
UNIVERSIDADE FEDERAL DA GRANDE DOURADOS 
 

FACULDADE DE CIÊNCIAS EXATAS E TECNOLOGIA 
 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM QUÍMICA 
 
 
 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Avaliação da Microextração Líquido-Líquido Dispersiva 

Reversa como Estratégia para o Preparo de Amostra de 

Biodiesel para Determinação de Ca, Mg, Na e K por 

Espectrometria Atômica 

 

 
 
 
 
 

KÁSSIA ROBERTA NOGUEIRA DA SILVA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

DOURADOS/MS 
 

2017



 

KÁSSIA ROBERTA NOGUEIRA DA SILVA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Avaliação da Microextração Líquido-Líquido Dispersiva 

Reversa como Estratégia para o Preparo de Amostra de 

Biodiesel para Determinação de Ca, Mg, Na e K por 

Espectrometria Atômica  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Dissertação apresentada ao Programa de Pós-

Graduação em Química, da Universidade Federal 

da Grande Dourados, como parte dos requisitos 

para obtenção do título de Mestre em Química 

 

Orientador: Prof. Dr. Jorge Luiz Raposo Junior 

Co-orientadora: Profª Drª Marcela Zanetti Corazza 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

DOURADOS/MS 

2017 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dados Internacionais de Catalogação na Publicação (CIP). 
 

S586a Silva, Kássia Roberta Nogueira da. 

    Avaliação da microextração líquido-líquido dispersiva 

reversa como estratégia para o preparo de amostra de 

biodiesel para determinação de Ca, Mg, Na e K por 

espectrometria atômica. / Kássia Roberta Nogueira da Silva. – 

Dourados, MS : UFGD, 2017. 

87f.  

 

     Orientador: Prof. Dr. Jorge Luiz Raposo Junior. 

    Dissertação (Mestrado em Química) – Universidade Federal 

da Grande Dourados. 

 

1. Energia renovável. 2. Biocombustível. 3. R-DLLME. 

4. Análise estatística multivariada. 5. Metais. 6. AAS. 

I. Título. 

 

Ficha catalográfica elaborada pela Biblioteca Central – UFGD. 

 

©Todos os direitos reservados. Permitido a publicação parcial desde que citada a fonte.  

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A Deus, que está no controle de 

tudo e a quem confiei minha vida e 

o meu futuro, pois a sua vontade é 

boa, perfeita e agradável e à minha 

mãe, a quem dou o mérito por 

chegar aqui.  

DEDICO 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Quando contei os meus sonhos para alguém  

Me disseram: são grandes demais pra você 

Quando falei onde queria chegar 

Me disseram: pare por aqui, não vá além 

Mas com Deus foi bem diferente 

Ele me disse: vá em frente eu contigo estou 

Quando eu senti medo de seguir 

Disse: prossiga eu te fiz pra ser um vencedor 

Desde então eu nunca mais me limitei 

Guardei no coração as palavras de Deus 

Descobri que os planos dele para mim 

São muito maiores que os meus.” 

(Leandro Borges) 



 

AGRADECIMENTOS 

 

Agradeço a Deus por mais uma jornada concluída, por me conceder muito mais do 

que mereço e pelas bênçãos, provisão e proteção. Por estar ligado a mim em todos os 

aspectos de minha vida e pelo imenso amor que nos sopraste o fôlego de vida. 

 Aos meus pais, Rita Nogueira e José Roberto da Silva, pela motivação e apoio ao 

longo da minha caminhada e por estarem comigo em todas as circunstâncias. 

Aos meus irmãos, João Pedro Nogueira e João Vitor Nogueira, por estarem sempre 

presentes na minha vida. Considero-os como presentes de Deus. 

Ao meu orientador, Prof. Dr. Jorge Luiz Raposo Jr, pelo exemplo de orientação, 

desde a correção minuciosa de cada redação até a grande visão como pesquisador. 

A minha co-orientadora, Profa. Dra. Marcela Zanetti Corazza, pela grande 

contribuição com a análise multivariada. 

A todo corpo docente do Programa de Pós-Graduação em Química pelo 

conhecimento transmitido durante o mestrado. 

Ao Prof. Dr. Dionísio Borsato da Universidade Estadual de Londrina (UEL) por 

realizar os testes de viscosidade cinemática nos biodieseis. 

As minhas amigas Priscila Ferreira e Silmara Pontes pela amizade sincera e apoio. 

Aos meus colegas do Laboratório de Espectroscopia e Cromatografia Aplicada 

(LECA), Daiane Matias, Anderson Greco, Márcia Generoso, Adriana Lima, Genilson de 

Jesus, Heberth Lee e Marciéli Karoline, pelo companheirismo. 

A técnica do curso de Química, Liriana Roveda, e a sua irmã Ana Carolina Roveda, 

pela contribuição para obtenção dos óleos vegetais e biodiesel. 

A Faculdade de Ciências Exatas e Tecnologia pela estrutura oferecida e apoio 

institucional. 

A Fundect e a CAPES pelo apoio financeiro. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

LISTA DE ABREVIATURAS E ACRÔNIMOS 

 

AALLME 

 

Microextração Líquido-Líquido Assistida por Ar, do inglês, Air-

Assisted Liquid-Liquid Microextraction 

ANP Agência Nacional de Petróleo, Gás Natural e Biocombustível 

APDC Amônio pirrolidina ditiocarbamato 

AS-DLLME 

 

Microextração Líquido-Líquido Dispersiva utilizando Tensoativos, 

do inglês, Assisted Surfactants-Dispersive Liquid–Liquid 

Microextraction  

CCD Cromatografia em Camada Delgada 

CE Eletroforese Capilar, do inglês, Capillary Electrophoresis 

Cebds Conselho Empresarial Brasileiro para o Desenvolvimento 

Sustentável 

DLLME Microextração Líquido-Líquido Dispersiva, do inglês, Dispersive 

Liquid Liquid Microextraction 

DLLME-SFO Microextração Líquido-Líquido Dispersiva com solidificação da 

gota orgânica flutuante, do inglês, Dispersive Liquid Liquid 

Microextraction based on Solidification of Floating Organic Drop 

ET AAS Espectrometria de Absorção Atômica com Atomização 

Eletrotérmica, do inglês, Electrothermal Atomization Atomic 

Absorption Espectrometry 

ETV-ICP-MS 

 

 

SWASV 

Espectrometria de Massa com Plasma Indutivamente Acoplado 

com Vaporização Eletrotérmica, do inglês, Electrothermal 

Vaporization Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry   

Voltametria de Onda Quadrada Redissolução Anódica, do inglês, 

Square-Wave Anodic Stripping Voltammetry 

F AAS Espectrometria de Absorção Atômica em Chama, do inglês, Flame 

Atomic Absorption Spectrometry 

F AES Espectrometria de Emissão Atômica em Chama, do inglês, Flame 

Atomic Emission Spectrometry 

FS-F AAS Espectrometria de Absorção Atômica Sequencial Rápido, do 

inglês, Fast Sequential Flame Atomic Absorption Spectrometry 

GF AAS Espectrometria de Absorção Atômica com Forno de Grafite, do 

inglês Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrometry 

HF-LPME Microextração em Fase Líquida Suportada com Fibra Oca, do 

inglês, Hollow Fibre-Liquid Phase Microextraction 

HG-AFS Espectrometria de Fluorescência Atômica com Geração de 

Hidreto, do inglês, Hydride Generation Atomic Fluorescence 

Spectrometry 

HR-CS ET AAS Espectrometria de Absorção Atômica Eletrotérmica de Fonte 

Contínua de Alta Resolução, do inglês, High-Resolution Continuum 

Source Electrothermal Atomic Absorption Spectrometry 

ICP OES Espectrometria de Emissão Óptica com Plasma Indutivamente 

Acoplado, do inglês, Inductively Coupled Plasma Optical Emission 

Spectrometry 

ICP-MS Espectrometria de Massa com Plasma Indutivamente Acoplado, do 



 

 

 

 

 

 

inglês Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry 

IL-DLLME Microextração Líquido-Líquido Dispersiva utilizando Líquidos 

Iônicos, do inglês, Ionic Liquids Dispersive Liquid Liquid 

Microextraction 

LD Limite de Detecção 

LDS-SD-DLLME Microextração Líquido-Líquido Dispersiva com solventes de baixa 

densidade e quebra de emulsão com solvente, do inglês, low-density 

Solvent-based Solvent-demulsification Dispersive Liquid–Liquid 

Microextraction 

LIBS Espectroscopia de Separação Induzida por Laser, do inglês, Laser-

Induced Breakdown Spectroscopy  

LQ Limite de Quantificação 

LT-DLLME Microextração Líquido-Líquido Dispersiva utilizando solventes de 

baixa toxicidade, do inglês, Low Toxic Dispersive Liquid Liquid 

Microextraction 

MA-DLLME Microextração Líquido-Líquido Dispersiva Assistida por Micro-

ondas, do inglês, Microwave Assisted-Dispersive Liquid–Liquid 

Microextraction  

MIP-OES Espectrometria de Emissão Óptica com Plasma Induzido por 

Micro-ondas, do inglês, Microwave Induced Plasma with Optical 

Emission Spectrometry 

PVC Policloreto de Vinila 

R-DLLME Microextração Líquido-Líquido Dispersiva Reversa, do inglês, 

Reverse-Dispersive Liquid Liquid Microextraction 

RSD Desvio Padrão Relativo, do inglês, Relative Standard Deviation 

SPCnAuEs Eletrodo de Carbono Impresso Nanoestruturado com Ouro, do 

inglês, Gold nanostructures screen-printed carbon electrodes 

SWIA Injeção em etapas, do inglês, Stepwise Injection 

TIL-DLME Microextração em Fase Líquida Dispersiva Líquido Iônico e 

Temperatura Controlada, do inglês, Temperature Controlled Ionic-

Liquid Dispersive Liquid Phase Microextraction 

UA-DLLME Microextração Líquido-Líquido Dispersiva Assistida por Ultrassom, 

do inglês, Ultrasound Assisted-Dispersive Liquid–Liquid 

Microextraction  

UV-Vis Espectrofotometria no Ultravioleta-Visível, do inglês, Ultraviolet-

Visible Spectroscopy 

VALLME Microextração Líquido-Líquido Dispersiva Assistida por Vórtex, do 

inglês, Vortex Assisted Liquid–Liquid Microextraction 

WCAES Espectrometria de Emissão Atômica de Bobina de Tungstênio, do 

inglês, Tungsten Coil Emission Spectrometry 



 

LISTA DE TABELAS  

Tabela 1. Ácidos graxos e ésteres metílicos encontrados nos óleos vegetais e 

biodieseis. 

18 

Tabela 2. Aplicações da DLLME e suas modificações para determinação de 

espécies inorgânicas em diferentes matrizes. 

30 

Tabela 3. Parâmetros instrumentais utilizados para determinação de Ca, Mg, Na 

e K em biodieseis por espectrometria atômica. 

40 

Tabela 4. Quantidade de óleo vegetal extraído das espécies canola, crambe, 

girassol e pinhão-manso utilizando o sistema de extração em soxhlet. 

47 

Tabela 5. Massa de biodiesel obtido por catálise alcalina e rota metílica para os 

óleos vegetais estudados. 

48 

Tabela 6. Parâmetros físico-químicos obtidos para as amostras de biodiesel.  49 

Tabela 7. Planejamento fatorial completo 2
4
 utilizado para otimizar os 

parâmetros experimentais da R-DLLME para a determinação de Ca, 

Mg, Na e K. 

53 

Tabela 8. Matriz de experimentos do planejamento Doehlert utilizada para 

estabelecer as condições experimentais da R-DLLME para a 

determinação de Ca, Mg, Na e K.  Os números entre parênteses referem-

se aos valores codificados. 

57 

Tabela 9. Análise da variância aplicada aos resultados experimentais descritos na 

Tabela 8 para determinação de Ca. 

59 

Tabela 10. Análise da variância aplicada aos resultados experimentais descritos na 

Tabela 8 para determinação de Mg. 

59 

Tabela 11.  Análise da variância aplicada aos resultados experimentais descritos na 

Tabela 8 para determinação de Na. 

60 

Tabela 12. Análise da variância aplicada aos resultados experimentais descritos na 

Tabela 8 para determinação de K. 

60 

Tabela 13. Parâmetros de confiabilidade analítica relativos à determinação de Ca, 

Mg, Na e K em amostras de biodiesel utilizando os parâmetros descritos 

na Tabela 3. 

63 

Tabela 14. Determinação dos metais Ca, Mg, Na e K em amostras de biodiesel e 

seus respectivos limites de detecção. 

64 

Tabela 15. Recuperações obtidas para Ca, Mg, Na e K utilizando a R-DLLME 

como procedimento de preparo de amostra e determinação por F AAS e 

F AES. 

65 

Tabela 16. Resultados (média ± desvio padrão) da determinação (n=3) do teor de 

Ca, Mg, K e Na (mg kg
-1

) em amostras de biodiesel utilizando o 

procedimento de preparo de amostra por R-DLLME. 

66 

Tabela 17. Resultados comparativos para a determinação de Ca e Mg em amostras 

de biodiesel de canola e girassol. 

67 

 



 

LISTA DE FIGURAS 

Figura 1. Reação de transesterificação típica de conversão de triglicerídeos em 

ésteres monoalquílicos de ácidos graxos (biodiesel). 

17 

Figura 2. Diagrama representativo que demonstra as etapas básicas de um 

procedimento utilizando a DLLME. 

28 

Figura 3. Foto ilustrativa do espectrômetro de absorção atômica em chama AA 

240FS. 

40 

Figura 4. Foto ilustrativa das sementes oleaginosas processadas em moinho: (a) 

canola, (b) crambe, (c) pinhão-manso e (d) girassol. 

42 

Figura 5. Foto ilustrativa do sistema montado para a extração dos óleos vegetais 

em sistema soxhlet. 

42 

Figura 6. Etapas para obtenção do biodiesel por meio da reação de 

transesterificação: (a) adição da solução aquecida de metóxido de 

potássio ao óleo vegetal (b) separação das fases biodiesel e glicerol (c) 

descarte do glicerol, (d) lavagem do biodiesel com solução saturada de 

NaCl e (e) biodiesel bruto obtido. 

43 

Figura 7. Foto ilustrativa da amostra de óleo de canola (1) e pinhão-manso (2) após 

serem submetidas ao processo de degomagem. A fase sedimentada e 

destacada em vermelho corresponde à fração que contém fosfatídeos, 

proteínas e substâncias mucilaginosas. 

48 

Figura 8. Placas cromatográficas eluídas com hexano:éter etílico:ácido acético 

[8:2:1 (v/v/v)] e reveladas com vapor de iodo: (a) óleo e biodiesel de 

canola, (b) óleo e biodiesel de crambe, (c) óleo e biodiesel de girassol  e 

(d) óleo e biodiesel de pinhão-manso.  

51 

Figura 9. Diagrama de Pareto gerado a partir do planejamento fatorial completo 2
4
 

para a determinação de (a) Ca, (b) Mg, (c) Na e (d) K por F AAS e F 

AES (p < 0,05). 

54 

Figura 10. Gráfico de valores preditos vs valores observados obtidos para a 

determinação de (a) Ca, (b) Mg, (c) Na e (d) K. 

56 

Figura 11. Superfície de resposta obtida para a interação entre volume vs [HNO3] vs 

recuperação na otimização do processo de determinação de (a) Ca, (b) 

Mg, (c) Na e (d) K. 

58 

Figura 12. Curvas analíticas típicas obtidas para Ca em 422,7 nm (a), Mg em 285,2 

nm (b), K em 766,5 nm (c) e Na em 589,0 nm (d) sob as condições 

descritas na Tabela 3. 

62 

 

 

 

 

 

 



 

RESUMO 

 

Procedimentos de preparo de amostra que utilizam a mínima manipulação experimental 

têm sido uma tendência atual na análise química elementar. Neste sentido, uma estratégia 

de preparo de amostra baseado na microextração líquido-líquido dispersiva reversa (R-

DLLME) para a determinação de Ca, Mg, Na e K em amostras de biodiesel foi 

desenvolvida neste trabalho. Sementes de canola (Brassica napus L.), crambe (Crambe 

Hochst abyssinica), girassol (Helianthus annuus) e pinhão-manso (Jatropha curcas) 

foram utilizadas como matéria-prima para extração de óleo vegetal e produção de 

biodiesel. Além da determinação elementar, outros parâmetros físico-químicos baseados 

na Portaria ANP 45/2014 também foram avaliados para agregar mais informações sobre 

a qualidade dos biodieseis produzidos. Para determinar os elementos selecionados, as 

amostras de biodieseis foram submetidas ao preparo utilizando a R-DLLME. Foram 

avaliadas, com auxílio da análise estatística multivariada, as variáveis: massa de amostra, 

volume da solução extratora, composição da solução extratora e concentração de HNO3. 

O volume da solução extratora e a concentração do ácido nítrico na composição da 

solução extratora foram as variáveis que mais influenciaram na R-DLLME para Ca, Mg, 

Na e K em amostras de biodiesel, ao nível de 95% de confiança. A precisão e a exatidão 

da R-DLLME foram avaliadas com o padrão organometálico em biodiesel B100 

utilizando as condições de ≈3,0 g de amostra, 780 µL da solução extratora, 5,0% (v/v) de 

HNO3:álcool isopropílico [3:1 (v/v)], banho Maria em 80 ºC, 30 s de agitação da amostra 

vórtex, 3 min de sonicação e 15 min de centrifugação a 3600 rpm. Recuperações entre 

91,61 - 96,56% foram obtidas para os elementos com desvios padrão relativos (%RSD) 

inferior a 5,36%. O método proposto foi aplicado às amostras de biodieseis selecionadas 

e os teores determinados foram de 0,9171 ± 0,0068 - 1,4562 ± 0,0337 mg kg
-1

 Ca, 0,0178 

± 0,0008 - 0,0576 ± 0,0009 mg kg
-1

 Mg, 0,4242 ± 0,0228 - 9,5958 ± 0,2963 mg kg
-1

 Na e 

0,1097 ± 0,0010 - 2,6856 ± 0,0519 mg kg
-1

 K. Limites de detecção de 0,0143 mg kg
-1

 

(Ca), 0,0015 mg kg
-1

 (Mg), 0,0008 mg kg
-1

 (Na) e 0,0009 mg kg
-1

 (K). RSD inferiores a 

8,4% foram obtidos. Foi demonstrado que a técnica analítica de determinação apresenta 

sensibilidade satisfatória e pode ser empregada para a determinação destes elementos em 

amostras de biodiesel.  

 

Palavras-chave: Energia renovável, biocombustível, R-DLLME, análise estatística 

multivariada, metais, AAS. 



 

ABSTRACT 

 

Sample preparation procedures that use a minimum experimental manipulation have been 

a current trend in elemental chemical analysis. In this sense, a sample preparation 

strategy based on the reverse-dispersive liquid-liquid microextraction (R-DLLME) for 

the determination of Ca, Mg, Na and K in biodiesel samples was developed in this work. 

Seeds of canola (Brassica napus L.), crambe (Crambe Hochst abyssinica), sunflower 

(Helianthus annuus) and jatropha (Jatropha curcas) were used as raw material for the 

extraction of vegetable oil and biodiesel production. In addition to the elemental 

determination, other physicochemical parameters based of the ANP 45/2014 were also 

carried out to aggregate more information on the quality of the biodiesel produced. To 

determine the selected elements, the biodiesel samples were submitted to sample 

preparation using R-DLLME. The following variables were evaluated using the 

multivariate statistical analysis: sample mass, volume of the extraction solution, 

composition of the extraction solution and nitric acid concentration. The volume of the 

extraction solution and nitric acid concentration in the extraction solution composition 

were the variables that most influenced to obtain satisfactory results in R-DLLME for 

Ca, Mg, Na and K in biodiesel samples at the 95% confidence level. The accuracy and 

precision of R-DLLME were evaluated with the organometallic standard in B100 

biodiesel using the conditions of ≈3.0 g of sample, 780 μL of the extraction solution, 

5.0% (v/v) HNO3:isopropyl alcohol [3:1 (v/v)], thermostatic bath at 80 ° C, 30 s vortex 

sample agitation, 3 min in ultrasonic bath and 15 min centrifuge at 3600 rpm. Recoveries 

between 91.61 - 96.56% were obtained for the elements with relative standard deviations 

(% RSD) less than 5.36%. The proposed method was applied to the selected biodiesel 

samples and the contents determined were 0.9171 ± 0.0068 - 1.4562 ± 0.0337 mg kg
-1

 

Ca, 0.0178 ± 0.0008 - 0.0576 ± 0.0009 mg kg
-1

 Mg, 0.4242 ± 0.0228 - 9.5958 ± 0.2963 

mg kg
-1

 Na and 0.1097 ± 0.0010 - 2.6856 ± 0.0519 mg kg
-1

 K. Limits of detection of 

0.0143 mg kg
-1

 (Ca), 0.0015 mg kg
-1

 (Mg), 0.0008 mg kg 
-1

 (Na) and 0.0009 mg kg
-1

 (K). 

(RSD) less than 8.4% were obtained. It was demonstrated that the analytical 

determination technique has satisfactory sensitivity and can be used to determine these 

elements in biodiesel samples. 

 

Keywords: Renewable energy, biofuel, R-DLLME, multivariate statistical analysis, 

metals, AAS. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Grandes quantidades de recursos naturais são consumidas para promover a energia 

global, e por apresentar fácil armazenamento e transporte [1], os combustíveis fósseis são 

responsáveis por mais de 80% do consumo mundial de energia primária [2-4].  No entanto, a 

Comunidade Europeia já estabeleceu metas para 2020 incentivando a redução do uso de 

combustíveis fósseis por meio da substituição gradativa destes por biocombustíveis derivados 

de biomassa renovável [5-8]. Já no Brasil, o Conselho Empresarial Brasileiro para o 

Desenvolvimento Sustentável (Cebds) lançou em 2014 o programa Ação 2020, que objetiva 

elevar para 50% a participação de energias renováveis na matriz energética nacional [9].   

Diante de incertezas observadas no contexto da economia mundial e no setor 

energético e da instabilidade política de alguns países que são importantes produtores de 

matéria-prima [8], a comunidade científica tem buscado fontes alternativas de biomassa 

renovável para produção de energia [10]. Além disso, a diminuição das reservas de petróleo, o 

aumento na emissão de poluentes, e preocupações com a proteção ambiental e segurança 

alimentar também têm contribuído para essa busca [10].  

 Os combustíveis derivados de petróleo e gás natural podem ser substituídos, de forma 

parcial ou total, por biocombustíveis derivados de biomassa renovável, cujo destaque são para 

aqueles obtidos a partir da cana-de-açúcar, do óleo vegetal e de outras matérias orgânicas. 

Com a substituição, objetiva-se promover o desenvolvimento econômico rural, suavizar as 

alterações climáticas e a insegurança no abastecimento de energia [11], além de contribuir 

com o desenvolvimento sustentável nas áreas ambiental, social e econômica [12]. 

A comunidade mundial considera o Brasil como um país privilegiado por apresentar 

uma grande biodiversidade e uma vasta riqueza de plantas oleaginosas [13]. Na realidade, é 

um dos países que apresenta o maior potencial para produzir combustíveis a partir da 

biomassa, no entanto, explora menos de um terço de sua área agriculturável [14]. Pesquisas 

sobre combustíveis alternativos e renováveis são realizadas desde a década de 20, mas há 

poucos anos os biocombustíveis passaram a ser testados em centros urbanos [15]. 

Para que uma ou mais espécies oleaginosas possam ser usadas como matéria-prima 

na obtenção do biodiesel, a ANP (Agência Nacional de Petróleo, Gás Natural e 

Biocombustível) [16] estabeleceu padrões para o controle de qualidade do biodiesel para 

assegurar que este produto apresente qualidade satisfatória. Dentre os diversos parâmetros 

que conferem a qualidade do biodiesel produzido, determinar a composição inorgânica tem 
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relevância porque contribui para avaliar a qualidade do biodiesel produzido, uma vez que os 

metais podem degradar o biodiesel e peças dos motores e causar danos ambientais. Desta 

maneira, a espectrometria atômica é uma técnica analítica instrumental que permite 

determinar os constituintes inorgânicos com elevada seletividade, simplicidade, rapidez e 

caráter multielementar, sendo amplamente utilizada na determinação destas espécies, 

sobretudo dos metais Ca, Mg, Na e K, uma vez que estes elementos são avaliados no 

controle de qualidade do biodiesel (ANP 45/2014) [17].  

Neste contexto, determinar o teor de Ca, Mg, Na e K em biodiesel produzido a partir 

de espécies oleaginosas alternativas torna-se de extrema importância, uma vez que auxilia 

no controle de qualidade dos biodieseis. Por isso, o objetivo deste estudo foi estabelecer um 

procedimento de preparo de amostra baseado na microextração líquido-líquido dispersiva 

reversa (R-DLLME) para a determinação de Ca, Mg, Na e K em biodiesel obtido a partir de 

espécies oleaginosas alternativas empregando a espectrometria atômica em chama. 
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2 OBJETIVOS  

 

O objetivo deste trabalho foi determinar os teores de Ca, Mg, Na e K em biodiesel 

produzido a partir das espécies oleaginosas alternativas canola (Brassica napus L.), crambe 

(Crambe Hochst abyssinica), girassol (Helianthus annuus) e pinhão-manso (Jatropha 

curcas). Para isso as seguintes metas fazem parte do trabalho:  

a) Avaliar o rendimento de extração do óleo vegetal das espécies oleaginosas utilizando 

o método de extração por soxhlet e a reação de transesterificação metílica via 

catálise alcalina na produção de biodiesel,  

b) Determinar as propriedades físico-químicas dos biodieseis, com base em alguns 

parâmetros de qualidade estabelecidos pela ANP, 

c) Estabelecer as condições de melhor sensibilidade para a determinação de Ca, Mg, Na 

e K em espectrometria atômica, cuja avaliação deve ser feita obtendo os principais 

parâmetros de confiabilidade analítica, 

d) Otimizar os parâmetros de extração para o procedimento de preparo de amostra 

utilizando a microextração líquido-líquido dispersiva reversa com auxílio da análise 

estatística multivariada, 

e) Aplicar a metodologia estabelecida para a determinação Ca, Mg, Na e K em amostras 

de biodiesel bruto de canola, crambe, girassol e pinhão-manso. 
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3 REVISÃO DA LITERATURA 

 

3.1 Biodiesel: combustível alternativo e renovável 

O biodiesel é um combustível renovável, biodegradável e não tóxico derivado de 

fontes como óleos vegetais e gordura animal [18-23] ou até mesmo de óleo de fritura 

residual e algas [24]. Trata-se de um alquil éster de ácidos graxos obtidos através da reação 

de transesterificação destes com alcoóis de cadeia curta (p.ex. metanol ou etanol) na 

presença de um catalisador ácido ou básico [19,25,26], como pode ser observado na Figura 

1. Nestas reações catalisadores homogêneos (H2SO4 e NaOH), heterogêneos (KOH / Al2O3, 

WOx / ZrO2) [27], enzimáticos (Novozym 435) [28,29] são frequentemente utilizados, ou 

ainda, a reação pode ser feita de forma não-catalítica, ou seja, uma reação de 

transesterificação supercrítica [29]. Além das reações de transesterificação, o biodiesel 

também pode ser obtido por meio do craqueamento térmico de óleos e gorduras, em que 

moléculas de triglicerídeos são quebradas e obtêm-se hidrocarbonetos [30].  

 

Figura 1. Reação de transesterificação típica de conversão de triglicerídeos em ésteres 

monoalquílicos de ácidos graxos (biodiesel). 

 

Fonte: Próprio Autor. 

 

Utilizar o biodiesel, ao invés do diesel, na produção de energia pode significar uma 

redução de 48% na emissão de monóxido de carbono, 47% de material particulado, 67% de 

hidrocarbonetos, e eliminar a emissão de óxido e sulfato de enxofre [31]. Com relação ao 

dióxido de carbono emitido durante a combustão do biodiesel, este pode ser absorvido por 

plantas utilizadas como matéria-prima na produção do biodiesel. Dessa forma, pode-se 

observar que as etapas do ciclo do carbono são concluídas, o que permite contribuir para a 
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redução do efeito estufa [32], uma vez que o biodiesel produz 78% menos CO2 quando 

comparado ao diesel [33]. Por isso é um combustível alternativo sustentável e traz benefícios 

ambientais [33,34], além de não ser inflamável e não ser explosivo [35]. 

   O biodiesel possui de 4 a 8 ésteres metílicos como constituintes majoritários, 

destacando-se o miristato (C15:0), palmitato (C17:0), estearato (C19:0), oleato (C19:1), 

linoleato (C19:2) e linolenato (C19:3) [36]. Devido à presença de insaturações dos ésteres que 

o formam, o biodiesel sofre oxidação e os produtos residuais formados, como gomas 

insolúveis e aldeídos, podem causar problemas no motor [37]. A Tabela 1 apresentada a 

fórmula estrutural dos ácidos graxos e ésteres metílicos presentes no biodiesel [36]. 

 

 Tabela 1. Ácidos graxos e ésteres metílicos encontrados nos óleos vegetais e biodieseis. 

Ácido graxo 
Fórmula estrutural 

Ácido graxo Éster metílico 

Caprílico 

(C8:0) 
  

Cáprico 

(C10:0) 
  

Láurico 

(C12:0) 
  

Mirístico 

(C14:0) 
  

Palmítico 

(C16:0) 
  

Esteárico 

(C18:0) 
  

Oleico 

(C18:1) 
 

 

Linoleico 

(C18:2) 
 

 

Linolenico 

(C18:3) 
 

 

Erúcico 

(22:1)  
 

Fonte: Thangaraja (2016) [36]. 
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O biodiesel pode ser utilizado em blendas (misturas) com o diesel para motores à 

diesel, em que a composição da mistura é indicada por Bx, e o “x” representa a porcentagem 

de biodiesel (v/v), como por exemplo, B100 refere-se ao biodiesel puro e o B0, ao diesel puro 

[38]. O combustível diesel atualmente comercializado no Brasil é uma mistura de diesel 

mineral com 7,0% (v/v) de biodiesel (B7) [39]. De acordo com a Legislação Brasileira, a 

partir de 2017, será obrigatória a adição de 8,0% (v/v) de biodiesel ao óleo diesel vendido ao 

consumidor final [40], e em março de 2019, o teor de biodiesel será elevado a 10% (v/v) 

(B10) [39]. 

 

3.2 Matérias-primas para a produção de biodiesel 

Há quatro caminhos para reduzir a viscosidade de óleos vegetais, e estes são feitos por 

meio de reações de transesterificação, pirólise, diluição com combustível à base de petróleo e 

produção de sistemas de emulsificação ou microemulsão [41,42]. Dentre esses métodos, a 

transesterificação é a alternativa mais utilizada para esta finalidade, e como produto de 

interesse, obtém-se o biodiesel [41,42]. As matérias-primas utilizadas para a produção do 

biodiesel são: soja, coco, palma, girassol, pinhão-manso, canola [43], algodão, milho, nabo 

forrageiro, tungue, crambe [44], sebo bovino e ovino, óleo de aves, óleo de peixe, amêndoa, 

andiroba, babaçu, cevada, copra, cumaru, camelina, amendoim, louro, aveia, pequi, arroz 

[45], macroalgas marinhas, espécies fúngicas [46], cianobactérias [47] e semente de uva [48]. 

Também podem ser utilizados óleos e gorduras residuais provenientes de atividades 

domésticas, comerciais e industriais [44]. Algumas espécies oleaginosas como canola, 

crambe, girassol e pinhão-manso merecem destaque e serão apresentadas a seguir. 

 

3.2.1 Canola 

Canola (Brassica napus L.) faz parte da família Brassicaceae e é uma das espécies 

Brassica mais cultivada no mundo [49]. Os grãos de canola possuem de 38 - 46% de óleo, 24 

- 27% de proteína, enquanto o farelo apresenta o teor de proteína de 34 - 38% [50] com ampla 

aplicação na produção de antibióticos, biopesticidas, vitaminas e outros produtos bioquímicos 

[51]. Já o óleo de canola é excelente para nutrição humana devido à composição de ácidos 

graxos poli-insaturados que são essenciais para o organismo humano e não são sintetizados 

pelo mesmo [52]. O nome canola é derivado de CANadian Oil Low Acid, que veio do nome 

original low-erucic acid rapeseed oil e significa óleo de colza com baixo teor de ácido erúcico 

[52]. 
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Esse óleo foi desenvolvido no Canadá, em meados de 1970, por meio de programas de 

melhoramento do óleo de colza [49], em que difere deste por possuir menos de 2% de ácido 

erúcico e baixos níveis de glucosinolatos (<30 µmol g
-1

 na farinha). O óleo de canola é um 

dos óleos vegetais que apresenta o maior teor de ácido oleico (~65%), na forma de trioleato de 

glicerina [53], baixo nível de ácidos graxos saturados (7,36%) e níveis intermediários de 

ácidos graxos poli-insaturados (28%) [54]. Além disso, apresenta elevada quantidade de 

ômega-3 e vitamina E [50] e o menor teor de gordura saturada de todos os óleos vegetais [52]. 

Além do óleo de canola ser muito utilizado na alimentação por ser indicado por 

médicos e nutricionistas, este também é aplicado na produção de biodiesel, com grãos que 

sofreram excesso de chuva na colheita, seca ou outros fatores que comprometeram a 

qualidade para comercialização [52]. 

 

3.2.2 Crambe 

Crambe (Crambe Hochst abyssinica) é uma erva anual da família Cruciferae e teve 

origem na região mediterrânea [55]. Apresenta um teor de óleo de aproximadamente 38%, 

sendo que este contém níveis elevados de ácido erúcico (50-60%), sendo este um ácido graxo 

monoinsaturado que apresenta 22 átomos de carbono [56] e é aplicado nas indústrias 

farmacêutica, cosmética, de lubrificantes e de plásticos [57,58]. O óleo de crambe, por sua 

vez, não é comestível, pois pode causar lesões no coração e perturbação em processos 

fisiológicos de animais [59], além de ser utilizado como agente inibidor de corrosão, na 

fabricação de borracha sintética, nylon e adesivos [60]. Recentemente este óleo tem sido 

aplicado na produção de biodiesel [61]. 

São conhecidas cerca de 35 espécies desse gênero distribuídas em quatro regiões 

geográficas: Macaronesia, Mediterrâneo, Leste da África e Eurosiberia-sudoeste asiático [62]. 

A planta pode ter de 1 a 2 m de altura e as sementes esféricas apresentam diâmetro de 0,8 a 

2,6 mm [57]. Devido à robustez, cultivo precoce, resistência à seca, pestes e doenças, a 

manutenção desta cultura pode ser feita com os mesmos implementos utilizados em culturas 

tradicionais, como a soja [63]. A umidade ideal para a cultura de crambe deve ser de 14% [64] 

e seu ciclo de vida é curto, uma vez que a florescência ocorre entre 40-50 dias e a maturação 

das sementes entre 75-90 dias [65].  
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3.2.3 Girassol 

O girassol (Helianthus annuus L.) pertence à família Compositae, e é uma 

dicotiledônea anual originária do continente Norte Americano [66]. Neste gênero há 49 

espécies e 19 subespécies, sendo 12 espécies anuais e 37 perenes [67]. É uma espécie 

oleaginosa que apresenta maior resistência à seca, ao frio e ao calor do que a maioria das 

espécies cultivadas no Brasil, e a duração do ciclo de produção do girassol varia de 90 a 130 

dias para os cultivares precoces e tardios, respectivamente [66]. 

As sementes de girassol são utilizadas na produção de óleo, produtos alimentícios e 

alimento para animais [68]. Além disso, a farinha de girassol contém elevado teor de proteína 

(40 - 66%) e é utilizada na alimentação animal [68]. O óleo, por sua vez, tem uma alta razão 

de ácidos graxos poli-insaturados/saturados (65/11%), o que lhe proporciona excelentes 

características nutricionais e funcionais à dieta humana [69]. Por possuir qualidades 

excepcionais, o óleo de girassol tem despertado interesse recente para a produção de biodiesel 

[70], sendo inserido no Programa Nacional de Produção e Uso de Biodiesel [71].  

 

3.2.4 Pinhão-manso 

O pinhão-manso (Jatropha curcas L.) é uma árvore pequena que pode ter de 5 - 7 m 

de altura. Originária da América do Sul, pertence à família Euphorbiaceae e contém cerca de 

175 espécies conhecidas [72]. As sementes de pinhão-manso contêm de 27 - 59% de óleo 

[73,74], cujos principais ácidos graxos são o linoleico, oleico, esteárico e palmítico, com 

composição de 22,5% de ácidos graxos saturados e 77,5% de ácidos graxos insaturados [72]. 

Trata-se de uma planta que se adapta a solos pobres e condições climáticas severas 

[75], podendo crescer em condições anuais de pluviosidade de até 1500 mm, e por isso é 

capaz de suportar longos períodos de seca [76], se desenvolver em regiões tropicais e 

subtropicais [77] e apresentar resistência às pragas [26]. Por ser uma espécie não comestível, 

não há competição entre os setores de produção de alimento e de combustível [75]. Esta 

espécie contém certa quantidade de ácidos graxos que são adequados para a produção de 

biodiesel [26], além de ser empregado na produção de sabões e biopesticidas [78]. 

 

3.3 Composição química elementar do biodiesel 

A presença de metais (sejam estes micro-, macronutrientes ou essenciais) nos 

subprodutos (óleo vegetal e biodiesel) de plantas oleaginosas deve-se, principalmente, pela 
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absorção de nutrientes do solo [19] ou pela adubação química e/ou orgânica [79]. Além disso, 

os metais podem ser incorporados no processo de extração, purificação e armazenamento do 

óleo vegetal [44,80], ou até mesmo durante a produção e armazenamento do biodiesel [19]. 

Concentrações elevadas de constituintes inorgânicos no biodiesel podem causar problemas 

ambientais, danos no motor [80], acelerar a decomposição do biocombustível, catalisar 

reações de oxidação e reduzir a estabilidade térmica e a eficiência do biodiesel [81]. Os 

metais são os principais responsáveis pela degradação do biodiesel, uma vez que catalisam os 

processos de oxidação das cadeias de carbono, resultando na formação de ácidos orgânicos de 

cadeia curta, cetonas, aldeídos, hidrocarbonetos, amidos, polímeros e dímeros [82]. 

Metais alcalinos, como o sódio (Na) e potássio (K), podem ser incorporados ao 

biodiesel quando grandes quantidades de catalisador (p. ex. NaOH e KOH) são utilizados na 

reação de transesterificação do óleo vegetal. No entanto, grande parte de Na e K pode ser 

removido no processo de lavagem do biodiesel com água, sendo este processo o responsável 

pela adição de pequenas quantidades de cálcio (Ca) e magnésio (Mg) ao produto final [83]. 

Cálcio e Mg também podem ser incorporados ao biodiesel durante o processo de secagem, 

uma vez que neste é usualmente utilizado MgSO4 e CaO para remover a água residual [83-

85]. A presença de metais como Na e K podem contribuir para o desgaste de peças do motor 

(injetor, bomba de combustível, pistão etc), uma vez que a presença destes elementos na 

forma de sólidos abrasivos ou sabões insolúveis [32] podem se depositar nos filtros dos 

veículos [25,80]. Por sua vez, os metais Ca e Mg aumentam a formação de sedimentos e 

sabões na câmara de combustão,  o que leva a falhas de injeção e entupimento de algumas 

partes do motor [83]. Segundo a Resolução ANP 45/2014 [16], o teor máximo permitido para 

a soma de Ca+Mg é de 5,0 mg kg
-1

, assim como a soma de Na+K também é de 5,0 mg kg
-1

. 

Outros elementos como o fósforo (P) e enxofre (S) também são determinados no 

biodiesel, sendo o primeiro proveniente dos fosfolipídios presente em matéria-prima como 

óleo vegetal e gordura animal, e o segundo proveniente dos ácidos sulfúricos e sulfônicos 

formados durante a oxidação do biocombustível [86]. Segundo a Resolução ANP 45/2014, o 

valor máximo permitido (VMP) para esses elementos é de 10 mg kg
-1

 [16]. Alguns elementos, 

mesmos que ausentes na Resolução ANP 45/2014, também são determinados, como por 

exemplo: Cu, Mn e Ni [Sarin et al (2009)] e Fe, Al e Zn [Dwivedi & Sharma (2015)] que 

podem influenciar na estabilidade oxidativa do biodiesel, ou Cr, V, Ni e Pb, Cd, As, Hg que 

podem ser liberados no ambiente durante a combustão do biodiesel, contribuindo para o 

aumento da poluição do ar e causando doenças respiratórias [18,87]. 
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Neste sentido, monitorar a presença de metais é muito importante para garantir a 

qualidade do biodiesel, uma vez que quantidades acima da legislação vigente ou mesmos de 

outras espécies podem contribuir para o desgaste do motor, acelerar o processo de oxidação 

do biodiesel e influenciar no impacto ambiental durante a queima desse biocombustível [44]. 

 

3.4 Procedimentos de preparo de amostras para determinação de metais  

Dentre as etapas que compõe uma sequencia analítica, aquela dedicada ao preparo de 

amostra tem influência direta nos resultados obtidos [88]. Para alcançar resultados 

satisfatórios, ou seja, boa precisão e exatidão, a escolha do método de preparo de amostra 

mais adequado deve envolver o conhecimento sobre as propriedades físico-químicas do(s) 

analito(s) de interesse, a complexidade da matriz da amostra e, quando possível, a faixa de 

concentração dos analitos nas amostras selecionadas [89]. Este conhecimento prévio permite 

direcionar as amostras para a técnica analítica de determinação mais apropriada. 

Matrizes que contém elevado teor de matéria orgânica (p. ex. óleo vegetal e 

biocombustível) requerem, em grande parte, procedimentos de preparo de amostra eficientes e 

que permitem reduzir a quantidade de carbono da amostra utilizando ácidos concentrados e 

aquecimento [90-92]. No entanto, além da digestão ácida, é bastante comum que o preparo de 

amostra para matrizes oleosas seja feita por meio da diluição da amostra com solventes 

orgânicos [93], preparo de emulsões e/ou microemulsões estáveis [18,19,32,83], combustão 

[94,95] e extração [96,97].  

 

3.4.1 Digestão ácida 

O procedimento de digestão ácida é realizado com aquecimento da amostra e adição 

de um ácido mineral oxidante concentrado, de misturas de ácidos oxidantes ou mistura de um 

ácido oxidante com peróxido de hidrogênio [90]. A maioria das amostras é oxidada 

completamente e os elementos de interesse são deixados na solução ácida na forma inorgânica 

[89]. Ácido nítrico, clorídrico, sulfúrico, fluorídrico e peróxido de hidrogênio, assim como a 

mistura desses reagentes são usados para digestão de amostras com elevado teor de matéria 

orgânica, ligas metálicas, minérios, solos, rochas, argilas e silicatos [98]. A principal 

vantagem desse método é que a solução obtida ao término do procedimento é compatível com 

várias técnicas analíticas utilizando a calibração com soluções aquosas. No entanto, o elevado 

tempo para a completa digestão, possíveis perda dos analitos de interesse por volatilização e 
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contaminação são algumas desvantagens ao utilizar esse procedimento em sistema aberto 

[99]. 

Korn et al (2010) [81] determinaram Ca, P, Mg, K e Na em amostras de biodiesel por 

espectrometria de emissão óptica com plasma acoplado indutivamente (ICP OES), utilizando 

ácido nítrico, sulfúrico e peróxido de hidrogênio na digestão em sistema aberto em bloco 

digestor com aquecimento condutivo e a mistura de ácido nítrico e peróxido de hidrogênio 

para a digestão em micro-ondas. Segundo os autores, os resultados obtidos para a recuperação 

nos dois procedimentos foram estatisticamente concordantes. No entanto, o sistema de 

digestão em forno micro-ondas com cavidade foi escolhido por ser menos moroso, apresentar 

maior segurança e utilizar menores quantidades de reagentes.     

Bakircioglu et al (2013) [100] propuseram a determinação dos elementos Cd, Cr, Cu, 

Fe, Mn, Ni, Pb e Zn em amostras de óleos de girassol, avelã, canola, milho e azeite de oliva 

por ICP OES, no qual empregaram a digestão úmida pela mistura de ácido nítrico:peróxido de 

hidrogênio [2:1 (v/v)]. Os resultados obtidos com a digestão úmida foram comparados aos da 

extração por ultrassom e extração induzida por quebra de emulsão, e segundo os autores o 

procedimento foi rápido, apresentou confiabilidade e simplicidade satisfatórias, além de 

recuperações de 96 a 109%. 

Em estudo realizado por Aranda et al (2012) [18], foi realizada a determinação de Cd 

e Hg em biodiesel por espectrometria de absorção atômica eletrotérmica, no qual foi utilizada 

a digestão em micro-ondas com uma mistura de ácido nítrico:peróxido de hidrogênio [7:1 

(v/v)]. Os resultados obtidos para a digestão em micro-ondas foram utilizados para verificar a 

precisão do procedimento de preparo de amostra por meio de emulsão, e segundo os autores o 

preparo da amostra baseado na emulsão consumiu menos tempo e quando combinado com o 

ET AAS apresentou excelente sensibilidade. 

 

3.4.2 Diluição com solventes orgânicos 

Procedimentos de preparo de amostra envolvendo a diluição com solventes orgânicos 

é uma prática simples e rápida [99]. Este procedimento consiste na diluição das amostras 

oleosas em solventes como o xileno [101], pentano [102], hexano [103-104] ou querosene 

[105]. Segundo a ANP 45/2014 [16], a determinação de Na, K, Ca e Mg em biodiesel é feita 

por meio da diluição da amostra em xileno e análise por espectrometria de absorção atômica. 

Embora esse seja o método proposto pela legislação nacional, algumas desvantagens são 

observadas como a baixa estabilidade do analito no padrão e na amostra, o alto custo dos 
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padrões orgânicos em comparação com os padrões inorgânicos e o uso de solventes 

carcinogênicos [25]. 

Chaves et al (2011) [106] realizaram a determinação de Ca, Cu, Fe, K, Mg, Na, P, S e 

Zn em biodiesel e óleos vegetais por ICP OES, sendo que as amostras foram diluídas em 

etanol e 1-propanol. Segundo os autores, utilizando o procedimento estabelecido foram 

obtidas recuperações de 87 a 116% (biodiesel) e 95 a 106% (óleo vegetal), boa precisão e 

limites de detecção na ordem de µg g
-1

. 

Já Barros et al (2012) [107] determinaram Na e K em biodiesel por F AES  pela 

diluição em etanol. Segundo os autores, este procedimento foi simples, rápido e de baixo 

custo, além de ter apresentado precisão e exatidão satisfatórios com recuperações 91 - 108% e 

%RSD inferiores a 13%. A utilização do etanol como solvente orgânico na diluição de 

combustíveis permitiu reduzir os problemas apresentados para os outros solventes orgânicos, 

e por isso pode ser um solvente alternativo no preparo de amostras utilizando o procedimento 

de diluição com solventes. 

 

3.4.3 Emulsão e Microemulsão 

Entende-se por emulsão todo sistema heterogêneo formado por duas fases líquidas, 

dispersas uma em outra promovida por um processo mecânico [32]. Trata-se de um sistema de 

baixa estabilidade devido a pouca miscibilidade dos líquidos envolvidos, o que pode ser 

contornada com a adição de surfactantes apropriados [32,108]. Este sistema é formado pela 

agitação mecânica dos componentes resultando em sistemas com aspecto turvo-leitoso, e 

devido à baixa estabilidade, a separação das fases pode ocorrer rapidamente [99]. 

Em estudo realizado por Pereira et al (2013) [109], foram determinados Cu, Mn e Ni 

em biodiesel de soja por ET AAS, empregando a extração induzida por quebra de emulsão 

como preparo de amostra, cuja solução extratora era composta por Triton X-114 (surfactante) 

e ácido nítrico. A quebra da emulsão ocorria pela agitação das amostras em um agitador 

horizontal, seguida de aquecimento. Segundo os autores, esse procedimento foi simples, 

eficiente, e livre de interferências de matriz. As recuperações obtidas foram entre 89% e 

109% com limites de detecção de 0,18 µg L
-1

 (Cu), 0,60 µg L
-1

 (Mn) e 0,99 µg L
-1

 (Ni). 

Já Pereira et al (2014) [83] determinaram Ca e Mg em biodiesel de soja por FS-FAAS, 

empregando o mesmo procedimento de preparo de amostra descrito acima. Segundo os 

autores, recuperações entre 88% - 106% e excelentes limites de quantificação (0,047 e 0,013 

mg L
-1

 para Ca e Mg, respectivamente) foram obtidos, além de ter sido simples e rápido.   
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Em contrapartida, microemulsões são sistemas homogêneos formados 

espontaneamente por agitação mecânica promovida pela mistura de dois líquidos imiscíveis 

na presença de um terceiro componente, que pode ser um surfactante ou um co-surfactante 

[32]. É um sistema mecânico e termicamente estável, transparente ou translúcido e com baixa 

viscosidade [19]. 

Os sistemas de microemulsão apresentam algumas vantagens quando comparada a 

digestão ácida, a diluição com solvente ou até mesmo com a emulsão, como a possibilidade 

do uso de padrões inorgânicos para o preparo das soluções de calibração, o que permite evitar 

o uso de solventes orgânicos tóxicos [20], reduz o tempo no preparo de amostra, utiliza 

pequena adição de ácidos concentrados e reduz a perda dos analitos por volatilização [99]. 

De Jesus et al (2008) [25] prepararam microemulsões formadas por 57,6% (m/m) de 

n-pentanol, 20% (m/m) de biodiesel, 14,4% (m/m) de Triton X-100 e 8% (m/m) de água, para 

determinar Na e K em biodiesel de soja, girassol, mamona e proveniente de gordura animal 

por F AAS. Segundo os autores, o procedimento foi simples, rápido e eficiente, apresentando 

limites de detecção de 0,1 µg g
-1

 (Na) e 0,06 µg g
-1

 (K) e recuperações de 95% - 115% 

(biodiesel) e 90% - 115% (óleos vegetais) quando foram utilizados padrões inorgânicos na 

calibração. 

Já Silva et al (2010) [110] determinaram Cd, Pb e Tl em biodiesel por GF AAS, no 

qual prepararam microemulsões compostas por ≈ 2,0 g de biodiesel, 1,0 mL de 10% (v/v) 

HNO3 e n-propanol até completar 10 mL. Este procedimento apresentado foi aplicado em 

amostras de biodiesel, e segundo os autores o método apresentou recuperações entre 80 e 

116%, RSD inferior a 8,0% e limites de detecção de 0,5; 6,0 e 1,0 ng g
-1

, para Cd, Pb e Tl, 

respectivamente. 

Lyra et al (2010) [19] propuseram a determinação de Na, K, Ca e Mg em biodiesel por 

F AAS pelo preparo de microemulsões compostas de 10% (m/v) de biodiesel, 75% (v/v) n-

propanol, 1,0% (v/v) de ácido nítrico e 14% (v/v) de solução aquosa formada por 0,2% (v/v) 

de ácido nítrico e 0,5% (v/v) de supressor de ionização. Segundo os autores, a formação das 

microemulsões foi simples e rápida, onde não houve influência da matriz. Com este 

procedimento, limites de detecção de 0,1; 0,01; 0,04 e 0,004 µg g
-1

 para Na, K, Ca e Mg, 

respectivamente, foram alcançados. Os resultados obtidos foram comparados com 

procedimento envolvendo a diluição de biodiesel em xileno de acordo com a norma ABNT 

NBR 15556 e de acordo com Lyra et al os resultados foram concordantes ao nível de 95% de 

confiança. Testes de adição e recuperação foram efetuados e segundo os autores estes se 

situaram na faixa de 89% a 103%. 
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Em estudo realizado por Amais et al (2012) [20], os teores de Ca, Mg e Zn foram 

determinados em amostras de biodiesel por F AAS utilizando o preparo de soluções em 

microemulsões compostas de biodiesel, Triton X-100, 20% (v/v) HNO3 e n-propanol 

[10:5:5:80 (v/v)]. Segundo os autores, esse procedimento foi simples, rápido e eficiente na 

análise da matriz complexa, obtendo recuperações de 76,5% a 116,2%. 

 

3.4.4 Microextração líquido-líquido dispersiva 

Outros procedimentos, como aqueles que adotam a análise direta da amostra utilizando 

a mínima manipulação possível, também têm sido reportados na literatura [111]. A propósito, 

estabelecer procedimentos de preparo de amostra de modo que não haja a decomposição da 

mesma, como já descrito, tem despertado interesse da comunidade científica e vem sendo 

inicialmente avaliados [18,100]. Dentro deste contexto, a microextração líquido-líquido 

dispersiva é um procedimento de preparo de amostra recente e que tem sido proposto para a 

extração dos analitos e/ou espécies de interesse em diversas matrizes. 

A Microextração Líquido-Líquido Dispersiva (DLLME, do inglês Dispersive Liquid-

Liquid Microextraction) foi proposta em 2006 por Rezaee e colaboradores [88,112,113] e 

trata-se de um sistema ternário de solventes formado pela amostra aquosa, por um solvente 

extrator e um solvente dispersor [88]. Nesse procedimento de extração, uma mistura do 

solvente extrator e do solvente dispersor, que é miscível na fase aquosa (amostra) e na fase 

orgânica (solvente extrator) é rapidamente injetada na amostra, resultando na formação de 

uma solução turva. O solvente extrator, que está disperso na solução na forma de microgotas, 

é sedimentado com os analitos no fundo do tubo por meio de centrifugação (Figura 2). Essa 

fase sedimentada é então analisada por técnicas analíticas convencionais [88,114-116]. 
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Figura 2. Diagrama representativo que demonstra as etapas básicas de um procedimento 

utilizando a DLLME.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Martins et al (2012) [88]. 

 

Os principais fatores que afetam a eficiência da extração por DLLME são: tipo de 

solvente extrator e dispersor, volume de solvente extrator e dispersor, pH da amostra, força 

iônica do meio, tempo de extração e tempo e velocidade de centrifugação [112].  

O solvente extrator selecionado deve apresentar maior densidade do que a água e ser 

capaz de extrair as espécies de interesse para o menor e suficiente volume possível com vistas 

a obter alto fator de enriquecimento [113]. Os solventes clorados como o clorobenzeno [117-

119], o tetracloreto de carbono [120-122] e o tetracloroetileno [123-126] são utilizados com 

frequência como solventes extratores [127]. O solvente dispersor deve ser miscível tanto na 

fase aquosa, quanto no solvente extrator (apolar) e promover a formação de microgotas do 

solvente extrator dispersas na fase aquosa, e ainda ser capaz de diminuir a tensão superficial 

entre ambas as fases [88,114]. O volume do solvente dispersor afeta a formação da solução 

turva, o grau de dispersão do solvente extrator e, consequentemente, a eficiência da extração 

[114]. Os solventes dispersores mais utilizados são: acetona [116,124,128], metanol [129-

131], acetonitrila [132-134], tetra-hidrofurano [135] e etanol [136,137]. 

O pH afeta a eficiência da extração e a seletividade da DLLME [138], e por isso é 

necessário manter os analitos orgânicos na forma não ionizada para elevar a tendência destes 

serem extraídos pelo solvente extrator [112], ou seja, o pH deve ser avaliado em função da 

acidez ou basicidade de algumas substâncias e/ou espécies [88]. A influência da força iônica 
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também deve ser considerada, pois esta afeta na separação das fases [139]. Ao aumentar a 

concentração de NaCl, há um aumento no volume da fase sedimentada, pois ocorre a 

diminuição da solubilidade do solvente extrator na presença do sal adicionado [113]. 

O tempo de extração em procedimentos envolvendo a DLLME é definido como o 

tempo entre a injeção da mistura do solvente extrator e dispersor e a centrifugação. A 

literatura tem mostrado que o equilíbrio é alcançado rapidamente e a extração é realizada após 

a formação da solução turva [140]. Já a centrifugação é essencial para que se obtenham duas 

fases claramente separadas nos tubos de extração, e após a retirada da fase sedimentada, esta 

pode ser injetada diretamente no equipamento ou evaporada e redissolvida em um solvente 

apropriado [113]. 

A DLLME, quando comparada a outros procedimentos de extração, apresenta algumas 

vantagens, como: simplicidade na operação, rapidez, baixo custo, elevada recuperação, alto 

fator de enriquecimento e menor consumo de solventes orgânicos [115,116,127,132,141], 

além do potencial para aplicação direta em campo [88]. No entanto, apresenta também 

algumas desvantagens, como a falta de automação, a pequena fase extratora recuperada [142] 

e o tempo elevado de centrifugação necessário para completa separação das fases envolvidas 

[112]. 

A DLLME tem sido amplamente utilizada na extração e pré-concentração de 

substâncias orgânicas como pesticidas [143-145], produtos farmacêuticos [146-148], aminas 

[149-151] e fenóis [152-154] em amostras aquosas, alimentícias e biológicas [88]. No entanto, 

desde 2007 este procedimento de preparo de amostra tem sido avaliado, principalmente, na 

extração de espécies inorgânicas em matrizes aquosas. A Tabela 2 apresenta alguns trabalhos 

relacionados com a determinação de metais em diferentes matrizes utilizando a DLLME 

como procedimento de preparo de amostra.  
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Tabela 2. Aplicações do procedimento de DLLME para determinação de espécies inorgânicas em diferentes matrizes. 

Analito Matriz Solvente 

Extrator 

Solvente 

Dispersor 

Técnica 

Analítica 

Recuperação Fator de 

enriquecimento 

Referência 

Cu
2+

 Água e serum [C4mim][PF6]
a
 e 

TX-100
b
 

- F AAS - 70 [155] 

Pd
2+

 Água, solo e 

alimento 

Clorofórmio Acetona F AAS - 20,7 [116] 

AuNPs Água 1,2-dicloroetano 

e TX-114
c
 

- ETV-ICP-MS 89,6-102% 152 [156] 

Cd
2+

 Fluidos do corpo 

humano 

TOMATS
d
 - ETAAS 95-103% 10,4 [157] 

 

Cd
2+

 e Pb
2+

 

 

Mel 

 

CCl4 

Acetonitrila 

(Cd) 

Acetona (Pb) 

 

F AAS 

61-111%(Cd) 

99-115%(Pb) 

 

- 

[132] 

 

Cd
2+

 e Pb
2+

 

 

Óleos vegetais 

Álcool 

isopropílico e 

solução HNO3 

 

- 

ETAAS 98% (Cd) 

101% (Pb) 

 

140 

[96] 

Tl
3+

 Água Undecanol Acetona F AAS 97,0% 17 [128] 

Zn
2+

 e Cd
2+

 Água CCl4 Etanol F AAS 98,5-102% 10,3 (Zn) 

13,4 (Cd) 

[158] 

Co
2+

 Alimento/amostras 

ambientais/água 

Clorofórmio Etanol F AAS 97,7-103,8% 8 [127] 

Hg
2+

 Urina [Hmim][NTf2]
e
 - SWASV 97-100% - [159] 

AgNPs Água [Omim][PF6]
f
 Metanol ICP-MS 71,0-90,9% >90 [129] 

As
3+

 e As
5+

 Água Undecanol Acetona GFAAS 94,1-110,0% 1520 [160] 
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g
 hexafluorofosfato 1-hexil-3-metilimidazólio; 

h
 hexafluorofosfato 1-octil-3-metilimidazólio; 

i
 bis [(trifluorometil)sulfonil]imida 1-hexil-3-metilimidazólio; 

j
 

bis([trifluorometil)sulfonil]imida 1-hexil-3-metilimidazólio 

Analito Matriz 
Solvente 

Extrator 

Solvente 

Dispersor 

Técnica 

Analítica 
Recuperação 

Fator de 

enriquecimento 
Referência 

Pb
2+

 / Co
2+

 / 

Cu
2+

 / Ni
2+

/ 

Zn
2+

 

Água residual 1-undecanol Etanol ICP-MS 95,92-107,65 240-270 [136] 

Ag
+
 Água Clorofórmio Etanol F AAS 95-102 65 [137] 

Cu
2+

 Água mineral [C6mim][PF6]
g
 Gás argônio UV-Vis 94-103 122 [141] 

Cu
2+

 Água de torneira, 

rio e mar 

1-undecanol - F AAS 94-112 20 [161] 

Cr
3+

 e Cr
6+

 Sangue humano [C8mim][PF6]
h
 Acetona ET AAS 95-101 (Cr

3+
) 

96-102 (Cr
6+

) 

25,2 [162] 

Cd
2+

 e Pb
2+

 Refrigerante Tetracloreto de 

carbono 

Acetona (Cd) 

Acetonitrila (Pb) 

GF AAS 91-113 (Cd
2+

) 

95-108 (Pb
2+

) 

 

- [133] 

Cr
3+

 e Cr
6+

 Água Tetracloreto de 

carbono 

Acetonitrila UV-Vis 99,5-104,3  15,87 [134] 

Cd
2+

 Água e sedimentos Tetracloreto de 

carbono 

Metanol F AAS 90-110 - [163] 

Cd
2+

 Urina e sangue TOMATS Acetona ET AAS 97,4 (urina) 

95 (sangue) 

10,4 [157] 

As
3+

 e As
5+

 Sucos de fruta Tetracloreto de 

carbono 

Metanol HG-AFS 92-102 - [131] 

Se
4+

 e Se
6+

 Alimentos e 

bebidas 

[C6mim][NTf2]
i
 - ET AAS 97-101 150 [164] 

Pd
2+

 Água e poeira 1-dodecanol Tetraidrofurano F AAS 96-104 93 [135] 

As
3+

 / Se
4+

 / 

Te
4+

 

Água Bromobenzeno Metanol ETV-ICP-

MS 

86,3-107 - [165] 

Hg
2+

 Água [Hmim][NTf2]
j
 - SPCnAuEs 95-108 - [166] 
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Analito Matriz Solvente Extrator 
Solvente 

Dispersor 

Técnica 

Analítica 
Recuperação 

Fator de 

enriquecimento 
Referência 

Fe
2+

 Água e alimento Tetracloreto de 

carbono 

Etanol UV-Vis 95,4-103,2 

(alimento) 

96,9-103,6 

(água) 

- [167] 

Cu
2+

 e Fe
2+

 Vinho branco e 

tinto 

1,2 diclorobenzeno Metanol F AAS 91-110 (Cu) 

89-113 (Fe) 

- [130] 

        

Bi
3+

 Água Tetracloreto de 

carbono 

Metanol UV-Vis 96,3-103,6 - [168] 

Cr
+
 / Cu

+
 / 

Mn
2+

 / Ni
+
 / 

Zn
2+

 

Água Tetracloreto de 

carbono 

- LIBS 107 (Cu) 

93 (Mn) 

109 (Ni) 

4,8 (Cr) 

4,0 (Cu) 

5,5 (Mn) 

4,7 (Ni) 

5,5 (Zn) 

[169] 

 

 

Au
3+

 e Pd
2+

 

Conversor 

catalítico / 

minério / 

sedimento 

rodoviário 

Clorofórmio Acetona F AAS 94-98 (Au) 

96-97 (Pd) 

94 (Au) 

113 (Pd) 

[170] 

Cu
2+

 Cereal e 

alimento vegetal 

Clorofórmio Etanol F AAS 93,5-98,0 55 [171] 
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Algumas modificações têm sido propostas para elevar a eficiência e aumentar a 

aplicação deste procedimento de preparo de amostra, como: DLLME utilizando líquidos 

iônicos (IL-DLLME) [141,166,172], DLLME utilizando solventes de baixa toxicidade (LT-

DLLME) [173], DLLME com solidificação da gota orgânica flutuante (DLLME-SFO) 

[115,128,136], DLLME com solventes de baixa densidade e quebra de emulsão com solvente 

(LDS-SD-DLLME) [174], microextração líquido-líquido assistida por ar (AALLME) [175-

177], DLLME utilizando tensoativos (AS-DLLME) [156], DLLME assistida por ultrassom 

(UA-DLLME) [163], DLLME assistida por vórtex (VALLME) [178,179], DLLME assistida 

por micro-ondas (MA-DLLME) [147,151] e DLLME assistida por agitação manual [180]. 

Na extração de espécies inorgânicas, os analitos são frequentemente complexados com 

agentes quelantes [88], e desta maneira é possível transferir os analitos para o solvente 

extrator, que é um solvente orgânico (apolar). Neste procedimento o solvente dispersor tem o 

papel de interagir tanto com a fase aquosa quanto com a fase orgânica, ou seja, o solvente 

dispersor é miscível na fase aquosa e na fase orgânica. A aplicação da DLLME na extração de 

metais está sendo amplamente utilizada em matrizes aquosas, e por isso os estudos 

relacionados com a extração de espécies inorgânicas em matrizes complexas (p.ex. óleo 

vegetal, diesel e biodiesel) ainda são bastante incipientes. Entretanto, quando a amostra é uma 

matriz complexa, ou seja, uma matriz orgânica, a extração dos analitos utilizando uma fase 

orgânica como solução extratora não é satisfatória. Nestes casos, o procedimento baseado na 

microextração liquido-liquido dispersiva reversa (R-DLLME) tem sido empregado. Este 

procedimento utiliza um solvente extrator, que normalmente é uma solução ácida diluída, e 

um solvente dispersor, que normalmente é um álcool de cadeia curta. Quando a R-DLLME é 

utilizada em matrizes complexas, os analitos presentes na matriz orgânica são 

lixiviados/transferidos da fase orgânica para a fase aquosa. Além disso, somente na R-

DLLME se utiliza temperatura controlada, agitação em vórtex e banho de ultrassom. 

López-García et al (2014) [96] aplicaram a microextração líquido-líquido dispersiva 

reversa (R-DLLME) para a determinação de Cd e Pb em óleos vegetais por ET AAS, 

utilizando  300 µL de uma solução de álcool isopropílico:3,0% (v/v) HNO3 [4:1 (v/v)] como 

solvente dispersor e extrator, respectivamente.  

De forma semelhante, López-García et al (2015) [97] determinaram compostos de 

arsênio (arsênio inorgânico, metilarsonato, dimetilarsonato e arsenobetaína) em óleos 

comestíveis por ET AAS, em que empregaram a R-DLLME seguindo o mesmo procedimento 

descrito acima e, segundo os autores, obtiveram recuperações de 93 a 98% e limite de 

detecção de 0,03 ng g
-1

. 
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3.5 Técnicas espectroanalíticas aplicadas à determinação de metais e metaloides em 

biodiesel  

As determinações de metais e metaloides em amostras de biodiesel têm sido realizadas 

por técnicas espectroanalíticas, como a espectrometria de absorção atômica em chama (F 

AAS) [19,25,83], a espectrometria de emissão atômica em chama (F AES) [107], a 

espectrometria de absorção com atomização eletrotérmica (ET AAS) [18,109], a 

espectrometria de emissão ótica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES) [81,100], a 

espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) [181] e a 

espectrofotometria molecular operante na região do ultravioleta e visível [84]. 

Cassela et al (2011) [182] determinaram Zn em óleo diesel por meio do preparo de 

emulsões formadas por 2,0 mL de 5% (m/v) Triton X-114 e 15% (v/v) HNO3, seguido pela 

quebra das emulsões pelo aquecimento a 80 ºC. Segundo os autores, três fases bem definidas 

foram formadas e a fase aquosa foi utilizada para determinação de Zn por F AAS. As 

condições experimentais foram otimizadas por meio da Matriz de Doehlert e foi possível a 

utilização da calibração externa com soluções padrão aquosas obtendo recuperações de 92 – 

109% e excelentes limites de detecção (1,2 µg L
-1

) e de quantificação (4,0 µg L
-1

).  

Ferreira et al (2015) [80] propuseram a determinação de Na, K e Ca em biodiesel por 

F AES, utilizando uma simulação de matriz através do preparo das soluções padrão e 

amostras em meio de oleato de metila e Li (1000 µg g
-1

). Esse método de análise direta foi 

validado e, segundo os autores, apresentou limites de quantificação 0,09, 0,07 e 0,43 µg kg
-1

 

para Na, K e Ca, respectivamente. 

Aucélio et al (2004) [183] realizaram a determinação de vanádio em diesel e asfalteno 

por ET AAS utilizando o preparo das microemulsões com 1-propanol e HNO3. De acordo 

com os autores, limites de detecção de 5,0 µg L
-1

 e 4,0 µg g
-1

, para diesel e asfalteno, 

respectivamente, foram obtidos com recuperações de 113% (diesel) e 105% (asfalteno). 

Quadros et al (2011) [184] propuseram a determinação de Al, Cu, Fe e Mn em 

biodiesel por meio da espectrometria de absorção atômica com fonte contínua e alta resolução 

com atomização eletrotérmica (HR-CS ET AAS), cujo preparo das amostras consistiu na 

diluição das amostras de biodiesel em etanol. Segundo os autores, o procedimento apresentou 

simplicidade, precisão e exatidão satisfatórias, com recuperações de 90 - 105% (Al); 95 - 

105% (Cu); 99 - 106% (Fe) e 96 - 108% (Mn). Os limites de quantificação foram 0,009 µg g
-1

 

(Cu), 0,006 µg kg
-1 

(Fe), 0,003 µg kg
-1

 (Mn) e 0,013 µg kg
-1

 (Al). 
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Lobo et al (2011) [30] realizaram a determinação de Ni e Cd em biodiesel por 

espectrometria de absorção atômica em forno grafite (GF AAS), por meio do preparo de 

microemulsões compostas por 0,5 g de biodiesel, 5,0 g de Triton X-100 e 1% (v/v) de HNO3. 

Segundo os autores, este procedimento de preparo de amostra foi simples e rápido, com 

limites de detecção ≤ 0,9 e 0,1 µg L
-1

, para Ni e Cd, desvio padrão relativo (RSD) inferior a 

8,20% e recuperações 93 - 108% (Ni) e 98 - 116% (Cd). 

Por meio da comparação de métodos univariados e multivariados na otimização das 

condições experimentais, Lobo et al (2009) [185] propuseram a determinação de Cu, Pb, Ni e 

Cd em biodiesel por GF AAS empregando a microemulsão e a digestão ácida em sistema 

focalizado. Os autores concluíram que a análise multivariada foi uma ferramenta útil para 

estabelecer as temperaturas ótimas de pirólise e atomização, o melhor procedimento de 

preparo de amostra e o tipo de modificador químico. 

Em trabalho realizado por Reyes & Campos (2005) [186] foi realizada a determinação 

de Ni e Pb em amostras de diesel e gasolina por GF AAS pelo preparo de microemulsões 

formadas por 1-propanol e HNO3. Microemulsões em n-hexano foram usadas para calibração 

e, segundo os autores, foram obtidos limites de detecção para gasolina e diesel de 4,5 e 3,6 µg 

L
-1

, Ni e Cd, respectivamente. A utilização de Pb + Mg como modificador convencional e Ir 

como modificador permanente mostrou bom desempenho para Pb. 

Sant’Ana et al (2007) [187] propuseram a determinação de Al, Cu, Fe, Ni e Zn em 

óleo diesel por ICP OES, em que o preparo de amostra consistiu na digestão em micro-ondas. 

Segundo os autores, 1,0 µg mL
-1 

Y (ítrio) foi utilizado como padrão interno para determinação 

dos analitos, o procedimento de digestão foi eficiente e as recuperações para Al, Cu, Fe e Ni 

foram superiores a 90%. 

Em estudo realizado por Orosco et al (2014) [188] o teor de Na, K, Ca, Mg, Pb e de 20 

metais pesados foi determinado em biodiesel obtido à partir de sementes de girassol, milho, 

soja e uva por ICP OES sem prévio tratamento das amostras. Segundo os autores, o 

procedimento foi simples e rápido, no qual se obteve recuperações no intervalo de 95 a 106% 

e RSD inferiores a 10%. 

Nomngongo et al (2014) [189] determinaram Ag, Al, As, Mn e Ti em amostras de 

diesel e gasolina por ICP OES utilizando a microextração em fase líquida com fibra oca (HF-

LPME) para extração dos analitos. A técnica multivariada foi utilizada na otimização das 

condições experimentais e sob as condições otimizadas foram obtidos fatores de pré-

concentração de 150, 291, 112, 405 e 367, para Ag, Al, As, Mn e Ni, respectivamente. 
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Segundo os autores, o procedimento apresentou exatidão e precisão satisfatórias com 

recuperações de 96 - 101% e RSD inferiores a 5,0%. 

Shishov et al (2014) [84] realizaram a determinação de Ca e Mg em biodiesel por 

espectrofotometria por meio da formação de complexos de Ca (II) e Mg (II) com negro de 

eriocromo T (EBT). As amostras de biodiesel foram submetidas à diluição on-line em álcool 

isopropílico seguido da injeção em etapas por um procedimento de fácil realização. Os limites 

de detecção foram 0,6 µg g
-1

 (Ca) e 0,4 µg g
-1

 (Mg) e, segundo os autores, o método foi 

rápido, utilizou pequenas quantidades de amostras e apresentou baixo custo. 

 

3.6 Análise estatística multivariada  

Em muitas metodologias analíticas é comum utilizar a otimização dos parâmetros 

instrumentais e/ou experimentais de forma univariada para estabelecer as melhores condições 

para a determinação das espécies de interesse [163]. No entanto, esta tarefa pode ser morosa e 

utilizar grandes quantidades de reagentes [190], além de não considerar as interações entre as 

variáveis envolvidas no experimento [163]. 

 Para contornar estes inconvenientes, a utilização de métodos quimiométricos no 

desenvolvimento de procedimentos analíticos vem sendo continuamente aplicado porque 

reduz o número de experimentos, são bastante eficazes e permite que as variáveis sejam 

otimizadas simultaneamente [163,191]. Para extrair o máximo de informação quando a 

análise estatística multivariada é utilizada, é recomendado traçar um planejamento 

experimental prévio que envolva todas as variáveis independentes que influenciam 

diretamente na determinação dos analitos de interesse [192]. Na execução da análise 

multivariada, planejamentos fatoriais completos ou fracionados são bastante utilizados 

porque além dos benefícios descritos acima, também minimizam o uso de reagentes e 

resíduos gerados, reduz tempo e elimina algumas variáveis pouco significativas no 

experimento [192]. Exemplo clássico deste procedimento consiste em um experimento com 

dois fatores (A e B) e que são testados com a níveis para o fator A e b níveis para o fator B. 

Um experimento fatorial com k fatores, sendo cada um deles com dois níveis, é denominado 

experimento fatorial 2
k
. Em um experimento com três fatores (x1, x2 e x3) e dois níveis (+1, -

1), se tem um experimento fatorial 2
3
, em que esses níveis são codificados e envolvem o valor 

mínimo (-1) e o máximo (+1) [193]. Com esse tipo de planejamento é possível determinar os 

efeitos que as variáveis independentes e as interações entre elas produzem na resposta 

analítica [193]. 
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Habila et al (2016) [191] realizaram a determinação de Pb em amostras de água por 

FAAS empregando a DLLME combinada com a otimização multivariada. Os parâmetros pH, 

volume de solvente extrator e dispersor e volume de ligante foram otimizados e as 

porcentagens de recuperação foram selecionadas como respostas analíticas pelo planejamento 

Plackett-Burman. Também foram obtidos gráficos de superfícies de resposta em 3D para cada 

par de variáveis, pH-volume de extrator, pH-volume de ligante e volume de ligante-volume de 

extrator. Segundo os autores, o método foi simples, rápido e eficiente, no qual se obtiveram 

RSD inferiores a 5,3%, recuperações de 94 - 104%, fator de pré-concentração de 50 vezes e 

limites de detecção e quantificação de 4,3 µg L
-1

 e 14,2 µg L
-1

, respectivamente. 

No estudo realizado por Meira & Dias (2017) [163] o teor de Cd foi determinado em 

amostras de sedimentos e de água por F AAS utilizando a DLLME para extração e pré-

concentração do analito. Para a otimização da mistura formada pelo solvente extrator, 

dispersor e agente complexante o planejamento foi utilizado, e as variáveis pH, concentração 

de NaCl e tempo de sonicação foram otimizados pela matriz de Doehlert. Segundo os autores, 

a análise multivariada permitiu uma otimização rápida e eficiente, além do método ter 

apresentado precisão e exatidão, com recuperações de 90 a 110%, fator de pré-concentração 

de 14 vezes, limites de detecção e quantificação de 0,23 µg L
-1

 e 0,76 µg L
-1

, respectivamente. 

Grijalba et al (2017) [194] realizaram a especiação de Se em vegetais comestíveis dos 

gêneros Allium e Brassica por ET AAS utilizando a microextração líquido-líquido dispersiva 

com líquido iônico assistida por vórtex no preparo de amostra. Foi utilizado o planejamento 

fatorial fracionado para otimização dos seguintes parâmetros: volume de amostra, volume da 

mistura clorofórmio + líquido iônico, pH, força iônica, tipo de extração (vórtex ou ultrassom) 

e concentração de APDC. Foram obtidas superfícies de resposta 3D dos pares volume de 

amostra-tempo de extração, pH-[APDC], tempo de extração-[APDC] e pH-[APDC]. Segundo 

os autores, utilizando o método proposto obteve-se fator de pré-concentração de 100 vezes, 

recuperações de 94 a 100% para Se(IV) e 96,6 a 102% para Se(VI) e limite de detecção de 5,0 

ng L
-1

. A IL-VA-LLME apresentou alta sensibilidade com a pré-concentração. 

Niazi et al (2015) [195] utilizaram métodos quimiométricos para a determinação de 

urânio (U)  em amostras de água por espectrofotometria molecular empregando a 

microextração líquido-líquido dispersiva assistida por micro-ondas. O planejamento fatorial 

completo 2
4
 foi empregado para otimização do pH, concentração de ligante, quantidade de 

solvente extrator e dispersor. A influência de cada variável e suas interações no sistema foram 

avaliadas pelo diagrama de Pareto. Segundo os autores, a análise multivariada permitiu uma 

otimização rápida, econômica e eficiente e a MA-DLLME apresentou alta eficiência e baixo 
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consumo de solvente orgânico, com fator de enriquecimento de 135 vezes e limite de detecção 

de 6,7 ng mL
-1

. 

Asadollahzadeh et al (2014) [196] realizaram a especiação de As (III e V) em 

amostras de água por ET AAS aplicando a microextração líquido-líquido dispersiva baseado 

na solidificação da gota orgânica flutuante. O planejamento fatorial fracionado 2
6-1

 foi 

utilizado para otimização do volume de solvente extrator e dispersor, concentração de ligante, 

pH, tempo de extração e concentração do sal. O diagrama de Pareto e os gráficos de superfície 

de resposta em 3D para os  pares volume do solvente dispersor/volume do solvente extrator, 

concentração de ligante/volume solvente extrator, pH/volume do solvente extrator, 

concentração do ligante/volume do solvente dispersor, pH/volume do solvente dispersor e 

pH/concentração de ligante foram obtidos. Segundo os autores, a DSLLME-ET AAS forneceu 

recuperações de 97,1 a 101,1% As(III) e 96,1 a 99,7% As(V), fator de enriquecimento de 135 

vezes e limite de detecção 0,02 ng mL
-1

. 

Em trabalho realizado por Shah et al (2012) [197] o teor de Pb foi determinado em 

amostras de sangue por F AAS empregando a microextração em fase líquida dispersiva com 

líquido iônico em temperatura controlada. O planejamento fatorial completo 2
5
 foi utilizado 

para otimização das seguintes variáveis: volume de líquido iônico, % de agente complexante, 

pH, tempo de incubação e temperatura. Segundo os autores, o diagrama de Pareto mostrou 

que as influências causadas pelas variáveis independentes líquido iônico, temperatura e pH 

foram as mais significativas e sendo então sistematicamente avaliadas pela matriz de Doehlert 

para obter as superfícies de resposta com pH vs % de líquido iônico e temperatura vs % de 

líquido iônico. Por meio do planejamento fatorial foi possível otimizar o procedimento 

baseado na TIL-DLME utilizando um menor número de experimentos. O procedimento 

proposto por Shah et al  obteve fator de pré-concentração de 93 vezes e limite de detecção de 

0,13 µg L
-1

. 
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4 PARTE EXPERIMENTAL 

 

4.1 Instrumentação e acessórios 

As sementes oleaginosas foram secas em estufa SL-100 (Solab
®

, Piracicaba, SP, 

Brasil), processadas em moinho multiuso TE-631/2 (Tecnal
®

, Piracicaba, SP, Brasil) e 

pesadas em balança analítica M214Ai (Bel Engineering
®

, Piracicaba, SP, Brasil). A 

extração dos óleos vegetais foi realizada em sistema soxhlet e o solvente evaporado com 

auxílio do evaporador rotativo MA-120 (Marconi
®

, Piracicaba, SP, Brasil). Para o processo 

de degomagem e de reação de transesterificação foram utilizados agitador magnético TE-

0851 (Tecnal
®

, Piracicaba, SP, Brasil) e centrífuga Excelsa II 206 BL (Fanem
®

, São Paulo, 

SP, Brasil). 

Para a caracterização do biodiesel produzido, foi utilizado um viscosímetro capilar 

de vidro (Láctea
®

, São Paulo, SP, Brasil) de acordo com as normas ASTM D445 – NBR 

10441 e a cromatografia em camada delgada em placas cromatográficas (Macherey-Nagel
®

, 

Düren, Alemanha). 

Para o preparo das soluções foram utilizadas micropipetas (Kasvi
®

, Curitiba, PR, 

Brasil) de 10 – 100 µL e 100 – 1000 µL.  

No preparo da microextração líquido-líquido dispersiva reversa (R-DLLME) foi 

utilizado um Banho Maria (Nova Técnica
®

, Piracicaba, SP, Brasil), um agitador tipo vórtex 

(Biomixer
®

, Taboão da Serra, SP, Brasil), um banho ultrassom (Max Labor
®

, Presidente 

Prudente, SP, Brasil) e a centrífuga Excelsa II 206 BL. 

Para as medidas experimentais, foi utilizado o espectrômetro de absorção atômica 

em chama AA 240FS (Agilent Technologies
®

, Santa Clara, CA, USA) equipado com 

lâmpada de cátodo oco monoelementar (Agilent Technologies
®

, Santa Clara, CA, USA) 

(Figura 3). Para a determinação de Ca, Na e K o equipamento foi ajustado no modo emissão 

atômica e para a determinação de Mg, no modo de absorção atômica, operando nas 

condições instrumentais de maior sensibilidade (Tabela 3). 
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Figura 3. Foto ilustrativa do espectrômetro de absorção atômica em chama AA 240FS. 

 

Fonte: Próprio autor. 

 

Tabela 3. Parâmetros instrumentais utilizados para determinação de Ca, Mg, Na e K em 

biodieseis por espectrometria atômica. 

Parâmetros Instrumentais Ca Mg K Na 

Faixa de trabalho (mg L
-1

) 0,5 – 2,0 0,01 – 0,5 0,05 – 2,0 0,05 – 2,0 

Linha atômica (nm) 422,7 285,2 766,5 589,0 

Corrente da lâmpada (mA) - 4,0 - - 

Fenda de saída (nm) 0,5 1,0 1,0 1,0 

Composição da chama N2O/C2H2 ar/C2H2 ar/C2H2 ar/C2H2 

Vazão de acetileno (L min
-1

) 6,35 2,0 2,0 2,0 

Vazão de oxidante (L min
-1

) 11,00 13,5 13,5 13,5 

Queimador (mm) 50 100 100 100 

Taxa de aspiração (mL min
-1

) 5,0 5,0 5,0 5,0 

Modo de Leitura Emissão Absorção Emissão Emissão 

  

4.2 Reagentes e soluções analíticas 

Água ultrapura (condutividade < 0,05 µS/cm) obtida a partir de um sistema de 

Osmose Reversa OS10LXE (Gehaka
®

, São Paulo, SP, Brasil) foi utilizada para o preparo de 

todas as soluções. A extração do óleo foi realizada em meio de hexano [95% (m/v), Vetec
®

, 

Duque de Caxias, RJ, Brasil].  
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Para o processo de degomagem dos óleos vegetais brutos obtidos, foi utilizado 

H3PO4 [85% (m/v) Vetec
®

, Duque de Caxias, RJ, Brasil]. Na reação de transesterificação 

foram utilizados CH3OH [99,8% (m/v), Vetec
®

, Duque de Caxias, RJ, Brasil], KOH [85% 

(m/m), Vetec
®

, Duque de Caxias, RJ, Brasil], enquanto que no processo de lavagem e 

secagem do biodiesel foram utilizados NaCl [99,5% (m/m), Vetec
®

, Duque de Caxias, RJ, 

Brasil] e Na2SO4 [99% (m/m), Vetec
®

, Duque de Caxias, RJ, Brasil], respectivamente. 

Na análise do índice de acidez foi utilizado KOH [85% (m/m), Vetec
®

, Duque de 

Caxias, RJ, Brasil] e KHC8H4O4 [99,5% (m/m), Vetec
®

, Duque de Caxias, RJ, Brasil]. 

Para o procedimento de microextração líquido-líquido dispersiva reversa foi 

utilizado álcool isopropílico [99,5% (m/v), Vetec
®

, Duque de Caxias, RJ, Brasil] e HNO3 

[65% (m/v), Sigma-Aldrich
®

, São Paulo, SP, Brasil]. 

Soluções padrão estoque monoelementares de 1000 mg L
-1

 (SpecSol
®

, SRM-682, 

EUA) foram utilizadas para o preparo de soluções intermediárias monoelementares de Ca, 

Mg, Na e K nas concentrações de 25, 50 e 100 mg L
-1

. As soluções intermediárias foram 

armazenadas em frasco de polipropileno (Nalgene
®

, Rochester, NY, EUA) e utilizadas no 

preparo de soluções analíticas de calibração.  

As soluções analíticas de calibração foram preparadas diariamente por meio de 

diluição apropriada das soluções intermediárias nos intervalos 0,5 – 2,0 mg L
-1

 Ca,  0,01 – 

0,5 mg L
-1

 Mg, 0,05 – 2,0 mg L
-1

 K e Na em meio de 1,0% (v/v) de HNO3. Os brancos das 

soluções analíticas eram preparados com água ultrapura em meio de 1,0% (v/v) de HNO3. 

O padrão organometálico (Conostan
®

, Quebec, Quebec, Canadá) contendo 20 mg L
-1

 

Na-P-K-Ca-Mg em biodiesel B100 foi utilizado para estabelecer as condições experimentais 

de extração dos analitos e como material de referência para verificar a precisão e exatidão 

do método de preparo de amostra proposto. 

Todos os materiais utilizados foram descontaminados por imersão em solução 10% 

(v/v) HNO3 por 24 horas e enxaguados com água destilada e deionizada. 

  

4.3 Amostragem e preparo das amostras 

As sementes das espécies oleaginosas canola (Brassica napus L.), crambe (Crambe 

Hochst abyssinica), girassol (Helianthus annuus) e pinhão-manso (Jatropha curcas) foram 

fornecidas pela Embrapa Agropecuária Oeste - Dourados/MS. As amostras foram lavadas 

abundantemente com água corrente e posteriormente com água destilada, para a remoção de 

impurezas. Em seguida, as amostras foram secas à temperatura ambiente por 24 h e em 
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estufa a 70 ºC por 60 h, processadas em moinho multiuso e armazenadas em sacos plásticos 

de policloreto de vinila (PVC) devidamente identificados. A Figura 4 apresenta o aspecto 

físico das sementes após as etapas de lavagem, secagem e moagem. 

 

Figura 4. Foto ilustrativa das sementes oleaginosas processadas em moinho: (a) canola, (b) 

crambe, (c) pinhão-manso e (d) girassol. 

 

 

 

 

 

Fonte: Próprio autor. 

 

A extração dos óleos vegetais foi realizada utilizando 1320 g de pinhão-manso, 1653 

g de girassol, 1767 g de crambe e 1680 g de canola, divididas em cartuchos com capacidade 

para conter 250 g de amostra, submetidas ao refluxo com 600 mL de hexano a 70 ºC por 6 h 

(Figura 5). Em seguida o balão contendo óleo vegetal + solvente foi conduzido ao 

evaporador rotativo para a remoção do hexano utilizado. O óleo vegetal bruto foi submetido 

ao processo de degomagem, que foi realizado pelo aquecimento do óleo vegetal a 60 ºC, 

seguido pela adição de H2O (correspondente a 3,0% (v/v) do volume de óleo utilizado), 

agitação por 30 min e adição de 1,0% (v/v) de H3PO4. Para obtenção da fase sedimentada 

foi realizada a centrifugação por 30 min a 3600 rpm. O óleo vegetal foi transferido para 

frascos de vidro âmbar com tampa e armazenado sob refrigeração. 

 

Figura 5. Foto ilustrativa do sistema soxhlet utilizado para a extração dos óleos vegetais. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Próprio autor. 
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4.4 Processo de obtenção do biodiesel 

A reação de transesterificação foi realizada adicionando a solução aquecida (45 ºC) 

de metóxido de potássio – produzida a partir de 45 mL de metanol + 1,5 g de KOH – à 

massa de 100 g de óleo vegetal aquecido a 45 ºC. A mistura (óleo vegetal + metóxido de 

potássio) contida em béquer de 500 mL foi agitada manualmente e de forma constante por 

90 minutos. Ao término da reação, o produto final foi transferido para um funil de 

decantação para a completa separação das fases biodiesel e glicerol, o qual permaneceu por 

12 horas. Após a decantação, a fase inferior (glicerol) foi separada e devidamente 

descartada, e a parte superior (biodiesel) foi reservada. O biodiesel produzido foi lavado 

com 30 mL de água destilada para a remoção de possíveis contaminantes e com 15 mL de 

solução saturada de cloreto de sódio [36% (m/v)] para aumentar a força iônica do meio e 

diminuir a solubilidade de outros íons presentes. Para o processo de secagem, foi utilizado 

10,0 g de sulfato de sódio anidro (Na2SO4) seguido de filtração a vácuo. Para evitar a 

oxidação do material, foi adicionado o antioxidante propil galato (PG) em cada uma das 

amostras de modo a conter 500 mg kg
-1

 [198] 

 

Figura 6. Etapas para obtenção do biodiesel por meio da reação de transesterificação: (a) 

adição da solução aquecida de metóxido de potássio ao óleo vegetal (b) 

separação das fases biodiesel e glicerol (c) descarte do glicerol, (d) lavagem do 

biodiesel com solução saturada de NaCl e (e) biodiesel bruto obtido. 

  

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Próprio autor. 
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4.5 Caracterização físico-química e cromatográfica do biodiesel 

Para a caracterização preliminar do biodiesel produzido em laboratório a partir da 

transesterificação metílica do óleo de canola, crambe, girassol e pinhão-manso, ensaios físico-

químicos como massa específica, índice de acidez, teor de umidade e viscosidade cinemática 

foram efetuados. 

Para avaliar a massa específica (densidade) de cada biodiesel produzido, o volume de 

10,0 mL, a 25 ºC, foi pesado e a densidade calculada por meio da razão massa/volume de 

cada material. 

O índice de acidez foi determinado pela titulação de aproximadamente 1,0000 g (± 

0,0001 g) de amostra preparada em meio de 15 mL de uma solução etanol:água [3:2 (v/v)] 

com solução padronizada de 0,1008 mol L
-1

 de KOH. A solução 1,0% de fenolftaleína foi 

utilizada como indicador. 

Para avaliar o teor de umidade das amostras, massas de aproximadamente 5,0000 g (± 

0,0001 g) foram pesadas em cadinhos de porcelana (previamente calcinados a 800 ºC por 30 

min), e submetidas ao aquecimento a 105 ºC em estufa por 60 minutos. Essas amostras foram 

tampadas e conduzidas até um dessecador para atingirem a temperatura ambiente e os 

cadinhos foram novamente pesados. Pela subtração da massa do cadinho contendo a amostra 

com a massa do cadinho vazio pesado anteriormente, obteve-se a massa da amostra. 

Para determinar a viscosidade cinemática, o volume de 15 mL de amostra foi 

submetido ao aquecimento a 40 ºC. Neste, a amostra foi inserida em um tubo de vidro em 

forma de U e a vazão de escoamento do material foi medida em função do tempo. 

A conversão dos triglicerídeos em ésteres metílicos, ou seja, a confirmação da 

produção de biodiesel, de forma qualitativa, a partir das matrizes selecionadas foi monitorada 

por meio da cromatografia em camada delgada (CCD) utilizando uma mistura de hexano:éter 

etílico:ácido acético [8:2:1 (v/v)] como eluente e uma placa cromatográfica contendo sílica 

como fase estacionária. Foi aplicada uma gota de cada óleo vegetal e biodiesel nas placas 

cromatográficas com o auxílio de um capilar de vidro de 1,0 mm de diâmetro interno, com 

distância de 1,0 cm entre cada aplicação e de 0,5 cm da borda inferior da placa. As placas 

cromatográficas foram conduzidas para cubas de vidro contendo o eluente. Após 10 min as 

placas foram retiradas e reveladas em vapor de iodo. 
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4.6 Método para determinação de Ca, Mg, Na e K em biodieseis por F AAS e F AES  

 

4.6.1 Avaliação da análise estatística multivariada na otimização dos parâmetros de 

extração da R-DLLME 

Um planejamento fatorial completo 2
4
 com quatro fatores e dois níveis, produzindo 16 

experimentos executados de forma aleatória e em duplicata, foi empregado para verificar a 

significância das variáveis na eficiência da R-DLLME. As variáveis massa (1,0 e 3,0 g), 

volume da solução extratora (300 e 1000 µL), composição da solução extratora [HNO3:álcool 

isopropílico 3:1 (v/v) e 1:3 (v/v)] e concentração de HNO3 na solução extratora (0,5 e 5,0%) 

foram avaliadas, utilizando uma solução de 20 mg L
-1

 Na-P-K-Ca-Mg padrão organometálico 

em biodiesel B100. Os brancos utilizados na análise estatística foram preparados de acordo 

com o volume da solução extratora, a composição e concentração de HNO3 em cada um dos 

experimentos realizados para obter o diagrama de Pareto e a matriz de Doehlert. 

Após a realização dos experimentos, as recuperações (%) obtidas para cada analito 

foram avaliadas por meio do diagrama de Pareto, de modo a verificar a influência da resposta 

experimental de cada variável independente e a interação entre estas, ao nível de 95% de 

confiança. Com base nos resultados obtidos no diagrama de Pareto, as variáveis mais 

significativas, ou seja, aquelas com maior influência no sistema de extração foram avaliadas 

utilizando a metodologia de superfície de resposta utilizando a matriz de Doehlert. Na matriz 

de Doehlert o ponto central foi realizado em triplicata para a avaliação do erro experimental. 

Todo planejamento foi realizado com auxílio do software Statistica
®
 10.  

 

4.6.2 Aplicação da R-DLLME em amostras de biodiesel 

A extração dos analitos foi feita utilizando a R-DLLME otimizada com auxílio da 

análise estatística multivariada. O procedimento consistiu em pesar massas de 3,0000 g (± 

0,0001 g) do biodiesel de canola, crambe, girassol e pinhão-manso em tubos para 

centrifugação cônico tipo Falcon de 50 mL. Estas amostras foram submetidas ao aquecimento 

em Banho Maria a 80 °C.  Ao atingir 80 °C, foram adicionados 780 µL da solução extratora 

composta por 5,0% (v/v) ácido nítrico:álcool isopropílico [3:1 (v/v)] às amostras. A mistura 

biodiesel + solução extratora foi mantida sob aquecimento por mais 5 min. Em seguida a 

mistura foi submetida à agitação em vórtex por 30 s, banho de ultrassom aquecido a 45 °C por 

3 min e, por fim, centrifugadas a 3600 rpm por 15 min. Após esse procedimento, pode-se 

observar a formação da gota no fundo do tubo cônico. Toda solução sobrenadante foi 
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removida e devidamente descartada, e a gota resultante foi avolumada para 5,0 mL com água 

ultrapura. Os brancos de amostra foram preparados pela adição dos mesmos reagentes, na 

ausência da amostra, utilizando as condições otimizadas da R-DLLME, ou seja, 780 µL da 

solução extratora composta por 5,0% (v/v) ácido nítrico:álcool isopropílico [3:1 (v/v)]. 

O procedimento de preparo de amostra estabelecido com a R-DLLME e o método 

empregado para determinação dos teores de Ca, Mg, Na e K em biodiesel foi avaliado por 

meio do cálculo dos seguintes parâmetros de confiabilidade analítica: sensibilidade, intervalo 

linear de trabalho, precisão, exatidão, coeficientes de correlação lineares e limites de detecção 

(LD) e quantificação (LQ) de acordo com o método descrito por Currie [199] empregando os 

programas Microsoft Office Excel
®
 e Microcal OriginPro

®
 como ferramentas de cálculo. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

5.1 Extração do óleo vegetal e produção de biodiesel 

É recomendado utilizar a prensa hidráulica na extração do óleo vegetal de espécies 

oleaginosas, pois com esse procedimento se obtém um produto com as propriedades naturais 

preservadas [200], além de evitar o uso de solventes de elevada toxicidade. No entanto, 

devido à baixa granulometria das amostras avaliadas neste trabalho, somente a extração em 

sistema soxhlet pôde ser utilizada. A extração do óleo vegetal das amostras apresentou 

rendimento entre 35,5 – 43,3%, como descrito na Tabela 4. Os valores apresentados neste 

trabalho foram comparados com os resultados apresentados em literatura específica (Tabela 

4), e somente para canola pode-se observar valor de rendimento ligeiramente inferior ao 

descrito em literatura [57,74,201,202]. 

 

Tabela 4. Quantidade de óleo vegetal extraído das espécies canola, crambe, girassol e pinhão-

manso utilizando o sistema de extração em soxhlet.  

 

O volume de óleo vegetal obtido para cada amostra foi submetido ao processo de 

degomagem – em meio aquoso e em meio ácido – para remoção de fosfatídeos, proteínas e 

substâncias mucilaginosas que contribuem para a degradação de óleos [203]. A separação da 

matriz oleosa das substâncias indesejáveis foi feita por meio de centrifugação, e o resultado 

do processo pode ser observado na Figura 7. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Amostra 
Massa de 

semente, g 

Massa de óleo 

vegetal, g 
Rendimento, % Literatura, % 

Canola 1679,8 571,13 35,5 ± 2,8 38 – 46 [201] 

Crambe 1767,4 671,61 38,4 ± 2,6 38 [57] 

Girassol 1653,3 644,79 40,3 ± 5,1 35 – 45 [202] 

Pinhão-manso 1318,9 514,37 43,3 ± 1,3 43 – 59 [74] 
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Figura 7. Foto ilustrativa da amostra de óleo de canola (1) e pinhão-manso (2) após serem 

submetidas ao processo de degomagem. A fase sedimentada e destacada em 

vermelho corresponde à fração que contém fosfatídeos, proteínas e substâncias 

mucilaginosas. 

 

 

            

 

 

 

 

Fonte: Próprio autor. 

 

Em virtude do processo de degomagem, observou-se uma diminuição da massa de 

óleo vegetal obtida para todas as amostras. A redução da massa de óleo vegetal após processo 

de degomagem deve-se ao fato da retirada dos fosfatídeos hidratáveis e não-hidratáveis e 

ainda de outros materiais adsorvidos, como impurezas [204]. A redução da massa de óleo 

vegetal pode ser observada na Tabela 5.  

O óleo vegetal bruto, obtido após processo de degomagem, foi submetido à reação de 

transesterificação por meio da rota metílica de acordo com o processo descrito anteriormente. 

A massa de biodiesel produzido para cada amostra, bem como o rendimento obtido, pode ser 

observado na Tabela 5.  

 

Tabela 5. Massa de biodiesel obtido por catálise alcalina e rota metílica para os óleos vegetais 

estudados. 

Amostras 
Massa de óleo 

vegetal bruto, g 

Massa de óleo 

degomado, g 

Massa de 

biodiesel, g 
Rendimento, % 

Canola 571,13 316,39 240,46 75,7 ± 3,6 

Crambe 671,61 491,86 329,55 65,8 ± 2,9 

Girassol 644,79 494,95 376,16 75,9 ± 3,1 

Pinhão-manso 514,37 354,52 255,25 72,3 ± 3,1 

 

Pode-se observar na Tabela 5 que os maiores rendimentos foram obtidos para os óleos 

de canola e girassol (75,7% e 75,9). No entanto, rendimentos satisfatórios, para o objetivo 

deste trabalho, também foram obtidos para os óleos de pinhão-manso (72,3%) e crambe 
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(65,8%). A quantidade obtida de biodiesel para cada amostra foi suficiente para a 

continuidade do trabalho. 

 

5.2 Caracterização físico-química do biodiesel  

Alguns parâmetros físico-químicos são de extrema importância na caracterização do 

material produzido, uma vez que estes permitem garantir, com base em legislações vigentes, a 

qualidade do produto. Neste sentido, em escala laboratorial, foram realizados testes físico-

químicos nas amostras de biodiesel de canola, crambe, girassol e pinhão-manso com ênfase na 

determinação da massa específica, do índice de acidez, do teor de umidade e da viscosidade 

cinemática. Os valores obtidos nestes parâmetros (Tabela 6) foram comparados com aqueles 

descritos pela ANP por meio da Resolução ANP 45/2014 [16]. 

 

Tabela 6. Parâmetros físico-químicos obtidos para as amostras de biodiesel.  

Amostra 

Massa 

específica 

(kg m
-3

) 

Índice de 

acidez 

(mg KOH g
-1

) 

Teor de 

umidade 

(mg kg
-1

) 

Viscosidade 

cinemática a 40 ºC 

(mm
2
 s

-1
) 

Canola 852 0,4 400 3,3 

Crambe 859 0,2 300 4,8 

Girassol 858 0,4 300 3,3 

Pinhão-manso 855 0,2 400 3,2 

*ANP 45/2014
16

 850-900 <0,5 <200 3,0-6,0 

 

Os resultados obtidos para massa específica nas amostras de biodiesel ficaram 

compreendidos entre 852 e 859 kg m
-3

, e se enquadraram no intervalo estabelecido pela ANP 

(850 a 900 kg m
-3

) [16]. Quanto maior a massa específica do biodiesel, maior é a sua cadeia 

carbônica de alquiléster e menor é o número de insaturações na molécula [86]. No entanto, é 

importante destacar que a presença de impurezas (p.ex. álcool) pode contribuir para o 

aumento da massa específica [86]. A massa específica influencia na potência de saída do 

motor, no consumo de combustível, no início e pressão de injeção e nas características de 

pulverização do combustível [205].
 
 

Os valores de índice de acidez de todas as amostras ficaram abaixo do limite 

estabelecido pela ANP (<0,5 mg KOH g
-1

) [16]. Neste parâmetro foi avaliada a massa de 

hidróxido de potássio necessária para neutralizar 1,0 g de amostra, e que este consumo está 

relacionado com os ácidos graxos livres formados pela hidrólise de ligações de ésteres de 
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monoglicerídeos. Os ácidos graxos indicam o envelhecimento, oxidação e degradação do 

biodiesel, por isso altos índices de acidez podem promover a corrosão e a formação de 

depósitos de sedimentos em peças do motor, e também podem provocar a redução do tempo 

de vida de bombas de combustíveis e filtros [206]. 

Quanto à análise do teor de umidade, foi observado que todos os valores não estão em 

conformidade com o limite máximo (200 mg kg
-1

)
 
permitido pela ANP [16]. Estes resultados 

podem ser atribuídos à estufa utilizada para secar as amostras de biodieseis. O indicado era 

verificar a temperatura interna com um termômetro apropriado antes de iniciar o 

procedimento, e não somente estabelecer a temperatura no controlador digital do 

equipamento. A presença de água pode promover a hidrólise do biodiesel, o que resulta em 

ácidos graxos livres, facilita a proliferação de micro-organismos e promove a corrosão de 

tanques de estocagem por meio da deposição de sedimentos [86]. 

A viscosidade cinemática expressa a resistência ao escoamento de um fluido sob a 

gravidade. Este parâmetro, determinado com auxílio de equipamentos específicos, é obtido 

por meio do produto entre tempo de fluxo medido e a constante de calibração do 

viscosímetro. Os valores obtidos (Tabela 6) para a viscosidade cinemática nas amostras 

apresentam valores entre 3,2 - 4,8 mm
2
 s

-1
, e estão dentro do intervalo estabelecido pela ANP 

(3,0 a 6,0 mm
2
 s

-1
) [16]. A elevada viscosidade do biodiesel pode causar pressão excessiva de 

injeção do biocombustível durante o aquecimento do motor e aumentar a entrada de biodiesel 

na câmara [207]. Além disso, este parâmetro afeta o processo de combustão do biodiesel nos 

cilindros [207]. 

De acordo com os resultados descritos acima, e levando-se em consideração as 

exigências estabelecidas pela ANP para conferir qualidade ao biodiesel, pode-se observar que 

os valores de massa específica, índice de acidez e viscosidade cinemática estão em 

conformidade com a normativa. Somente o parâmetro umidade não está em conformidade 

com a legislação vigente. É importante destacar que esta última normativa (ANP 45/2014) 

[16] diminuiu ainda mais o valor do referido parâmetro, uma vez que a normativa ANP 

07/2008 [208] estabelecia um valor máximo de 500 mg kg
-1

. 

De maneira complementar, cada amostra de biodiesel foi analisada qualitativamente 

por meio da cromatografia em camada delgada (CCD) para verificar a conversão dos 

triglicerídeos em ésteres metílicos. A placa cromatográfica, utilizada como fase polar e 

estacionária, foi recoberta com sílica e parcialmente imersa em uma solução menos polar 

contendo hexano:éter etílico:ácido acético [8:2:1 (v/v/v)]. Cada placa continha o óleo vegetal 

e o respectivo biodiesel. Dessa forma, os triglicerídeos presentes nos óleos vegetais 
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apresentam maior polaridade em relação aos ésteres metílicos devido à presença dos três 

grupos –CO2R em sua estrutura, e tiveram maior afinidade pela fase estacionária. Em 

comparação com os triglicerídeos, os ésteres metílicos apresentam menor polaridade por 

apresentarem um único grupo acila e percorreram uma distância maior, devido a maior 

afinidade pelo eluente, como pode ser verificado na Figura 8. 

 

Figura 8.  Placas cromatográficas eluídas com hexano:éter etílico:ácido acético [8:2:1 

(v/v/v)] e reveladas com vapor de iodo: (a) óleo e biodiesel de canola, (b) óleo e 

biodiesel de crambe, (c) óleo e biodiesel de girassol  e (d) óleo e biodiesel de 

pinhão-manso. 

 

 

Fonte: Próprio autor. 

 

Pela análise das placas cromatográficas pode-se verificar a diferença no 

comportamento dos óleos em relação aos respectivos biodieseis produzidos, o que permite 

inferir que o material produzido (biodiesel) é diferente do produto de partida (óleo vegetal). 

Este é um indicativo de que a reação de transesterificação foi eficiente e satisfatória.  

Por meio dos resultados da caracterização físico-química, verificou-se que os 

biodieseis obtidos encontram-se dentro dos padrões de qualidade especificados pela ANP, 

exceto pelo teor de umidade que se mostrou superior ao valor estabelecido. A CCD, por sua 

vez, comprovou a conversão dos óleos vegetais em biodieseis de forma simples e eficaz. 

Após a verificação da qualidade dos biodieseis produzidos com base nos testes 

físico-químicos, prosseguiu-se com a otimização quimiométrica da microextração líquido-

líquido dispersiva reversa, para realizar a extração e posterior determinação dos analitos de 

interesse. 
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5.3 Análise estatística multivariada aplicada na otimização da R-DLLME 

Definir as melhores condições da R-DLLME para obter eficiência satisfatória no 

procedimento de preparo de amostra envolve avaliar vários fatores, e muitas vezes 

conduzem a ensaios experimentais desnecessários. Para estabelecer as melhores condições 

da R-DLLME para a extração de Ca, Mg, Na e K em amostras de biodiesel, a análise 

estatística multivariada foi aplicada na otimização de fatores com influência significativa no 

sistema de DLLME utilizando a solução de 20 mg L
-1

 padrão organometálico em biodiesel 

B100. Um planejamento fatorial completo 2
4
, compreendendo 16 experimentos realizados em 

duplicata, cuja ordem dos ensaios foi realizada de maneira aleatória para eliminar os possíveis 

erros sistemáticos. A Tabela 7 apresenta as variáveis estudadas, os valores estabelecidos como 

níveis mínimos e máximos, bem como os valores de recuperação (%) obtidos para o Ca, Mg, 

Na e K em cada um dos experimentos. As condições temperatura do Banho Maria (80 ºC), 

tempo de agitação no vórtex (30 s), tempo de sonicação (3 min) e tempo de centrifugação (15 

min a 3600 rpm) foram mantidas fixas de acordo com trabalhos da literatura [88,97]. Fixar a 

temperatura do Banho Maria em 80 ºC permitiu realizar a abertura da matriz orgânica do 

biodiesel, facilitando a interação da amostra com a solução extratora, e evitou perdas de 

álcool isopropílico por volatilização, uma vez que o ponto de ebulição deste é de 80 - 83 ºC 

[209]. O tempo de agitação no vórtex de 30 s foi o menor e também o suficiente para formar a 

emulsão do biodiesel com a solução extratora. O tempo de 3 min de sonicação da mistura em 

banho de ultrassom permitiu que microgotas menores do solvente extrator fossem formadas. 

A centrifugação realizada por 15 min promoveu a completa sedimentação da gota formada 

pela solução extratora contendo os analitos. Os dados experimentais foram analisados no 

software Statistica
®
 10 e a porcentagem de recuperação (%) foi utilizada como resposta para 

gerar os gráficos de Pareto (Figura 9) e assim, verificar a influência das variáveis selecionadas 

e suas interações para cada elemento.   
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Tabela 7. Planejamento fatorial completo de 2
4 

utilizado para otimizar os parâmetros 

experimentais da R-DLLME para a determinação de Ca, Mg, Na e K. 

Fatores 
Nível 

Baixo (-) Alto (+) 

Massa (g) 1,0 3,0 

Volume (µL) 300 1000 

Ácido nítrico:álcool isopropílico (v/v) 3:1 1:3 

HNO3 (%) 0,5 5,0 

Exp. Massa Volume Composição HNO3 
Recuperação, % 

Ca Mg Na K 

1 - - - - 20,27 70,83 103,00 62,43 

2 + - - - 44,61 82,84 96,62 86,54 

3 - + - - 39,45 87,67 108,80 79,00 

4 + + - - 92,99 112,40 122,80 113,25 

5 - - + - 14,00 36,73 68,00 33,22 

6 + - + - 5,45 24,00 46,71 38,81 

7 - + + - 56,60 103,20 115,50 90,45 

8 + + + - 70,44 92,45 100,60 94,00 

9 - - - + 46,11 92,08 103,80 82,42 

10 + - - + 78,22 92,25 91,65 87,04 

11 - + - + 90,23 113,80 130,80 101,80 

12 + + - + 104,60 118,95 121,60 112,71 

13 - - + + 36,16 76,70 86,09 67,29 

14 + - + + 47,07 52,20 51,22 48,86 

15 - + + + 65,95 105,85 124,30 97,00 

16 + + + + 98,54 106,55 108,1 101,90 
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Figura 9. Diagrama de Pareto gerado a partir do planejamento fatorial completo 2
4
 para a 

determinação de (a) Ca, (b) Mg, (c) Na e (d) K por F AAS e F AES (p < 0,05).  

 

   

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Próprio autor. 

  

 

Nota-se que pelos resultados obtidos com o diagrama de Pareto para os quatro 

analitos avaliados (Figura 9a-d) o fator principal volume de solução extratora foi a variável 

mais significativa, com efeito positivo, na extração dos analitos utilizando a R-DLLME, ao 

nível de 95 % de confiança. Isso se deve ao fato que um maior volume de solução extratora 

(1000 µL) favorece a extração dos analitos da matriz oleosa para a fase aquosa. Já o fator 

composição da solução extratora apresentou maior influência no sistema de R-DLLME 

quando estudada em seu menor nível [5,0%, (v/v) ácido nítrico:álcool isopropílico, 3:1 

(v/v)]. Este resultado indica que a extração dos metais é favorecida quando a solução 

extratora contém uma proporção mais elevada de ácido que solvente orgânico. No sistema 

de R-DLLME proposto, o ácido nítrico funciona como um solvente extrator, e quando este é 

aumentado na composição da solução extratora, a extração dos analitos de interesse também 

aumenta, uma vez que os íons metálicos tendem a migrar da fase orgânica para a fase 

aquosa ácida por partição. A transferência dos analitos da fase orgânica para a fase aquosa 

acontece rapidamente e logo se atinge o equilíbrio da solução [88]. Já o álcool isopropílico 

age como solvente dispersor, cuja finalidade é de interagir tanto com o biodiesel (fase 
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orgânica) quanto com o ácido nítrico (fase aquosa) e promover a dispersão do ácido na 

forma de microgotas. Sendo assim, a composição da solução extratora foi fixada na 

proporção 3:1 (v/v). 

Além disso, foi possível observar que para os elementos Mg, Na e K, a interação 

entre as variáveis volume e composição da solução extratora, denominada como interação 

2by3, também apresentou influência significativa no procedimento de extração dos íons 

metálicos por R-DLLME, corroborando com o resultado no qual o volume de solução 

extratora exerce maior influência na extração em estudo utilizando a R-DLLME. 

Com relação a variável concentração da solução de ácido nítrico, a mesma foi 

significativa para todos os analitos estudados em seu maior nível no domínio experimental 

[5,0%, (v/v)]. Isso ocorre devido ao fato do ácido exercer papel fundamental na extração de 

íons metálicos, sendo responsável pela transferência dos íons metálicos, ligados em matrizes 

oleosas na forma de moléculas organometálicas ou complexos orgânicos, da matriz orgânica 

para a fase aquosa [83,109]. 

No tocante à influência da variação da massa utilizada para avaliar a resposta da R-

DLLME na extração de Ca, Mg, Na e K em biodiesel, pode-se observar que a massa de 3,0 

g apresentou influência no procedimento avaliado somente para Ca e K, enquanto que a 

massa de 1,0 g foi significativa para Na e não significativa para Mg, ao nível de 95 % de 

confiança. No entanto, com base na sensibilidade da técnica de absorção atômica e na 

possibilidade de pré-concentração dos analitos no processo de R-DLLME, a massa de 3,0 g 

foi utilizada e fixada nos experimentos posteriores. Ainda, com menor influência na R-

DLLME, a interação massa de amostra e composição da solução extratora, denominada 

como interação 1by3, foi significativa para todos os analitos, exceto para Ca, ao nível de 95 

% de confiança. Com base nisso, e no fato que a massa de amostra exerce menor influência 

no procedimento de extração, torna-se possível inferir que a composição da solução 

extratora é mais significativa no sistema. 

Embora as variáveis independentes massa de amostra, volume da solução extratora, 

composição da solução extratora e concentração de ácido nítrico na solução extratora tenham 

efeito significativo no sistema de extração por R-DLLME, as interações entre 1by4 (massa de 

amostra e concentração de ácido nítrico na solução extratora), 1by2 (massa de amostra e 

volume da solução extratora), 2by4 (volume da solução extratora e concentração de ácido 

nítrico na solução extratora) e 3by4 (composição da solução extratora e concentração de 

ácido nítrico na solução extratora) não apresentaram efeito significativo ao nível de 95% de 

confiança.  
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De forma complementar e para ilustrar o modelo aplicado, foi verificada a 

concordância entre os valores obtidos experimentalmente (valores observados) e os 

estabelecidos pelo método linear (valores preditos). O resultado está ilustrado na Figura 10.  

  

Figura 10. Gráfico de valores preditos vs valores observados obtido para a determinação de 

(a) Ca, (b) Mg, (c) Na e (d) K.  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Próprio autor. 

 

A boa correlação entre os valores preditos e observados permite afirmar que o modelo 

aplicado está bem ajustado aos dados experimentais obtidos no planejamento, uma vez que a 

resposta mostra uma tendência para a distribuição normal dos valores. 

De acordo com os resultados apresentados no diagrama de Pareto e pela influência 

que as variáveis principais volume da solução extratora e concentração de ácido nítrico na 

composição da solução extratora exercem no procedimento da R-DLLME, estas foram 

avaliadas por meio da aplicação da matriz de Doehlert para duas variáveis, com ponto 

central. Como pode ser visto na Tabela 8, por apresentar maior significância para os quatro 

analitos determinados utilizando o procedimento de R-DLLME, a variável volume da solução 

extratora foi avaliada em cinco níveis (400 – 600 – 800 – 1000 – 1200 µL), enquanto que a 

concentração de HNO3 em três níveis (3,0 – 5,0 – 7,0% (v/v)). Para avaliar o erro 
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experimental, o ponto central foi realizado em triplicata. Os testes com a matriz de Doehlert 

foram efetuados com o padrão organometálico de Biodiesel B100. 

 

Tabela 8. Matriz de experimentos do planejamento Doehlert utilizada para estabelecer as 

condições experimentais da R-DLLME para a determinação de Ca, Mg, Na e K. 

Os números entre parênteses referem-se aos valores codificados.  

 

Os resultados da matriz de Doehlert foram avaliados pela análise de variância 

(ANOVA), e os respectivos modelos quadráticos (Equação 1 - 4) foram obtidos para a 

resposta analítica referente ao volume da solução extratora e concentração de HNO3 na 

composição da solução extratora para cada elemento. 

  

% Rec. = -258,288 + 0,414(V) – 0,000(V)
2
 + 80,761(HNO3) – 8,232(HNO3)

2
  

                              (±4,55)    (±0,0065)  (±0,000003)        (±1,17)            (±0,100) 

(Eq. 1 - Ca) 

 

% Rec. = -17,632 + 0,1658(V) – 0,0001(V)
2
 + 17,1781(HNO3) – 2,376(HNO3)

2 
 

                           (±3,39)   (±0,0048)    (±0,000002)        (±0,872)              (±0,0747) 

(Eq. 2 - Mg) 

 

% Rec. = +18,979 + 0,06515(V) – 0,00004(V)
2
 + 22,4775(HNO3) – 2,338(HNO3)

2
 

                         (±13,28)   (±0,01908)       (±0,00001)          (±3,417)              (±0,2928) 

(Eq. 3 - Na) 

 

 

Exp. Volume, µL HNO3, % 
Recuperação, % 

Ca Mg Na K 

1 800 (0) 5,0 (0) 106,00 102,07 106,08 101,91 

2 800 (0) 5,0 (0) 106,63 102,94 109,50 103,48 

3 800 (0) 5,0 (0) 107,17 102,44 107,85 103,56 

4 1200 (1,0) 5,0 (0) 60,51 99,19 106,21 97,43 

5 1000 (0,5) 7,0 (0,866) 61,95 95,84 101,41 97,17 

6 400 (-1,0) 5,0 (0) 65,74 72,00 96,61 87,12 

7 600 (-0,5) 3,0 (-0,866) 65,62 87,39 93,98 87,08 

8 1000 (0,5) 3,0 (-0,866) 58,37 93,59 96,65 83,66 

9 600 (-0,5) 7,0 (0,866) 65,27 78,21 95,39 76,14 
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% Rec. = +17,589 + 0,0466(V) – 0,00007(V)
2
 + 23,8306(HNO3) – 3,573(HNO3)

2
 

                           (±7,23)   (±0,01038)    (±0,000005)         (±1,8590)             (±0,1592) 

(Eq. 4 - K) 

 

De acordo com a ANOVA (tabela 9, 10, 11 e 12), os valores de Fcalculado para Ca 

(13,86), Mg (9,87), Na (0,047) e K (10,26) foram todos menores que o valor de F tabelado 

(18,51) [210] ao nível de 95% de confiança, confirmando a ausência de falta de ajuste dos 

dados experimentais ao modelo teórico proposto. Além disso, resultados obtidos para p 

indicam que o modelo de regressão aplicado descreve com precisão o domínio experimental 

estudado. Usando o modelo quadrático, a superfícies de respostas foram construídas, como 

pode ser visto na Figura 11. 

 

Figura 11. Superfície de resposta obtida para a interação entre volume vs [HNO3] vs 

recuperação  na otimização do processo de determinação de (a) Ca, (b) Mg, (c) 

Na e (d) K. 

 

 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Próprio autor. 
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Tabela 9. Análise da variância aplicada aos resultados experimentais descritos na Tabela 8 

para determinação de Ca. 

SQ = soma quadrática, GL = grau de liberdade, MQ = média quadrática, P = nível de 

probabilidade. 

 
 
 

Tabela 10. Análise da variância aplicada aos resultados experimentais descritos na Tabela 8 

para determinação de Mg. 

SQ = soma quadrática, GL = grau de liberdade, MQ = média quadrática, P = nível de 

probabilidade. 
 

 

 

 

 

 

 

 SQ GL MQ F P 

1 Volume (L) 36,855 1 36,855 107,481 0,009176 

Volume (Q) 2268,091 1 2268,091 6614,438 0,000151 

(2) [HNO3] (L) 2,608 1 2,608 7,606 0,110166 

[HNO3] (Q) 2313,179 1 2313,179 6745,928 0,000148 

1L by 2L 3,861 1 3,861 11,260 0,078492 

Falta de ajuste 4,753 1 4,753 13,860 0,065176 

Erro puro 0,686 2 0,343   

Total SS 3866,534 8    

 SQ GL MQ F P 

1 Volume (L) 509,734 1 509,7337 2673,896 0,000374 

Volume (Q) 342,259 1 342,2590 1795,378 0,000557 

(2) [HNO3] (L) 12,006 1 12,0062 62,981 0,015509 

[HNO3] (Q) 192,685 1 192,6854 1010,764 0,000988 

1L by 2L 32,661 1 32,6612 171,330 0,005786 

Falta de ajuste 1,882 1 1,8816 9,870 0,088127 

Erro puro 0,381 2 0,1906   

Total SS 1006,896 8    
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Tabela 11. Análise da variância aplicada aos resultados experimentais descritos na Tabela 8 

para determinação de Na. 

SQ = soma quadrática, GL = grau de liberdade, MQ = média quadrática, P = nível de 

probabilidade. 
 

 

Tabela 12. Análise da variância aplicada aos resultados experimentais descritos na Tabela 8 

para determinação de K. 

SQ = soma quadrática, GL = grau de liberdade, MQ = média quadrática, P = nível de 

probabilidade. 
 

Diante dos resultados obtidos com a avaliação multivariada, as melhores condições 

obtidas para volume de solução extratora e concentração de HNO3 na composição da solução 

extratora ácido nítrico:álcool isopropílico [3:1 (v/v)] para a R-DLLME  foram 780 µL e 5,0 

% (v/v), respectivamente. Desta maneira, adotaram-se as condições estabelecidas pela 

 SQ GL MQ F P 

1 Volume (L) 64,8210 1 64,8210 22,15876 0,042287 

Volume (Q) 49,1520 1 49,1520 16,80238 0,054680 

(2) [HNO3] (L) 9,5172 1 9,5172 3,25342 0,2113047 

[HNO3] (Q) 186,6011 1 186,6011 63,78870 0,015317 

1L by 2L 2,8056 1 2,8056 0,95909 0,430688 

Falta de ajuste 0,1380 1 0,1380 0,04718 0,848189 

Erro puro 5,8506 2 2,9253   

Total SS 288,8046 8    

 SQ GL MQ F P 

1 Volume (L) 121,7944 1 121,7944 140,6998 0,007032 

Volume (Q) 137,6021 1 137,6021 158,9612 0,006232 

(2) [HNO3] (L) 1,6512 1 1,6512 1,9075 0,301310 

[HNO3] (Q) 435,8641 1 435,8641 503,5204 0,001980 

1L by 2L 149,4506 1 149,4506 172,6489 0,005742 

Falta de ajuste 8,8817 1 8,8817 10,2603 0,085193 

Erro puro 1,7313 2 0,8656   

Total SS 778,8283 8    
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matriz de Doehlert para volume de solução extratora e concentração de HNO3, uma massa de 

3,0 g, Banho Maria em 80 ºC, 30 s de agitação em vórtex, 3 min de sonicação em banho de 

ultrassom e 15 min a 3600 rpm de centrifugação. 

Como já mencionado anteriormente, os trabalhos envolvendo a R-DLLME ou RP-

DLLME ainda são bastante incipientes. López-García et al (2014) determinaram o teor de Cd 

e Pb por ET AAS em amostras de óleos comestíveis utilizando a RP-DLLME como 

procedimento de preparo de amostra. Segundo os autores, foram necessários 10 g de amostra, 

300 µL da solução extratora e a composição álcool isopropílico:3,0% (v/v) HNO3 [4:1 (v/v)]. 

[96]. Outro trabalho realizado por López-García et al (2015) consistiu na determinação de 

compostos de arsênio (arsênio inorgânico, metilarsonato, dimetilarsonato e arsenobetaína) em 

óleos comestíveis por ET AAS utilizando a RP-DLLME como procedimento de preparo de 

amostra. Segundo os autores, foram utilizados 10 g de óleo, 300 µL da solução extratora 

composta por álcool isopropílico:3,0% (v/v) HNO3 [3:1 (v/v)] [97]. É importante destacar que 

as matrizes utilizadas por López-García et al em ambos os trabalhos são diferentes das 

utilizadas neste trabalho. Em amostras de biodiesel, ainda não há referências que utilizam a R-

DLLME como procedimento de preparo de amostra. 

 

5.4 Método para determinação de Ca, Mg, Na e K em biodiesel por F AAS e F AES 

A determinação dos analitos foi feita utilizando os parâmetros instrumentais de maior 

sensibilidade, de modo a possibilitar a determinação dos elementos nas amostras. Com uma 

taxa de aspiração fixada em 5,0 mL min
-1

, soluções padrão no intervalo de 0,5-2,0 mg L
-1

 Ca, 

0,01-0,5 mg L
-1 

Mg e 0,05-2,0 mg L
-1

 Na e K foram aspiradas para dentro do sistema 

nebulizador/queimador e os elementos foram atomizados com a mistura gasosa apropriada. 

Todas as medidas foram feitas em triplicata. 

A escolha deste intervalo linear de trabalho para determinação dos analitos em 

biodiesel foi estabelecida de acordo com o teor de Ca, Mg, Na e K presente nas amostras, de 

modo a obter sensibilidade satisfatória para as medidas. Utilizando os parâmetros 

instrumentais da Tabela 3, foi efetuada a calibração para determinação de Ca, Mg, K e Na, 

cujos intervalos lineares de trabalho para os elementos estão ilustrados na Figura 12. 
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Figura 12. Curvas analíticas típicas obtidas para Ca em 422,7 nm (a), Mg em 285,2 nm (b), K 

em 766,5 nm (c) e Na em 589,0 nm (d) em meio de 1,0% (v/v) HNO3 sob as 

condições descritas na Tabela 3. 

 

 
  
  
 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 

 

 

Fonte: Próprio autor. 

 

Realizou-se o cálculo dos principais parâmetros de confiabilidade analítica: 

sensibilidade, intervalo linear de trabalho, precisão, exatidão, coeficientes de correlação linear 

(R) e os limites de detecção e quantificação (Tabela 13), empregando os softwares Microsoft 

Excel
®
 e Microcal OriginPro 

®
 como ferramentas de cálculo, de acordo com as equações 

abaixo. 

 

               𝐿𝐷 =  
3𝑥𝑠𝑑𝑏𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜

𝑘
 (𝐄𝐪. 𝟓)              𝐿𝑄 =  

10𝑥𝑠𝑑𝑏𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜

𝑘
 (𝐄𝐪. 𝟔) 

 

𝑅𝑆𝐷 =  
𝑠. 100

𝑥̅
 (𝐄𝐪. 𝟕) 

 

Onde sdbranco é o desvio padrão de 10 ou mais medidas para o branco analítico da curva 

de calibração; k é o coeficiente angular; s é o desvio padrão e 𝑥̅ é a média dos valores. 
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Foram obtidos desvios padrão relativos (RSD) inferiores a 8,4% em todas as medidas 

e coeficientes de correlação linear (R) acima de 0,9971. 

 

Tabela 13. Parâmetros de confiabilidade analítica relativos à determinação de Ca, Mg, Na e K 

em amostras de biodiesel utilizando os parâmetros descritos na Tabela 3. 

Parâmetros instrumentais Ca Mg Na K 

Intervalo linear (mg L
-1

) 0,5 - 2,0 0,01 - 0,5 0,05 - 2,0 0,05 - 2,0 

Sensibilidade 0,4186 0,0957 0,5203 0,4717 

R 0,9988 0,9999 0,9971 0,9993 

LD (mg L
-1

) 0,0143 0,0015 0,0008 0,0009 

LQ (mg L
-1

) 0,0477 0,0049 0,0027 0,0030 

RSD (%) 4,1 2,6 8,4 6,9 

 

Analisando os valores apresentados é possível verificar que o espectrômetro de 

absorção/emissão atômica em chama utilizado apresentou limites de detecção e de 

quantificação satisfatórios, baixos valores de desvio padrão relativo e pode ser empregado na 

determinação dos teores dos analitos selecionados em biodiesel. 

Pode-se observar na Tabela 13 que os limites de detecção (LD) e quantificação (LQ) 

alcançados neste trabalho são satisfatórios para a determinação de Ca, Mg, Na e K em 

amostras de biodiesel e foram comparados com outros trabalhos reportados na literatura 

(Tabela 14). 
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Tabela 14. Determinação dos metais Ca, Mg, Na e K em amostras de biodiesel e seus 

respectivos limites de detecção.  

Técnica Preparo de amostra Elemento LD Ref. 

F AAS 

F AES 

R-DLLME Ca 0,0143 mg L
-1

 Neste 

trabalho 
Mg 0,0015 mg L

-1
 

Na 0,0008 mg L
-1

 

K 0,0009 mg L
-1

 

F AAS Microemulsão Ca 0,04 mg kg
-1

 [19] 

Mg 0,004 mg kg
-1

 

Na 0,1 mg kg
-1

 

K 0,01 mg kg
-1

 

FS-F AAS Extração induzida por 

quebra de emulsão 

Ca 0,014 mg L
-1

 [83] 

Mg 0,004 mg L
-1

 

F AES Microemulsão Na 0,08 mg kg
-1

 [32] 

K 0,09 mg kg
-1

 

F AAS Microemulsão Na 0,1 mg kg
-1

 [25] 

K 0,06 mg kg
-1

 

F AAS Microemulsão Ca 0,11 mg L
-1

 [20] 

Mg 0,03 mg L
-1

 

ICP OES Digestão ácida Ca 0,40 mg kg
-1

 [81] 

Mg 0,02 mg kg
-1

 

Na 0,16 mg kg
-1

 

K 0,16 mg kg
-1

 

CE --- Ca 0,12 mg L
-1

 [211] 

Mg 0,07 mg L
-1

 

Na 0,14 mg L
-1

 

K 0,12 mg L
-1

 

SWIA --- Ca 0,6 mg kg
-1

 [84] 

Mg 0,4 mg kg
-1

 

ICP OES --- Ca 19,2 ng g
-1

 [188] 

Mg 1,7 ng g
-1

 

Na 107,6 ng g
-1

 

K 16,3 ng g
-1

 

WCAES --- Na 20 µg kg
-1

 [87] 

K 70 µg kg
-1
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Após estabelecer as melhores condições instrumentais de determinação de Ca, Mg, Na 

e K por espectrometria atômica e também otimizar as variáveis envolvidas no procedimento 

de R-DLLME para amostras de biodiesel, a precisão e a exatidão de todo o procedimento 

experimental envolvido neste trabalho foram avaliadas utilizando um padrão organometálico 

B100 contendo 20,0 mg L
-1

 de Ca-Mg-Na-K-P. Empregando o procedimento proposto 

baseado na R-DLLME, massas de 3,0000 g (± 0,0001 g) do padrão organometálico foram 

submetidas ao aquecimento em Banho Maria a 80 °C.  Ao atingir a temperatura de 80 °C, 

foram adicionados 780 µL da solução extratora composta por 5,0% (v/v) ácido nítrico:álcool 

isopropílico [3:1 (v/v)] ao padrão. A mistura padrão organometálico + solução extratora foi 

mantida sob aquecimento por mais 5 min. Em seguida a mistura foi submetida à agitação em 

vórtex por 30 s, banho de ultrassom aquecido a 45 °C por 3 min e, por fim, centrifugada a 

3600 rpm por 15 min. Ao final deste procedimento, observou-se a  formação da gota no fundo 

do tubo cônico. Toda solução sobrenadante foi removida e devidamente descartada, e a gota 

resultante foi adicionada água ultrapura até completar 5,0 mL de solução. A amostra 

resultante do procedimento de R-DLLME foi aspirada para o interior do 

nebulizador/queimador, e a absorbância obtida para cada analito foi interpolada na respectiva 

curva analítica. A Tabela 15 apresenta os resultados obtidos para o teste de recuperação de 

Ca, Mg, Na e K no padrão organometálico de biodiesel B100. 

 

Tabela 15. Recuperações obtidas para Ca, Mg, Na e K utilizando a R-DLLME como 

procedimento de preparo de amostra e determinação por F AAS e F AES.  

Elemento 
Valor certificado 

(mg L
-1

) 

Valor determinado 

(mg L
-1

) 

Recuperação 

(%) 

RSD 

(%) 

Ca 20,0 19,12 ± 0,11 95,61 0,57 

Mg 20,0 18,67 ± 0,46 93,35 2,47 

Na 20,0 19,31 ± 1,04 96,56 5,36 

K 20,0 18,32 ± 0,09  91,61 0,50 

 

 

Pode-se observar que os valores de recuperação variaram entre 91,61 - 96,56% com 

valores de RSD inferiores a 5,36%. Estes resultados demonstram que o procedimento de 

preparo de amostra empregando a R-DLLME apresenta boa precisão e exatidão, ao nível de 

95% de confiança (teste-t de Student), e pode ser empregada como procedimento de preparo 

de amostras de biodiesel. 
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5.5 Determinação de Ca, Mg, Na e K em biodiesel 

Diante dos resultados alcançados com o procedimento de preparo de amostra por R-

DLLME, a metodologia desenvolvida foi aplicada para determinação de Ca, Mg, Na e K em 

amostras de biodiesel obtido a partir das espécies oleaginosas alternativas canola, crambe, 

girassol e pinhão-manso. Os teores dos elementos determinados estão descritos na Tabela 

16. 

 

Tabela 16. Resultados (média ± desvio padrão) da determinação (n=3) do teor de Ca, Mg, K 

e Na (mg kg
-1

) em amostras de biodiesel utilizando o procedimento de preparo de 

amostra por R-DLLME. 

Amostra Ca Mg Na K 

Canola 1,0147 ± 0,0523 0,0576 ± 0,0009 5,1645 ± 0,1208 0,9080 ± 0,0205 

Crambe 1,1243 ± 0,0173 0,0178 ± 0,0008 0,4242 ± 0,0228 0,1097 ± 0,0010 

Girassol 0,9171 ± 0,0068 0,0187 ± 0,0001 1,5654 ± 0,1108 0,5275 ± 0,0221 

Pinhão-manso 1,4562 ± 0,0337 0,0257 ± 0,0001 9,5958 ± 0,2963 2,6856 ± 0,0519 

 

A faixa linear de trabalho permitiu a determinação dos analitos em todas as amostras 

de biodiesel submetidas ao procedimento de R-DLLME. Os teores dos elementos nos 

biodieseis variaram de 0,9171 ± 0,0068 - 1,4562 ± 0,0337 mg kg
-1

 Ca, 0,0178 ± 0,0008 - 

0,0576 ± 0,0009 mg kg
-1

 Mg, 0,4242 ± 0,0228 - 9,5958 ± 0,2963 mg kg
-1

 Na e 0,1097 ± 

0,0010 - 2,6856 ± 0,0519 mg kg
-1

 K. Os desvios padrão relativos (%RSD) obtidos para os 

elementos nas amostras de biodiesel variaram de 0,7439 - 5,1524% (Ca), 0,1212 - 4,6611% 

(Mg), 2,3383 - 7,0750% (Na) e 0,9227 - 4,1881% (K), indicando que a metodologia de 

determinação apresenta precisão satisfatória. 

A soma das concentrações de Na e K nas amostras de canola e pinhão-manso foram 

6,0725 e 12,2814 mg kg
-1

, respectivamente. Estes valores estão acima do limite máximo 

estabelecido pela Resolução ANP 45/2014 [16] que é de 5,0 mg kg
-1

. Provavelmente NaCl e 

Na2SO4 utilizados no processo de lavagem e secagem do biodiesel podem ter inserido Na
+
 nas 

amostras, bem como o KOH utilizado na reação de transesterificação, pode ter inserido K
+
. Já 

as demais amostras atenderam ao referido parâmetro de qualidade, no que diz respeito à 

concentração de Ca + Mg e Na + K. A elevada concentração desses analitos pode aumentar a 

formação de sedimentos e/ou sabões na câmara de combustão, além de promover falhas de 

injeção e entupimento de algumas partes dos motores [83]. 

Para fins comparativos, outros procedimentos de preparo de amostra baseados na 

diluição com xileno [16] e digestão em micro-ondas também foram avaliados. No 
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procedimento baseado na diluição da amostra com xileno [1:10 (v/v) e 1:5 (v/v) 

biodiesel:xileno], as diluições efetuadas não permitiram a determinação dos analitos nas 

amostras, uma vez que a concentração destes nas amostras diluídas ficaram abaixo do limite 

de detecção. Quando se empregou o procedimento de digestão em micro-ondas, a massa 

utilizada (≈0,2500 g) também não foi suficiente para proporcionar soluções amostras (25 mL) 

contendo concentração de Ca, Mg, Na e K acima dos limites de quantificação estabelecido 

para o método. Massas de 0,5000 g foram testadas, mas a devido à extrapolação da pressão 

interna acima do máximo permitido, a digestão não foi completa. Desta maneira, o 

procedimento de preparo de amostra proposto não foi comparado com nenhum outro 

procedimento devido aos inconvenientes observados.  

Trabalhos relacionados com a determinação destes constituintes inorgânicos em 

espécies oleaginosas alternativas, seja em sementes, tecido vegetal, óleo vegetal e biodiesel, 

ainda são bastante incipientes. Mesmo assim, os resultados obtidos para as amostras de canola 

e girassol neste trabalho foram comparados com aqueles reportados em literatura (Tabela 17). 

 

Tabela 17. Resultados comparativos para a determinação de Ca e Mg em amostras de 

biodiesel de canola e girassol. 

Amostra Elemento 
Neste trabalho 

(mg kg
-1

) 

Lyra et al., 2010 

(mg kg
-1

) 

Ferreira et al., 2015 

(mg kg
-1

) 

Canola Ca 1,0147 ± 0,0523 1,42 ± 0,04 --- 

 Mg 0,0576 ± 0,0009 0,572 ± 0,004 --- 

Girassol Ca 0,9171 ± 0,0068 0,63 ± 0,04 1,74 ± 0,14 

 Mg 0,0187 ± 0,0001 --- --- 

 

Lyra et al (2010) [17] determinaram os teores de Ca e Mg em amostras de biodiesel de 

canola e girassol por F AAS e Ferreira et al (2015) [80] o teor de Ca em biodiesel de girassol 

por F AES utilizando os procedimentos de preparo de amostra baseados em microemulsão e 

compatibilização de matriz, respectivamente. Os valores apresentados na literatura específica 

são estatisticamente diferentes, ao nível de 95% de confiança (teste-t de Student), daqueles 

determinados neste trabalho. As diferenças observadas podem ser justificadas pelo fato destas 

espécies absorverem Ca e Mg do solo e da água em condições diferentes, ou seja, de acordo 

com a disponibilidade destes elementos nestes ambientes. Além disso, deve ser levado em 

consideração o processo de extração e purificação dos óleos vegetais [212], uma vez que 

sempre pode ocorrer a incorporação de diversas substâncias, incluindo os metais, nas 

amostras desde a obtenção da matéria-prima até o produto final. 



68 
 

6 CONCLUSÕES  

Os testes iniciais (teor de umidade, índice de acidez, massa específica e viscosidade 

cinemática) realizados com as amostras de biodiesel demonstraram que somente os 

resultados obtidos para o teor de umidade (300 - 400 mg kg
-1

) não estão em conformidade 

com os valores máximo permitidos pela Portaria ANP 45/2014. Verificar as condições de 

temperatura interna da estufa antes de iniciar o teste pode resolver essa diferença. Além 

destes testes, a análise do material de partida (óleos vegetais) e produto final (biodiesel) em 

cromatografia de camada delgada permitiu visualizar a conversão dos triglicerídeos em 

ésteres metílicos. 

O preparo de amostra baseado na microextração líquido-líquido dispersiva reversa 

utilizado na extração dos analitos em amostras de biodiesel caracterizou-se como sendo um 

procedimento, simples, rápido, não destrutivo e que permitiu a mínima manipulação das 

amostras, o que favoreceu na redução de possíveis contaminações da amostra. O 

procedimento proposto apresentou eficiência satisfatória, haja vista os valores obtidos de 

recuperação (> 91%) para os analitos determinados. 

A análise estatística multivariada aplicada ao procedimento de R-DLLME em 

amostras de biodiesel é uma ferramenta útil porque considera a influência das variáveis 

independentes e também as interações entre estas no sistema, e também porque permite 

reduzir a quantidade de experimentos durante a etapa de otimização dos parâmetros 

experimentais deste preparo de amostra. 

Os parâmetros de confiabilidade analítica como sensibilidade, coeficientes de 

correlação linear, limites de detecção e de quantificação e desvios padrão relativos (%RSD) 

obtidos para a determinação de Ca, Mg, Na e K por espectrometria de absorção/emissão 

atômica em chama foram satisfatórios. Dessa forma, foi possível realizar a determinação dos 

analitos selecionados em amostras de biodiesel produzidas a partir de espécies oleaginosas 

alternativas utilizando a metodologia de preparo baseado na R-DLLME.  

De acordo com os valores máximos estabelecidos pela Resolução ANP 45/2014, 

somente as amostras de canola e pinhão-manso apresentaram teor de Na+K superior a 5,0 

mg kg
-1

.  
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