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MULTI-ELEMENT DETERMINATION IN BIODIESEL SAMPLES USING ENERGY DISPERSIVE X-RAY FLUORESCENCE
SPECTROMETRY AFTER EXTRACTION INDUCED BY EMULSION BREAKING. A method for determining Cd, Cr, Cu, and
Fe in biodiesel samples is proposed using energy dispersive X-ray fluorescence spectrometry (EDXRF) after extraction induced by
emulsion breaking (EIEB). A volume of 7.0 mL of biodiesel and an aliquot of 500 uL of Triton X-100 solution (2%, v v™') prepared
in nitric acid were used to prepare the emulsion. After 5 min of manual agitation, phase separation was performed by centrifugation
for 5 min at 2000 rpm. A 100 pL aliquot of the enriched aqueous phase was collected and applied to the center of a filter paper. After
drying, the analysis was performed directly on the paper using EDXREF. The detection limits were 60, 20, 30, and 60 ug kg™ for Cd,
Cr, Cu, and Fe, respectively. Recovery tests were performed by adding 450 ug kg! of the analytes in biodiesel samples, and the results
varied between 87 and 113%. The procedure was applied to biodiesel samples, and the concentrations obtained for the four analytes
were compared with those obtained by inductively coupled plasma optical emission spectrometry (ICP OES) after sample digestion.
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INTRODUCAO

Alguns elementos metdlicos podem causar a oxidacdo do
biodiesel, diminuindo seu desempenho nos motores de veiculos
automotivos.'? Além disso, em muitos casos, mesmo quando presentes
em baixas concentragdes, a queima de combustivel contaminado
pode ocasionar a emissdo de metais para a atmosfera, causando
problemas de contaminagdo ambiental.> Assim, o desenvolvimento
de novos métodos analiticos para monitorar essas espécies quimicas
em amostras de biodiesel é importante.*

Métodos empregando técnicas espectrométricas atomicas
tém sido usados para determinar contaminantes inorgdnicos em
amostras de biodiesel. A espectrometria de absor¢do atdmica com
chama (FAAS), espectrometria de massa com plasma acoplado
indutivamente (ICP-MS), espectrometria de emissdo Optica com
plasma acoplado indutivamente (ICP OES), e espectrometria de
absorc@o atomica em forno de grafite (GF AAS) sdo as técnicas
mais comuns utilizadas para a determinagdo de metais em amostras
de biodiesel.*® Recentemente, a espectrometria de fluorescéncia de
raios-X por dispersdo de energia (EDXRF) tem sido utilizada para
andlise de combustiveis, incluindo amostras de biodiesel;” porém, a
técnica ainda € pouco explorada para esta aplicagdo. Em geral, um
procedimento de pré-concentracdo € necessario antes da determinagio
dos analitos em combustiveis por EDXRF. Nesse sentido, a associagdo
da EDXREF e extragdo em liquido-liquido (LLE) ou extracdo em
fase sélida (SPE) tem sido proposta para esse fim. Essa associacio
tem demonstrado alta capacidade de aplicacdo da técnica devido a
caracteristicas como possibilidade de determina¢dao multielementar,
limites de detec¢@o adequados e menor custo quando comparada a
outras técnicas espectroanaliticas.®®

Entre as possibilidades de técnicas de extrag@o, os sistemas emul-
sificados tém sido utilizados para o preparo de amostras organicas
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para determinagdo de metais por técnicas espectrométricas, evitando
procedimentos de digestdo que requerem aquecimento e uso de dcidos
concentrados. Com esse tipo de preparo, existe a possibilidade de and-
lise direta da emulsdo formada com a amostra,'® ou, ainda, a andlise
de uma fase enriquecida obtida por extragdo em ponto nuvem (CPE)
ou extracdo induzida por quebra de emulsido (EIEB).!'> Associadas
a EIEB, diferentes técnicas de deteccdo podem ser utilizadas,''3!#
incluindo EDXRF;"!5 entretanto, a associa¢do entre EDXRF e EIEB
para determinac@o multielementar em amostras de biodiesel ndo foi
descrita anteriormente.

Este trabalho teve como objetivo desenvolver um método analitico
para determinag@o de Cd, Cr, Cu e Fe em amostras de biodiesel por
EDXREF ap6s a aplicacdo de um procedimento empregando a EIEB.
A emulsdo da amostra foi preparada usando Triton X-100 e solucéo
de 4cido nitrico com as condi¢des da EIEB estabelecidas apds a
aplicacdo de um planejamento experimental.

PARTE EXPERIMENTAL
Instrumentacio

As determinagdes foram realizadas com um espectrometro de
fluorescéncia de raios-X por dispersdo de energia (Epsilon 1, Malvern
Panalytical, Holanda) com tubo de prata. O equipamento foi calibrado
usando material de referéncia de disco de vidro (FLX-C3, Fluxana,
Bedburg-Hau, Alemanha). Um tempo de irradia¢do de 60 s foi usado
nas andlises, e 50 kV de voltagem do tubo foi usado para Cd e Cu e
20kV para Cr e Fe. Uma corrente de tubo de 10 mA e uma atmosfera
de ar foram usadas para as andlises. As linhas analiticas empregadas
foram: Cd 23,1 keV (Ka); Cr 5,40 keV (Ka); Cu 8,04 keV (Ka); e
Fe 6,4 keV (Ka). Os filtros utilizados nas analises foram Cu-500,
Al-200, Ag e Al-200 para Cd, Cr, Cu e Fe, respectivamente.

Para fins comparativos, foi utilizado um espectrometro de emissdo
Optica com plasma acoplado indutivamente com configuragio axial
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(Vista-PRO, Varian, Mulgrave, Australia) equipado com um detector
de dispositivo de carga acoplada (CCD). As condig¢des de operacio
foram: poténcia (1,3 kW), geragdo de radiofrequéncia (40 MHz), fluxo
de gés de plasma (15,0 L min™), fluxo de gds auxiliar (1,5 L min"') e
fluxo de gds do nebulizador (0,70 L min''). As amostras de biodiesel
foram submetidas a digestao acida usando um forno de micro-ondas
equipado com um rotor 8NXQ80 com oito digestores de quartzo
fechados e sensores de pressao e temperatura (Multiwave-PRO, Anton
Paar, Graz, Austria). Ap6s o procedimento de digestdo, uma camara
Sturman-Masters e um nebulizador V-groove foram utilizados para
introdugdo da amostra no espectrometro.

Os experimentos foram realizados em tubos de centrifuga
com capacidade interna de 15 mL. Para promover a quebra da
emulsdo e facilitar a coleta da fase enriquecida, foi utilizada uma
centrifuga (modelo 5500D CienTec, Sao Paulo, Brasil). As pesagens
foram realizadas em balanca analitica modelo TE214S (Sartorius,
Goettingen, Alemanha) com precisdo de + 0,1 mg.

Reagentes, solucoes e amostras

As solucdes foram preparadas usando dgua deionizada
(resistividade > 18 M(Q) cm) obtida de um purificador de 4gua Milli-Q
(Millipore, Bedford, EUA). Todas as vidrarias e frascos foram
colocadas em banho com soluc@o de écido nitrico (1,4 mol L) e
enxaguados com dgua antes do uso. Todos os reagentes foram de grau
analitico. Acido nitrico (65%, m m™) (Merck, Darmstadt, Alemanha)
foi empregado para preparar as solug¢des de dcido nitrico. O 4cido
nitrico também foi empregado no procedimento de decomposicio
da amostra. Para a decomposicdo da amostra por micro-ondas
utilizou-se, também, perdxido de hidrogénio (30%, m m™) (Merck,
Darmstadt, Alemanha). Triton X-100 da Acros Organics (St. Louis,
EUA) foi usado como surfactante. As solucdes de Triton X-100
utilizadas para emulsificar as amostras de biodiesel foram preparadas
dissolvendo-se uma massa conveniente do tensoativo em solucdo de
HNO, 0,1 mol L.

As solugdes usadas para obtencdo das curvas de calibragdo
para as determinacdes por EDXRF foram preparadas a partir de
um padrdo organometdlico multielementar (AccuStandard Inc.,
New Haven, EUA) contendo 100 pg g' dos analitos. Os brancos
analiticos e solu¢des padrdo foram preparados usando 6leo
mineral base (AccuStandard), livre dos analitos, e submetidos ao
mesmo procedimento de EIEB das amostras. Para a analise por
ICP OES, solucdes de trabalho multielementares foram preparadas
diluindo solugdes estoque 1000 mg L' (SpecsolQuimlab, Jacarei,
Brasil) de cada elemento (Cd, Cr, Cu e Fe) em solucdo de dcido
nitrico 0,01 mol L.

Papéis de filtro Whatman 42 (Maidstone, Inglaterra) foram
cortados em discos de 40 mm de didmetro e usados como suportes
para analise das amostras de biodiesel por EDXRF.

Testes de recuperacio foram realizados com amostras de biodiesel
enriquecidas com uma solu¢do organometdlica contendo Cd, Cr,
Cu e Fe. Todas as amostras foram preparadas em triplicata, e as
medi¢des foram realizadas de acordo com as condicdes estabelecidas
apds planejamento experimental. Cinco amostras de biodiesel
comercial (B100) foram utilizadas para aplicar o método analitico
proposto.

Procedimento de digestao

Com o objetivo de comparacdo de resultados, amostras de
biodiesel foram digeridas usando um sistema assistido por micro-
ondas e, posteriormente, as determinacdes dos analitos foram
realizadas por ICP OES. Para o procedimento de digestdo, foram
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utilizados 250 mg de cada amostra. Depois de pesar a amostra,
7,0 mL de 4cido nitrico e 1,0 mL de perdxido de hidrogénio foram
adicionados no recipiente de digestdo. O seguinte programa de
aquecimento foi utilizado: (i) 500 W por 4 min; (ii) 750 W por 2 min;
(iii) 1000 W por 15 min; (iv) 750 W por 5 min; e (v) ventilacido por
15 min. Ap6s a digestdo, as amostras foram diluidas com dgua para
25,0 mL.7!° Os limites de deteccdo estimados para determinagdo dos
analitos por ICP OES na configuragdo axial, apés o procedimento
de digestao, foram 8, 11, 25 e 15 pg kg para Cd, Cr, Cu e Fe,
respectivamente.

Otimizacao da composicao da emulsao

Um planejamento fatorial completo (2%) foi usado para investigar
as condicoes da EIEB. A concentracdo de HNO; em mol L, o teor
de Triton X-100 (%, m v') e o tempo de agitacdo foram as varidveis
escolhidas para investiga¢do. O planejamento fatorial completo
consistiu em 11 experimentos (8 em diferentes condigdes mais trés no
ponto central do planejamento experimental). O dominio experimental
das varidveis € mostrado na Tabela 1.

Resposta multipla (RM) foi usada como resposta quimiométrica,
e as intensidades de fluorescéncia normalizadas para cada analito (Cd,
Cr, Cu e Fe) foram usadas para obter a RM. O programa Statistica
6.0 (StatSoft, Inc., Tusla, EUA) foi usado para auxiliar as andlises
estatisticas dos dados experimentais.’

Procedimento geral

Para o preparo das emulsdes, um volume de 7,0 mL de amostra
de biodiesel foi transferido para um tubo de centrifuga de 15 mL. Em
seguida, foi adicionada uma aliquota de 500 uL de uma solucédo de
Triton X-1002% (m v') preparada em HNO, 0,1 mol L"!. A mistura
foi submetida a agitagdo manual por 5 min para formar a emulsao.
Ap6s agitagdo, a mistura foi centrifugada por 5 min a 2000 rpm para
quebra da emulsdo. Apés a centrifugagdo, foram coletados 100 uL
da fase aquosa enriquecida com o auxilio de uma micropipeta com
posterior gotejamento no centro de um papel filtro de formato
circular (40 mm de didmetro), conforme procedimento descrito
previamente.'®!? O papel foi entéo levado a uma estufa mantida a
50 °C e, apds a secagem, o papel foi analisado diretamente para
determinacdo de Cd, Cr, Cu e Fe por EDXREF. Os brancos analiticos
e solucdes padrio para as curvas de calibragdo foram preparados a
partir de 6leo mineral base livre dos analitos. Deve-se inferir que o
procedimento de extracdo funcionou igualmente para o éleo base
e as solugdes padrdes preparadas a partir dele com formagdo e a
quebra da emulsdao empregando os mesmos reagentes e condi¢des
das amostras.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Otimizacdo da extracio induzida por quebra de emulsao

O estudo da propor¢ao dos componentes da emulsdo € essencial
na extragdo de espécies metdlicas de amostras organicas usando
procedimentos envolvendo a EIEB. A propor¢do de biodiesel,
Triton X-100 e HNO, foi avaliada por meio de um planejamento
fatorial completo 23. A escolha das varidveis e do dominio
experimental foi realizada considerando estudos anteriores sobre o
uso da EIEB com posterior determinacdo de espécies inorganicas
em amostras de biodiesel por técnicas analiticas espectrométricas.'?

A ordem de realizag@o dos 11 experimentos do planejamento foi
aleatéria utilizando 7,0 mL de uma amostra de biodiesel previamente
dopada com 450 ug kg' de Cd, Cr, Cu e Fe. Foi feita triplicata no
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ponto central (PC) do experimento para avaliar o erro experimental.
Os niveis minimos (-) e maximos (+), o PC e os resultados da RM
obtidos para cada experimento estdo apresentados na Tabela 1. A
andlise dos resultados desse planejamento fatorial € apresentada como
um gréfico de Pareto na Figura 1.

Tabela 1. Matriz do planejamento fatorial completo (2*) com resultados das
respostas multiplas (RM) obtidos para a otimizagio da extragdo induzida
por quebra de emulsdo aplicada para determinagdo de Cd, Cr, Cu e Fe em
amostras de biodiesel

Concentracdo Co(;c;r;;trzﬁéo Tempo de
Experimento  de HNO; X-100 agita.lgﬁo RM
(mol L) % (m v (min)
1 +(1,0) +(12) +(5) 2,186
2 +(1,0) +(12) —(1) 2,834
3 +(1,0) -(2) +(5) 2,241
4 +(1,0) - ¢ 2,363
5 -(0,1) +(12) +(5) 1,460
6 -(0,1) +(12) —(1) 1,697
7 () -2 +(5) 2,691
8 -(0,1) -(2) —(1) 1,617
9 0(0,55) 0(7) 0(3) 2,746
10 0(0,55) 0(7) 0(3) 2,375
11 0(0,55) 0(7) 0(3) 2,149
(1) Concentragédo de HNO, 7//////////% 2,53212
7
2e3 %///////////////% -2,15256
7
1e3 %/////% -1,88602
1e2 1,837534
(4) Curvatura ’ 1,407225
(2) Concentragzo de Triton X-100 '
(3) Tempo de agitagdo
Efeito estimado (Valor absoluto) p=0,05

Figura 1. Grdfico de Pareto obtido a partir do planejamento fatorial completo
2% para avalia¢do da extragdo induzida por quebra da emulsdo

O planejamento fatorial demonstrou que, para o dominio
experimental estudado, nenhuma das varidveis investigadas foi
significativa no procedimento de EIEB. As concentragdes de
dcido nitrico e Triton-X 100 também ndo mostraram influéncia
significativa em estudo anterior.! Embora altas concentracdes de
dcido nitrico favoregam a disponibilizacdo de espécies metélicas de
amostras oleosas, esses resultados indicam que os analitos podem
estar na forma livre ou ligados através de interagdes fracas com
moléculas organicas no biodiesel. Este fato possibilita o uso de
uma solugdo diluida para a extracéio. Para o Triton X-100, o uso de
maior quantidade de tensoativo pode favorecer a formagao e maior
estabilidade da emulsao. Por outro lado, os resultados mostraram que
o uso de concentragdes menores levou a uma estabilidade adequada
das emulsdes e permitiu a migragdo dos metais para a fase aquosa.
Assim, as concentragdes de dcido nitrico e Triton X-100 escolhidas
foram 0,1 mol L' e 2% (m v'), respectivamente, por serem as
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condi¢des minimas estabelecidas no delineamento experimental,
favorecendo a economia no uso de reagentes € minimizando a geragao
de residuos.

A transferéncia de espécies inorganicas do biodiesel para a fase
aquosa exige uma investiga¢ao do tempo de extracdo. O grifico de
Pareto (Figura 1) mostrou que o tempo de agitagdo também nido
foi significativo no dominio experimental (1-5 min). Um tempo de
5 min foi escolhido para garantir tempo de contato suficiente entre
os componentes da emulsdo, permitindo a migracdo dos analitos
para a fase aquosa.

Figuras de mérito e aplicacido do método

Os padrdes orgdnicos utilizados na etapa de calibragdo foram
previamente preparados pela diluicdo de um padrdo organometdlico
em O6leo base e foram submetidos ao procedimento de EIEB antes
da andlise instrumental. A fragdo dcida enriquecida obtida apds
o procedimento de quebra da emulsao foi coletada e submetida a
analise por EDXRE, ap6s gotejamento em papel de filtro. Solucdes
do branco analitico também foram submetidas ao procedimento
proposto. Curvas analiticas correspondentes a determinagdo direta
dos elementos por EDXRF também foram construidas. O fator de
enriquecimento (FE), usado para avaliar o desempenho do sistema
de pré-concentragdo, foi calculado, usando a razio das inclina¢oes
das curvas de calibragdo obtidas apds o procedimento de pré-
concentracdo e sem o procedimento de enriquecimento dos analitos.
No procedimento sem pré-concentracio, realizou-se medidas diretas
em solugdes padriao organometdlicas preparadas com concentracdes
dos analitos a partir de 1000 ug kg'. Os FEs variaram de 12 para Fe
a 14 para Cd. Deve-se inferir que os FEs obtidos sdo resultados da
pré-concentragdo que ocorre tanto no preparo da amostra, quanto no
método de andlise, pois ao depositar a amostra no papel filtro e secar
o solvente, hd uma pré-concentracio adicional. Figuras de mérito do
método proposto estdo apresentados na Tabela 2.

As curvas de calibracdo apresentaram bons coeficientes de
correlagdo (R > 0,9914) e baixos limites de detec¢do (LOD) e
quantificagdo (LOQ) na ordem de mg kg™'. Os LOD das determinacoes
utilizando EDXRF foram estimados a partir da Equagao 1:

LOD=@3xa')x (BG /)" (1

onde a € a inclinagio da curva de calibragdo, BG € o background das
medi¢oes em cps e t € o tempo de irradiacdo, em segundos, para as
medi¢oes. Os LOQ foram estimados aplicando-se um fator de 3,3
vezes os valores de LOD. As precisdes (usando amostra dopadas com
450 pg kg para todos os analitos), avaliadas como desvio padrdo
relativo (DPR, %), ficaram entre 4% e 9%.

Testes de adi¢do e recuperagdo foram realizados adicionando
450 pg kg! de cada analito as amostras antes de aplicar o
procedimento de EIEB proposto. As recuperacdes foram calculadas
pela diferenca entre as concentracdes de analito encontradas no
biodiesel antes e depois da dopagem. Os resultados obtidos sdo
apresentados na Tabela 3. Como pode ser observado, os valores
ficaram entre 91 ¢ 111%.

Cinco amostras de biodiesel foram analisadas usando os
métodos proposto e comparativo. Os resultados obtidos para as
concentracdes de Cd, Cr, Cu e Fe sdo apresentados na Tabela 3. Os
resultados obtidos pelo método proposto foram comparados com
os obtidos por ICP OES apés a digestdo das amostras. Nenhuma
diferenca significativa (teste ¢ pareado, 95% de nivel de confianca)
foi observada entre os resultados, demonstrando a aplicabilidade do
método desenvolvido para andlise de amostras de biodiesel usando
EDXREF ap6s procedimento de EIEB.
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Tabela 2. Pardmetros analiticos do método proposto para determinac@o de Cd, Cr, Cu e Fe em amostras de biodiesel
Analito Curva de calibracdo Curva de calibracao FE Faixa linear ) LOD LOQ DPR*®
obtida apds EIEB obtida sem EIEB (ug kg™ (ug kg (ug kgt (%o)n=15

Cd 1=0,0663C¢, — 0,008 1=0,0047C¢, — 0,002 14 200-1000 0,9915 60 198 6

Cr 1=0,2033C, + 0,185 1=0,01848C, + 0,066 11 70-800 0,9928 20 66 4

Cu 1=0,1875C, + 0,113 1=0,01704C, + 0,023 11 100-1000 0,9872 30 99 5

Fe I1=1,0191C, + 1,086 1=0,0851Cp, + 0,055 12 200-1000 0,9830 60 198 9

I: Intensidade do sinal analitica obtido por EDXRF, em cps. C: concentragdo do analito, em pg kg'. FE: fator de enriquecimento. R?: coeficiente de determi-
nagao da curva de calibragdo. LOD: limite de detec¢do. LOQ: limite de quantificagdo. DPR: desvio padrao relativo. “Valor obtido com amostra dopadas com

450 pg kg'! de Cd, Cr, Cu e Fe.

Tabela 3. Determinagdo de Cd, Cr, Cu e Fe em amostras de biodiesel por espectrometria de fluorescéncia de raios-X por dispersio de energia apds extragdo

induzida por quebra de emulsio, e por espectrometria de emissdo optica com plasma indutivamente acoplado ap6s digestdao por micro-ondas (n = 3)

Analito Experimento ol 0 ” o »
Concentragdo (ug kg™)
Amostra sem adic¢do de Cd (198 £ 11) (191 £20) 2135 208 £ 8 243 £22
o Amostra com adi¢ao de Cd* 620 =20 672 +23 693 =32 661 =27 659 +33
Cidmio Recuperacio (%) 94 107 107 101 92
Meétodo comparativo 201 =1 189 +2 214 + 1 195+5 241 +2
Amostra sem adi¢ao de Cr 56 +11) 85+ 12 (46 £ 15) 101 £9 98 +7
Cromo Amostra com adi¢do de Cr* 501 + 30 540 + 32 463 41 563 £ 41 562 + 18
Recuperagio (%) 99 101 93 103 103
Meétodo comparativo 52+4 89 +4 39+8 101 3 95+3
Amostra sem adi¢ao de Cu 140 £ 50 86x11) 120+ 12 181+ 12 163 =12
Cobre Amostra com adic@o de Cu* 571 +42 511 +£31 61111 669 £ 9 605 £ 21
Recuperacio (%) 96 94 109 108 98
Meétodo comparativo 143 +4 84+3 124 +5 182 +3 159+5
Amostra sem adicdo de Fe 445 + 12 (155 +12) 511+ 12 55119 459 +22
Ferro Amostra com adi¢ao de Fe* 856 +7 592 +9 1010+ 11 993 + 23 867 + 32
Recuperagio (%) 91 97 111 98 91
Meétodo comparativo 454 £ 4 160 £ 5 520+ 7 545+6 460 £ 4

“Testes de recuperacdo realizados com a adi¢do de 450 pg kg' de Cd, Cr, Cu e Fe. Resultados apresentados entre parénteses estao entre o limite de detecgao e

limite de quantificagdo.

Os limites de detec¢do encontrados foram compativeis com
trabalhos jd apresentados na literatura que utilizaram técnicas
espectrométricas atdmicas associadas a EIEB para determinagdo de
metais em amostras de biodiesel: Cd 0,2-13 ugkg*; Cr0,1-32 ugkg';
Cu 0,05-99 ug kg'; e Fe 0,2-100 pg kg'.711142025 Além disso, as
concentracdes dos analitos encontradas nas amostras pelo método
proposto foram coerentes com os teores de metais previamente
determinados em amostras de biodiesel: Cd 3-166 ug kg'';
Cr 32-500 pg kg'; Cu 7-182 pg kg'; e Fe 6-4940 pg kg!.711:20-35

CONCLUSOES

A determinagdo de espécies metdlicas presentes em baixas
concentracdes por EDXRF € desafiadora porque a sensibilidade da
técnica ndo € suficiente para determinagdes diretas. Esta dificuldade
pode ser superada pela aplicacdo de um procedimento de EIEB que
garanta bons fatores de enriquecimento. A extragdo proposta provou
ser um procedimento de pré-tratamento eficiente para concentrar Cd,
Cr, Cu e Fe para posterior determina¢do em amostras de biodiesel
usando EDXRF. O método desenvolvido mostra-se como uma boa
alternativa para determinagdes multielementares em amostras de
biodiesel, evitando-se o uso de digestdo de amostras com dcidos
concentrados e aquecimento.
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