras viscosas (LOPEZ-
GARCIA et al., 2014; LOPEZ-GARCIA et al., 2015).

Para a avaliagdo do uso de ultrassom nesse trabalho, ensaios de
recuperagéo foram feitos com a finalidade de avaliar a influéncia do uso do mesmo
na exatiddo dos resultados apresentados pelo método proposto. As amostras de um
mesmo biodiesel com adicdo de analitos foram pesadas e aquecidas a 75 °C e logo
em seguida submetidas a injecao rapida da mistura contendo o extrator (HNO3z 0,5
mol L* (25%, v/v)) e dispersor (isopropanol (75%, v/v)) em seguida foram
submetidas a agitacdo. Logo em seguida foram encaminhadas a trés procedimentos
diferentes, todos com temperatura de 75 °C: uso do banho de ultrassom (37 kHz),
por 5 min, 10 min e amostras que ndo foram submetidas ao banho de ultrassom,
apos foram encaminhadas a 15 min de centrifugacéo (5600 g). Os resultados estao

mostrados na Figura 6 e Tabela 4.
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Figura 6. Efeito do uso de ultrassom na recuperacdo de Na, K Ca e Mg. Condicdes:
massa de amostra: 10 g; mistura de solventes: 75% (v/v) de dispersor e 25%
(v/v) de solucéo de extrator HNO3 a 0,5 mol L™ volume da mistura de extrator e
dispersor: 1,0 mL; temperatura: 75 °C e centrifugagéo (5, 10 e 15 min a 5600 g).

As barras de erros representam o desvio padrdo (n=3).

Tabela 4. Teste Tukey (nivel de confianca de 95%), avaliagdo do efeito do uso de ultrassom

em ensaios de recuperagdo de Na, K, Ca, Mg.

Ultrasson (min) Na K Ca Mg
0 a a a a
5 a a a a
10 a a a a

Como pode ser observado na Figura 6 e na Tabela 4, ndo h& diferenca
significativa (teste de Tukey nivel de confianca de 95%) entre 0s ensaios com e sem
0 uso de ultrassom para todos os analitos estudados. Os RSD’s em todos 0s
ensaios foram inferiores a 10% para todos os analitos.

Em uma revisdo feita por Andruch et al. (2013), foi relatado o uso do
ultrassom em procedimentos de microextracdo e ressaltam a influéncia positiva do
seu uso nos resultados aplicando extracdo. Geralmente, o ultrassom esta ligado ao
uso de métodos empregando microextracao assistida por ultrassom onde o solvente

dispersor ndo € empregado e o ultrassom promoveu a funcao deste mediante adicao
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de solvente extrator. Porém, até o momento ndo hé estudos para avaliar a influéncia
do uso de ultrassom empregando RP-DLLME.

Castro e Capote (2007) ressaltam que extracdbes que envolvam
transferéncias da fase organica para fase aquosa sao mais favorecidas pelo uso de
ultrassom, o que nao pode ser observado a partir dos resultados obtidos nesse
trabalho. Com base nos resultados obtidos os ensaios subsequentes foram

realizados sem o uso de ultrassom.

5.1.4 Tempo de centrifugagéo

O tempo de centrifugacdo foi estudado com a finalidade de separar
completamente a fase aquosa contendo os analitos da fase da organica, nesse
sentindo, a condicdo adequada foi determinada a partir do melhor desempenho
obtido em ensaios de recuperagéo.

Amostras de biodiesel com adi¢do de analitos foram pesadas e aquecidas a
75 °C e logo em seguida submetidas a injecdo rapida da mistura contendo o extrator
(HNO3 0,5 mol L™ (25%, v/v)) e dispersor (isopropanol (75%, v/v)) em seguida foram
submetidas a agitacdo. Nos ensaios anteriores, usou-se 15 min de centrifugacéo.
Para determinacdo do tempo adequado nesse estudo os mesmos foram preé-
determinados em 5, 10 e 15 min a 5600 g. Os dados de recuperagdo dos ensaios

sdo mostrados na Figura 7 e Tabela 5.
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Figura 7. Efeito do uso de diferentes tempos de centrifugacdo na recuperagcdo de Na,
K, Ca e Mg. Condicdes: massa de amostra: 10 g; mistura de solventes: 75%
(v/v) de dispersor e 25% (v/v) de solugéo de extrator HNO3 a 0,5 mol L™ volume
da mistura de extrator e dispersor: 1,0 mL; temperatura: 75 °C e centrifugacéo

(0, 5 e 10 min a 5600 g). As barras de erros representam o desvio padrdo (n=3).

Tabela 5. Teste Tukey (nivel de confianca de 95%), avaliagdo do efeito de diferentes
tempos de centrifugacdo na recuperacéo de Na, K, Ca e Mg.

Centrifugagcao (min) Na K Ca Mg
5 a a a a
10 a b b a
15 a C b a

Potassio e caélcio apresentaram diferencas estatisticas entre as meédias
(teste de Tukey com nivel de confianca de 95%) dos tratamentos e as melhores
recuperacbes foram alcancadas com 15 minutos de centrifugacdo. O sddio e o
magnésio por sua vez ndo apresentaram diferengas estatisticas entre as médias
(teste de Tukey com nivel de confianca de 95%) para os diferentes tempos de
centrifugacéo. Para todos os analitos os resultados de recuperagéo foram superiores
quando usados maior tempo de centrifugacdo viabilizando a escolha de 15 min
como tempo ideal para separacao da fase sedimentada.

Estudos apontam tempos e velocidades diferentes de centrifugagdo quando
aplicados a métodos com o uso de RP-DLLME, que podem variar de acordo com a
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amostra, analito e solventes utilizados na extracdo. Com base nos resultados
obtidos para a recuperacdo dos analitos em diferentes tempos, o uso de 15 min
tornou-se indispensavel uma vez que as recuperacdes conferiram aos ensaios maior

exatidao.

5.1.5 Proporcéo de isopropanol na fase extratora

O volume do solvente dispersor no processo de microextragdo €
extremamente importante, uma vez que a falta ou excesso do mesmo pode acarretar
em extracdo incompleta dos analitos (MACIEL, 2013). A proporcédo ideal de
solventes foi avaliada objetivando a maior recuperacao dos analitos.

Amostras de biodiesel com adicdo de analitos Na, K, Ca e Mg foram
pesadas e aquecidas a 75 °C e logo em seguida submetidas a injecdo rapida da
mistura contendo o extrator (HNO3 0,5 mol L™ (25%, v/v)) e dispersor (isopropanol
(60, 65, 70, 75, 80, 85%, v/v)) em seguida foram submetidas a agitacdo e em
seguida 15 min de centrifugacdo a 5600 g. Na Figura 8 e Tabela 6 estdo mostrados
os resultados obtidos para diferentes proporc¢des de isopropanol como dispersor nos
ensaios de RP-DLLME.
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Figura 8. Efeito da proporgcdo isopropanol na recuperacdo de Na, K, Ca e Mg.
Condicdes: massa de amostra: 10 g; propor¢ao do isopropanol: de 60% a 85%
em relacdo a solucdo de solvente extrator HNO3; a 0,5 mol L™; volume da
mistura de extrator e dispersor: 1,0 mL; temperatura: 75 °C e centrifugagéo (15

min a 5600 g). As barras de erros representam o desvio padrédo (n=3).
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Tabela 6. Teste Tukey (nivel de confianca de 95%), avaliacdo do efeito de diferentes

proporcdes de isopropanol na recuperacao de Na, K, Ca e Mg.

Isopropanol (%) Na K Ca Mg
60 a a a a
65 a b b b
70 ab abc b b
75 a c ac a
80 a c ac b
85 ab ac b b

Os ensaios com 65 e 70% de isopropanol ndo foram considerados
estatisticamente diferentes para todos os analitos simultaneamente (teste Tukey
nivel de confianca de 95%), enquanto o0s demais ensaios mostraram-se
estatisticamente diferentes entre si para pelo menos um dos analitos. Porém as
melhores recuperagcdes especialmente para Na e K justificam o uso de 65% de
isopropanol em relacao a solugdo de HNO:s.

Para Soédio as recuperacdes foram consideradas estatisticamente iguais
(teste de Tukey com nivel de confianca de 95%) para todos os ensaios avaliados.
Porém, para Na o RSD foi considerado o mais elevado quando comparado ao K, Ca
e Mg, variando de 0,7 a 16%.

Observou-se que quanto maior a fase de dispersor menor torna-se a
recuperacdo para K, uma vez que diminui o volume da solucdo de extrator
proporcionalmente. Para o Potassio a melhor recuperacdo pode ser observada com
65% de dispersor. Com base nos resultados apresentados, pode-se comprovar que
0 uso de 65% de isopropanol na mistura de solventes dispersor e extrator foi
considerado ideal para ao analito Na, K, Ca e Mg, viabilizando sua aplicacao a todos

0S ensaios subsequentes.

5.1.6 Concentracdo de HNO3 na fase extratora

A influéncia da concentracdo do HNOgj; foi avaliada, levando em
consideracao que a extracao ocorre necessariamente com volume e concentracao
adequados. O volume da fase extratora foi fixado em 35% (v/v) mediante ensaios
realizados anteriormente com a proporcdo da fase dispersora. Assim, foram

realizados ensaios de recuperacdo onde foi identificada a melhor concentragéo de



51

solucdo de HNO3 para que ocorra a extracao eficiente dos analitos da fase da
amostra.

Amostras de biodiesel com adicdo de analitos Na, K, Ca e Mg foram
pesadas e aquecidas a 75 °C e logo em seguida submetidas a injecao rapida da
mistura contendo o extrator (HNOs; a 0,5, 1,0, 1,5 e 2,0 mol L™ (35%, viv)) e
dispersor (isopropanol (65%, v/v)) em seguida foram submetidas a agitacdo e em
seguida 15 min de centrifugacdo a 5600 g. O procedimento de RP-DLLME foi
avaliado em diferentes concentracbes de HNO3; e comparados ao ensaio com uso
apenas de agua ultrapura como solvente extrator. Os dados referentes a esses
ensaios estdo mostrados na Figura 9 e Tabela 7.
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Figura 9. Ensaios de recuperacdo para avaliacdo da concentracdo de HNO:;.
Condicdes: massa de amostra: 10 g; dispersor: 65% de isopropanol; extrator:
variacdo de concentracdo de HNOs; de 0 a 2,0 mol L"; volume da mistura de
extrator e dispersor: 1,0 mL ; temperatura da amostra: 75 °C; centrifugacéo:

(15 min a 5600 g). As barras de erros representam o desvio padréo (n=3).
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Tabela 7. Teste Tukey (nivel de confianca de 95%), avaliacdo do efeito de diferentes

concentracdes de HNO; na recuperacéo de Na, K, Ca e Mg.

Concentracdo HNO3 (mol L-1) Na K Ca Mg
0 a a a a
0,5 a b b
1 a bc c C
1,5 b C o bc
2 C b c d

Os testes de comparagcdo de médias com base nas recuperacoes
mostraram que houve diferenca estatistica entre os tratamentos para os analitos nos
diferentes ensaios (teste de Tukey com nivel de confianca de 95%). Sendo que 0s
melhores resultados de recuperacao para Na, K, Ca e Mg foram obtidos a partir dos
ensaios realizados com as concentracées de 0,5 e 1,0 mol L™. Esses ensaios entre
si ndo apresentaram diferenca estatistica de médias quando comparados para Na, K
e Mg (teste de Tukey com nivel de confianca de 95%), sendo que a melhor
recuperacdo para Ca se manteve nos ensaios de 0,5 mol L™.

No procedimento de extracdo realizado apenas com agua como extrator,
apenas para Na a recuperacéao foi efetiva de 105% com RSD de 0,8%. Entretanto,
0s outros analitos K, Ca e Mg obtiveram baixas recuperac¢des na auséncia do HNO3

O ensaio com 0,5 mol L™ mostrou-se mais eficiente na recuperacéo dos
analitos Na, Ca e Mg tendo seus valores de recuperacdo de 105, 103 e 97%,
respectivamente. O RSD encontrado para Na, Ca e Mg foram 0,7; 0,9; 2,8,
respectivamente.

O uso da solugcdo contendo concentracdo de 0,5 mol L™ pode ser
selecionado, uma vez que os ensaios com concentracdo de 0,5 e 1,0 mol L™ ndo
apresentaram diferenca estatistica (teste t-student com nivel de confianca de 95%)
para ao metais Na, K e Mg. JA o K obteve maior recuperagcdo com extracao
realizada com 0,5 mol L™, associados aos beneficios do uso de solucées diluidas no
preparo de amostras. Para todos 0s ensaios posteriores a solugdo extratora foi
fixada a 0,5 mol L™

5.1.7 Volume da fase dispersora/extratora
A influéncia do volume total da mistura de solventes de dispersor e extrator
na extragcao dos analitos foi avaliada com o intuito de promover ao processo de

preparo de amostra maior exatiddo na recuperacdo e garantir que 0s solventes
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necessarios para extracdo estejam em quantidades apropriadas, favorecendo uma

extracao considerada eficiente e sem uso excessivo de reagentes.

Os ensaios foram desenvolvidos com diferentes volumes da mistura dos

solventes dispersor e extrator, onde o0s mesmos foram conduzidos com as mesmas

condigbes. Amostras de biodiesel com adicdo de analitos Na, K, Ca e Mg foram

pesadas e aquecidas a 75 °C e logo em seguida submetidas a injecdo rapida da

mistura contendo o extrator (HNO3 0,5 mol L™ (35%, v/v)) e dispersor (isopropanol

(65%, v/v)). A mistura contendo o extrator e dispersor foram injetados nas amostras

e avaliado os volumes de 0,5, 1,0, 1,5 e 2,0 mL. As mesmas foram submetidas a

agitacdo e em seguida 15 min de centrifugacdo a 5600 g. Os dados obtidos através

desses ensaios estdo mostrados na Figura 10 e Tabela 8.
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Figura 10. Ensaios de recuperacdo para avaliacdo do volume mistura de solventes

dispersor e extrator. Condi¢des: massa de amostra: 10 g; dispersor: 65% de
isopropanol; extrator: HNO; a 0,5 mol L™"; volume da mistura de extrator e
dispersor: de 0,5 a 2,0 mL ; temperatura da amostra: 75 °C; centrifugagéo: (15

min a 5600 g). As barras de erros representam o desvio padrdo (n=3).
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Tabela 8. Teste Tukey (nivel de confianca de 95%), avaliacdo do efeito de diferentes

volumes da mistura de solventes na recuperacéo de Na, K, Ca e Mg.

Volume da fase extratora (mL) Na K Ca Mg
0,5 a a a a
1 b a b a
1,5 c b a b
2 c b b b

Os melhores resultados de recuperacéao foram obtidos a partir do uso 0,5 e
1,0 mL de mistura de solventes extrator e dispersor. Para os elementos K e Mg as
médias ndo foram consideradas estatisticamente diferentes (teste de Tukey com
nivel de confianca de 95%). Porém, para Na e Ca os valores de recuperacgao tiveram
suas médias consideradas estatisticamente diferentes (teste de Tukey com nivel de
confianca de 95%), evidenciando uma maior recuperacdo para 0S ensaios que
utilizaram de 1,0 mL de fase dispersora/extratora. O sédio teve sua recuperagao
muito reduzida com fase extratora com menor volume. A partir disso, o volume de

1,0 mL foi fixado como volume adequado para ensaios posteriores.

5.1.8 Temperatura

Por fim, foi avaliada a influéncia do controle de temperatura das amostras
nos ensaios de recuperacéo. A literatura apresenta estudos onde o procedimento de
RP-DLLME foi proposto sem o uso de controle de temperaturas (DAIRI et al., 2015;
LIU et al., 2013; GODOY-CABALLERO et al., 2013). Entretanto alguns métodos de
RP-DLLME encontrados apresentam o uso de aquecimento das amostras, citando o
uso de controle de temperatura como indispensavel para o desenvolvimento do
método nos procedimentos de RP-DLLME em amostras viscosas (LOPEZ-GARCIA
et al., 2014; LOPEZ-GARCIA et al., 2015).

No presente estudo, em ensaios preliminares ndo mostrados, por meio de
observacao visual, foi possivel perceber a falta de dispersédo da mistura de solventes
em amostras com temperaturas inferiores a 45 °C. Neste caso, apés a injecdo da
fase dispersora/extratora, a mesma permaneceu sob a amostra e sedimentando
lentamente apOs alguns segundos e em gotas grandes ndo ocorrendo a dispersao
imediata. Consequentemente, ndo resultando em formacéo de solugao turva e nem
na presenca de microgotas, caracteristica importante para que ocorra a extracdo dos
analitos (REZAEE et al, 2010; HASHEMI et al., 2011). Observou-se também que
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com a temperatura de 80 °C, no entanto, houve a evaporacao de parte do dispersor,
logo quando injetado, o que inviabilizou o uso dessa temperatura para os testes
subsequentes. Provavelmente, isso ocorreu devido ao ponto de ebulicdo do
isopropanol ser de 82,6 °C.

Um Unico trabalho foi encontrado na literatura com a aplicacdo de RP-
DLLME para determinacdo de metais, em amostras de O6leos comestiveis. A
temperatura proposta para estudo realizado por Lopez-Garcia e colaboradores
(2014) foi de 80 °C, usando isopropanol como dispersor.

Amostras de biodiesel com adicdo de analitos Na, K, Ca e Mg foram
pesadas e aquecidas a 45, 55, 65 e 75 °C e logo em seguida submetidas a injecao
rapida de 1 mL da mistura contendo o extrator (HNO3 0,5 mol L™ (35%, v/v)) e
dispersor (isopropanol (65%, v/v)) em seguida foram submetidas a agitacdo e em
seguida 15 min de centrifugacdo a 5600 g. Na Figura 11 e Tabela 9, estédo
mostrados o0s resultados obtidos para ensaios realizados com diferentes

temperaturas.
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Figura 11. Ensaios de recuperacdo para avaliacdo do uso de diferentes temperaturas
das amostras. Condi¢cdes: massa de amostra: 10 g; dispersor: 65% de
isopropanol; extrator: HNO3; a 0,5 mol L™; volume da mistura de extrator e
dispersor: 1,0 mL ; temperatura da amostra: de 45 a 75 °C; centrifugacao:

(15 min a 5600 g). As barras de erros representam o desvio padrédo (n=3).
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Tabela 9. Teste Tukey (nivel de confianca de 95%), avaliacdo do efeito de diferentes

temperaturas da amostra na recuperacdo de Na, K, Ca e Mg.

Temperatura (°C) Na K Ca Mg
45 a a a a
55 b b b b
65 b b b b
75 C b b C

Os tratamentos com 55, 65 e 75 °C apresentaram recuperacoes
consideradas satisfatérias, enquanto os ensaios realizados com a temperatura de 45
°C apresentou baixas recuperacoes para Na, K e Ca.

Para Potassio e Célcio, os ensaios com 55, 65 e 75 °C ndo se mostraram
estatisticamente diferentes, enquanto que para Na e Mg o ensaio com melhor
recuperagdo foi o que utilizou temperatura de 75 °C. Para ensaios posteriores a
temperatura das amostras foi fixada em 75 °C, uma vez que todos os analitos

obtiveram maiores recuperacdes e os RSD inferiores.

5.2 CONDICOES PARA APLICACAO DE RP-DLLME EM BIODIESEL

Mediante todos os ensaios desenvolvidos ao longo dessa pesquisa, ficaram
definidas as condi¢cdes consideradas ideais para a aplicacdo do procedimento de
RP-DLLME em amostras de biodiesel para posterior determinacéo de Na, K, Ca e
Mg. Dentre os parametros avaliados, as melhores condigbes estdo mostradas na
Tabela 10.

Tabela 10. Condi¢cbes ajustadas para aplicacdo de metodologia de RP-DLLME para

determinacéo Na, K, Ca e Mg em amostras de biodiesel.

Parametros Melhores condicBes
Solvente dispersor Isopropanol, 650 pL
Solvente extrator HNO3 0, 5 mol L™, 350 pL
Centrifugagéo 15 min a 5600 g
Temperatura 75 °C

Massa de amostra 10g
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A partir dos ajustes das condicbes do método, o mesmo pode ser
caracterizado e aplicado em amostras de biodiesel comercial para quantificagcdo dos
analitos. A exatiddo do método foi avaliada por meio de ensaios de recuperacéo

aplicados em diferentes faixas de concentracdo dos analitos e diferentes amostras.

5.2.1 Curva de calibracao e faixa linear para determinacdo de Na, K, Ca e Mg por F
AAS

Para avaliar a faixa de calibracdo analitica e faixa linear foi feita a calibragéo
externa do equipamento com solucdes de referéncia aquosas multielementares em
diferentes concentracdes. As solucbes foram preparadas com agua ultrapura com
HNO3; 0,5% (v/v) com solucdo de Schinkel 0,5% (v/v). Os valores de faixa linear
foram observados a partir da relagéo entre o sinal de absorbancia obtido em altura e
a concentracdo dos analitos na curva de calibragéo e representada pelo coeficiente
de correlacdo linear (R?) (INMETRO, 2011; GONZALES e HERRADOR, 2007). Os
dados de faixa linear, coeficiente de correlacéo linear (R?) e equacédo da reta estdo

mostrados na Tabela 11.

Tabela 11. Coeficiente de correlagéo linear, equagéo da reta e faixa linear da curva de

calibracdo externa para Na, K, Ca e Mg.

Analito R* Equacao dareta Faixa linear, mg L™
Na 0,994 y =0,3123x + 0,0321 0,1-2,0
K 0,998 y =0,5381x + 0,0248 0,1-2,0
Ca 0,996 y = 0,0157x - 0,0002 0,1-2,0
Mg 0,999 y =0,422x - 0,0046 0,1-2,0

* R*: coeficiente de correlacéo linear.

Para Na, K, Ca e Mg observou-se faixa linear entre as concentra¢gées de 0,1
a 2,0 mg L™. Todos os analitos obtiveram um coeficiente de correlacéo linear igual

ou superior a 0,99, os quais podem ser considerados lineares (GREEN, 1996).

5.2.2 Limites de deteccao e quantificacédo
Os LD’s e o LQ’s instrumentais e do método proposto foram calculados
conforme recomendado pelo INMETRO, (2011). Os LD’s e LQ’s instrumentais foram

determinados a partir de medidas do branco das amostras (n=10) para todos os
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analitos. O branco foi preparado a partir de 1 mL de mistura dos solventes extrator e
dispersor diluidos em baldo volumétrico de 5 mL com &gua ultrapura e adicdo de
solucéo de Schinkel 0,5% (v/v).

Para a determinacdo dos LD’s e do LQ’s do método foram levados em
consideracdo afericdo, massa da amostra e diluicho durante o preparo das
amostras. Os LD’s e 0 LQ’s do método proposto estdo mostrados em mg kg™. Na
Tabela 12 estdo listados os valores referentes aos LD’s e LQ’s instrumental e do

método.

Tabela 12. Parametros para determinacdo de Na, K, Ca e Mg em amostras de biodiesel por

espectrometria atbmica com o emprego de RP-DLLME.

Analito LD pg L™ LQ pg L™ LD* mg kg™ LQ° mg kg™
Na 0,02 0,07 0,01 0,04
K 0,03 0,04 0,01 0,02
Ca 0,03 0,09 0,02 0,05
Mg 0,08 0,16 0,04 0,08

LD" e LQ": Limite de deteccdo e quantificacdo instrumental; LD* e LQ’: Limite de deteccdo e

quantificacdo do método desenvolvido.

Os valores correspondentes aos LD’s e ao LQ’s foram considerados
inferiores aos limites maximos estipulados pela legislacdo brasileira vigente para
amostras de biodiesel. Os limites maximos para a soma de Na e K s&o de 5 mg kg™
e a soma de Ca e Mg também ndo podem ultrapassar 5 mg kg™.

A metodologia indicada pela ABNT NBR 15556 para determinagdo de Na, K,
Ca e Mg em amostras de biodiesel, sugere a deteccdo de Na, K, Ca e Mg em
concentracdes iguais ou superiores a 0,1 mg kg ™*; 0,5 mg kg™; 1,0 mg kg e 0,1 mg
kg™, respectivamente.

Os LD’ e LQ’s do método para todos os analitos encontrados pelo método de
RP-DLLME séo inferiores aos limites da norma da ABNT NBR 15556, o que viabiliza

a aplicacdo do método proposto nesse estudo.

5.2.3 Estudo da exatidéo e precisao

A exatidao e precisdo do método para determinacdo de Na, K, Ca e Mg em

amostras de biodiesel, foram determinadas a partir de ensaios de recuperacao e 0s



59

seus respectivos RSD. Os ensaios (n=3) foram realizados com adi¢cdo de analitos
com massa de 10,0 pg e 50,0 pg com padrdo multielementar Conostan®. Os

resultados obtidos para esse estudo estédo dispostos na Tabela 13.

Tabela 13. Ensaios de recuperacdo em concentracdes distintas. Adicdo de massa dos

analitos 10 ug e 50 ug para Na, K, Ca e Mg em amostras de biodiesel misto sebo/soja (n=3).

Na K Ca Mg
Adicao pg R (%) RSD (%) R(%) RSD((%) R(%) RSD(%) R (%) RSD (%)
10 105 0,7 94 4,2 103 0,9 97 2,8
50 99 0,8 108 51 107 3,2 106 1,0

R: Recuperagédo; RSD: Desvio relativo padréo.

Para os ensaios com adicéo de 10,0 pg do padrao contendo os analitos, as
recuperacdes observadas ficaram entre 94 e 105 %. J4 para a adicdo de 50,0 ug as
recuperacdes se mantiveram entre 99 e 108%. Cabe ressaltar que o maior RSD
obtidos foi para o K, sendo de 5,1% e o menor para Na de 0,7%.

Tanto os valores de recuperacdo quanto os valores de RSD foram
considerados adequados, levando em consideragéo a concentragao dos analitos na
amostra (aproximadamente 1,0 pug g), a recuperacédo manteve-se entre 80 e 110%
e RSD maximo foi inferior a 11% conforme recomendado por Gonzaléz e Herrador
(2007). Os ensaios de recuperacao para Na, K, Ca e Mg com as condi¢cdes
ajustadas mantiveram-se dentro dos valores recomendados pelos autores citados
levando em consideracéo valores de recuperacao e RSD, o que ressalta a exatidao

e precisdo do método.

5.3 APLICACAO DO METODO DESENVOLVIDO EM AMOSTRAS DE BIODIESEL
RECUPERACAO E QUANTIFICACAO DOS ANALITOS

O método proposto foi aplicado a amostras de biodiesel de diferentes
plantas produtoras e sintetizados a partir diferentes matérias-primas com a finalidade
de verificar a aplicabilidade do método proposto a possiveis variagdes na matriz da
amostra.

As amostras foram escolhidas de acordo matérias-primas usadas na

producdo dos mesmos, conforme relatorio da ANP (DEZEMBRO, 2015), onde estdo
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entre ao mais produzidos: soja, sebo sovino, sebo/soja (1:1) e algoddo. Para os
ensaios de recuperacdo todas as amostras foram submetidas a adi¢cdo de 10 ug de
cada analito. Além disso, o método desenvolvido foi aplicado a diferentes amostras
sem a adicdo de analitos para determinacao e quantificacdo de Na, K, Ca e Mg. Os
resultados de ensaios de recuperacéo e as concentracdes de Na, K, Ca e Mg nas

amostras sem adi¢cédo de analitos estdo mostrados na Tabela 14.
Tabela 14. Ensaios de recuperacdo e quantificacdo de Na, K, Ca e Mg em amostras de

biodiesel, aplicando metodologia otimizada empregando RP-DLLME por F AAS (n=3).

Recuperacao
Na K Ca Mg
Amostra > > > >

R(%) RsD R(%) RsD R (%) RSD R (%) RSD
Sojal 103 3,2 101 9,4 110 2,3 98 3,2
Soja 2 108 2,4 101 9,0 110 4,6 95 2,8
Sebo/soja1? 105 0,7 94 4,2 103 0,9 97 2,8
Sebo/soja 2? 108 2,4 93 4,4 105 7.9 100 2,5
Algodéo 98 0,1 104 3,3 102 3,5 99 3,9

Quantificagéo
Na K Ca Mg
Amostra =1 " = =1

mg k SD mgk SD mg Kk SD mg k SD
Sojal 0,410 =0,02 <LD - 0,052 +0,00 0,056° + 0,00
Soja 2 0,258 +0,00 <LD - 0,034° +0,00 <LD -
Sebo/soja1? 0,289 0,01 <LD - 0,037° +0,00 <LD -
Sebo/soja 2? 0,034° *0,00 0,02 + 0,00 0,024° +0,00 0,089 + 0,00
Algodao 0,623 *0,03 <LD - 0,040° + 0,00 <LD -
LD método 0,01 0,01 0,02 0,04
LQ método 0,04 0,02 0,05 0,08

a: Amostras com matéria-prima composta por 50% sebo bovino e 50% 6leo de soja;
b: Recuperacéo.
c¢: Analitos abaixo do LQ do método.

As recuperag0des para todos os analitos mantiveram-se entre 93 e 110% e os
RSD entre 0,1 e 9,4%. Os maiores valores de RSD foram observados para K, que
variaram de 3,3 e 9,4%.

A deteccdo de Na foi possivel em todas as amostras analisadas, enquanto
gue a quantificacdo nao foi obtida apenas para a amostra de sebo/soja 2. O analito
frequentemente encontrado nas amostras foi o Na o0 que reafirma a rota de
transesterificagdo com uso do catalizador hidroxido de sédio como indicado pelos
fabricantes de todas as amostras. Potassio por sua vez nao foi quantificado em

nenhuma das amostras reafirmando que a presenca desse metal esta vinculada ao
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uso de hidréxido de potéssio na rota de transesterificacdo, o que ndo € o caso das
amostras analisadas.

O calcio pode ser detectado em todas as amostras e quantificado apenas na
amostra soja 1. O magnésio por sua vez, foi detectado nas amostras soja 1 e sebo/
soja 2 sendo quantificado apenas na segunda amostra.

Para todas as amostras analisadas constatou-se que os analitos estudados
estdo abaixo dos limites maximos estipulados pela legislacdo brasileira que é de 5
mg kg™ para a soma de Na e K e de 5 mg kg™ para a soma de Ca e Mg em
amostras de biodiesel (ANP n°14/2012).

Como os elementos Na, K, Ca e Mg estdao em baixas concentragbes nas
amostras de biodiesel analisadas, reafirma-se a necessidade do uso de metodologia
gque empregue etapa de pré-concentracdo dos analitos, tornando possivel a
determinacdo dos analitos detectaveis por F AAS, dentro da faixa linear e com

calibragcao externa.
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6 CONCLUSOES

Neste estudo um novo método para determinacdo de Na, K, Ca e Mg foi
desenvolvido com a finalidade de simplificar a etapa de preparo de amostras usando
RP-DLLME. Neste caso, foi possivel a extragdo e pré-concentracdo simultdnea dos
analitos. Além disso, com o procedimento RP-DLLME proposto foi possivel promover
agilidade nas analises de rotina exigidas pela legislacédo e realizadas em amostras
de biodiesel para determinacao desses elementos por F AAS.

Para o procedimento de preparo de amostras proposto, uma mistura de
solventes isopropanol (dispersor, 650 uL) e HNO3z 0,5 mol L™ (extrator, 350 pL) foi
injetada na amostra (1,0 g) pré-aquecida a 75 °C com o auxilio de um pipeta
automatica. Ap6s centrifugacdo (15 min a 5600 g), a fase da amostra foi entdo
retirada parcialmente com auxilio de pipeta e transferida a fase aquosa para balao
volumétrico, para posterior determinacéo elementar por FAAS.

O procedimento de RP-DLLME proposto nesse estudo mostrou-se rapido e
de facil execucdo, quando comparado a outras técnicas utilizadas para preparo de
amostras de biodiesel, as quais geralmente empregam etapas de decomposi¢cao
morosas com acidos oxidantes concentrados em grandes volumes, uso de
equipamentos com custo elevado (digestdo por via Umida assistida por micro-
ondas), procedimentos de diluicdo com solventes (xileno e/ou querosene) e preparo
de solucBes de referéncia para calibracdo com custo elevado (ABNT NBR 15556).

Pode-se destacar como principais vantagens do método proposto as
seguintes caracteristicas: tempo reduzido na etapa de preparo de amostras,
simplicidade na execucéo e consumo reduzido de solventes, caracteristica desejavel
para o preparo de amostras e de acordo com 0s principios da quimica verde.

Na etapa de determinacdo dos analitos por F AAS, foi possivel a calibracédo
externa com solucdes de referéncias aquosas mistas, suprimindo a necessidade de
ajustes de viscosidade, do uso de solventes como xileno e querosene e de padrdes
multielementares organometalicos, o que aumenta o custo da analise.

Quanto as caracteristicas analiticas do método, ainda pode-se destacar 0s
valores satisfatorios para LD’s e LQ’s, exatidao (94 a 108%) e precisdo (melhor que
5,1%), além de fator de enriquecimento dos analitos superior a 15. Dessa forma, os

aspectos relacionados acima comprovam a viabilidade de aplicacdo do método
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proposto para andlises de rotina para amostras de biodiesel de diferentes matérias-
primas para determinacéo de Na, K, Ca e Mg por FAAS.
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