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RESUMO 
 

TRATAMENTO METROLÓGICO E QUIMIOMÉTRICO DE DADOS DE 

RESSONÂNCIA MAGNÉTICA NUCLEAR PARA AMOSTRAS DE BIODIESEL EM 

DIESEL. O desenvolvimento da instrumentação na Ressonância Magnética Nuclear 

(RMN) aumentou a sensibilidade da técnica, permitindo que amostras em escalas de 

micro e nanogramas possam ser analisadas. Essas novas tecnologias possibilitaram 

que a técnica de RMN fosse vista como uma ferramenta analítica para a 

quantificação de substâncias além do seu uso na identificação como 

tradicionalmente se fazia. A Ressonância Magnética Nuclear quantitativa (RMNq) é 

uma área muito importante que ainda é pouco utilizada na química analítica, 

havendo a necessidade de um estudo de validação para verificar sua capacidade de 

quantificação por um ponto de vista metrológico. As aplicações de validação de 

métodos minimizam os problemas potenciais associados com o método analítico e 

também dão credibilidade ao método estudado, fornecendo informações 

abrangentes sobre muitos aspectos importantes que refletem o comportamento e a 

confiabilidade do método. Os estudos de validação de métodos de RMNq foram 

realizados em conformidade com a norma ISO/IEC 17025 e ISO GUM. A validação 

do método é seguida pela medida da incerteza de medição em RMNq e a sua 

importância vem sendo difundida no meio dos químicos analíticos e em meio à 

sociedade química em geral. As normas de atividade química instituem como fonte 

de padronização os estudos de seletividade, que investigam os efeitos dos prováveis 

interferentes nas amostras e, para a técnica RMN, ela é superior a muitos outros 

instrumentos analíticos. Portanto, o objetivo desse trabalho foi o de apresentar 

ferramentas quantitativas alternativas, levando em consideração a metrologia na 
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quantificação de substâncias por RMN de 1H, o que é algo absolutamente novo para 

o comércio brasileiro. A medida da seletividade foi realizada utilizando-se a 

quimiometria de quantificação nos espectros de RMN de 1H e 13C. A metrologia dos 

principais interferentes da técnica RMN de 1H foi estudada para a quantificação dos 

teores de biodiesel, em amostras padrões e comerciais de óleo diesel em diferentes 

proporções de biodiesel na mistura BX. Este estudo levou à separação de dois 

conjuntos de amostras os quais, por quimiometria de classificação utilizando-se o 

algoritmo Successive projection algorithm – Linear discriminant analysis (SPA-LDA), 

foram amplamente separados em óleo diesel contendo teores de enxofre em 1800 e 

500 ppm. A seletividade foi calculada pela quimiometria de quantificação, através do 

algoritmo SPA - Multiple linear regression (SPA-MLR), do teor de enxofre, da massa 

específica à 20 ºC, da temperatura de destilação a 50% e a 80% do óleo diesel, do 

índice de cetano e do ponto de fulgor comparados aos resultados obtidos por 

laboratório (Laboratório de Combustíveis do CCDM/DEMa da Universidade Federal 

de São Carlos) credenciado pela ANP (Agência Nacional do Petróleo). 
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ABSTRACT 
 

METROLOGICAL AND CHEMOMETRIC TREATMENT OF NUCLEAR MAGNETIC 

RESONANCE DATA FOR BIODIESEL IN DIESEL SAMPLES. The development of 

instrumentation in Nuclear Magnetic Resonance (NMR) increased the sensitivity of 

the technique, allowing samples in micro and nanogram scale can be examined. 

These new technologies enabled the NMR technique was seen as an analytical tool 

for the quantification of substances in addition to their use in identifying as 

traditionally did. Quantitative Nuclear Magnetic Resonance (qNMR) is a very 

important area that is not widely used in analytical chemistry, with the need for a 

validation study to verify its ability to quantify by a metrological point of view. The 

application and validation of methods minimize the potential problems associated 

with the analytical method and also lends credence to the method studied, providing 

comprehensive information about many important aspects that reflect the behavior 

and reliability of the method. The validation studies of methods RMNq were 

performed in accordance with ISO / IEC 17025 and ISO GUM. The validation of the 

method is followed by measuring the uncertainty of measurement qNMR and its 

importance has been widespread in the analytical chemists area and also in the 

chemical society in general. The rules for establishing chemical activity as a source 

of patterning the selectivity studies, investigating the effects of interferents likely in 

the samples, and for the NMR technique, it is superior to many other analytical 

instruments. Therefore, the objective of this study was to provide quantitative and 

alternatives tools, taking into account the metrological quantification of substances by 

1H NMR, which is something absolutely new for the Brazilian market. The measure of 

the selectivity was performed using quantification chemometrics in the spectra of 1H 
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and 13C NMR. Metrology of the main interfering in the 1H NMR technique was studied 

to quantify the levels of biodiesel in commercial samples and standards of diesel in 

different proportions in the mixture of biodiesel BX. This study led to the separation of 

two sets of samples which, by classification using the chemometrics algorithm 

Successive projection algorithm - Linear Discriminant Analysis (SPA-LDA), are widely 

separated in diesel fuel containing sulfur in 1800 and 500 ppm . The selectivity was 

calculated by the quantification chemometric by the algorithm SPA - Multiple linear 

regression (SPA-MLR) of sulfur content, the density at 20°C, the distillation 

temperature to 50% and 80% of diesel oil, the cetane number and flash point 

compared to the results obtained by laboratory (Laboratório de Combustíveis do 

CCDM/DEMa Universidade Federal de São Carlos) accredited by the ANP (Agência 

Nacional de Petróleo e Biocobumstíveis). 
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1. INTRODUÇÃO 
 

1.1. Metrologia em RMN 
 

A técnica de Ressonância Magnética Nuclear (RMN) foi proposta 

inicialmente por Pauli[1] em 1924, mas foi somente na década de 40 que os primeiros 

experimentos foram realizados. Em 1946, dois laboratórios independentes 

realizaram com sucesso experimentos de RMN, um para amostras no estado líquido 

e outro para sólidos[2,3]. A segunda geração dos espectrômetros de RMN apareceu 

somente na década de 70, quando os magnetos supercondutores foram 

desenvolvidos, utilizando pulsos de radiofrequência em substituição às ondas 

contínuas e fazendo-se uso da transformada de Fourier para a obtenção dos 

espectros no domínio de frequência. Essa tecnologia permitiu um maior controle na 

orientação da magnetização dos núcleos das amostras e iniciando uma variedade 

muito grande de sequências de pulsos. Desde então, a espectrometria de RMN tem 

tido avanço em várias áreas de aplicações, utilizando amostras tanto em solução, 

estado sólido e de materiais heterogêneos, bem como na geração de imagens[4-6]. 

Atualmente o desenvolvimento da instrumentação na RMN aumentou a 

sensibilidade da técnica, permitindo que amostras em escalas de micro e 

nanogramas possam ser analisadas, utilizando-se sondas refrigeradas por 

hélio/nitrogênio sob compressão (sondas criogênicas). Essas novas tecnologias 

possibilitaram que a técnica de RMN fosse vista como uma ferramenta analítica, não 

só para identificar substâncias como tradicionalmente era utilizada, mas também 

para sua quantificação. 
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A Ressonância Magnética Nuclear quantitativa (RMNq) é uma área 

importante que ainda é pouco utilizada na química analítica. Ela tem sido utilizada 

como uma técnica qualitativa desde a sua invenção, mas foi também proposta como 

um método de análise quantitativa desde 1970, com ênfase em sua aplicação nas 

pesquisas químico-farmacêuticas[7-9]. Jancke H. (1998) propôs a espectroscopia de 

RMN como um método analítico primário, haja visto, que a sua quantificação refere-

se aos núcleos da amostra em análise, independentemente da necessidade de uma 

amostra padrão. Por essa razão, a RMN de hidrogênio (1H) tem sido utilizada como 

uma técnica quantitativa, que aliada ao fato da sua grande sensibilidade, dos 

núcleos de hidrogênio também possuir um tempo de relaxação curto, não ter 

problemas do efeito nuclear Overhouser (n.O.e) ainda tem aproximadamente cem 

por cento (100%) de abundância natural[10]. 

As aplicações da RMNq têm, nos últimos 20 anos, um número de 

publicações extensivos. Haiber et. al (2002) quantificou os extratos vegetais pela 

combinação da técnica de RMN unidimensional (1D) e bidimensional (2D)[11]. A 

análise quantitativa dos sinais no domínio do tempo de RMN de baixo campo tem 

sido reportada por Nordon et. al (2001) usando o método da inserção de padrão 

interno na amostra. O autor descreve ainda dois novos métodos (FID-DECRA: 

algoritmo da resolução da curva exponencial direta e PLS: mínimos quadrados 

parciais) para análise quantitativa direta do decaimento livre de indução (free 

induction decay - FID). Enquanto o primeiro método deu uma exatidão com um erro 

menor que 5% (desvio padrão relativo de 2,3%) usando somente uma amostra de 

calibração, no segundo método um conjunto de 10 misturas de padrão proporcionou 

um resultado com exatidão e precisão comparáveis[12]. 
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Um novo método para determinar a pureza de substâncias foi discutido 

por Herndeson T. J. (2002) em contraste ao método convencional de padrão interno 

de RMNq, em que foi inserido um tubo coaxial com o material de referência para 

evitar possíveis reações/interações com o analito. O método encontrado foi 

altamente específico e robusto com respeito a indução da variável pelo operador, 

parâmetros experimentais e toda a influência da relaxação magnética nuclear. A 

pureza das substâncias foi determinada com a precisão e exatidão em torno de 1%, 

e a impureza foi detectada em concentrações abaixo de 25 µg/mL, enquanto o limite 

de quantificação foi estabelecido em 85 µg/mL. O método usando a RMNq e o 

método cromatográfico tiveram semelhantes precisão, exatidão e tempo de 

execução[13]. Um método na espectroscopia de RMN de 1H foi desenvolvido para 

permitir a microdeterminação de hexametilenotetramina (HMT) em solução aquosa 

usando a substância anisol como um padrão interno. HMT foi determinado na faixa 

de 5-50 µg, sendo que, o sucesso na determinação de HMT em microescala 

depende das otimizações e ajustes cuidadosos dos parâmetros instrumentais, da 

relação sinal/ruído, da eliminação de água e outros interferentes[14]. 

A literatura pesquisada reporta inúmeros artigos sobre a potencialidade 

da RMNq, como o emprego da espectroscopia de RMN de deutério (2H) na 

determinação quantitativa da abundância natural dos isótopos 2H em amostras 

contendo 6,7-diidro-capsaicina e capsaicina[15]. A espectroscopia de RMNq de 1H in 

situ tem sido usada para o monitoramento do consumo de monômeros e estimar as 

razões de sua reatividade[16]. A RMN de 1H tem sido também empregada para medir 

a dinâmica fluxional em compostos de cadeia longa em soluções de óxido de 

polibutadieno e polietileno[17], e para quantificar metabólitos encontrados no cérebro 

humano, in vivo, usando análise de rede neural artificial automatizado[18].  
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Técnicas analíticas combinadas de RMN e HPLC podem ser utilizadas 

para superar os problemas quantitativos. Peters et. al (2002) usaram a RMNq de 1H 

para determinar de poli metacrilato de metila obtido por HPLC com detecção por 

espalhamento de luz. Os resultados foram comparáveis e em boa concordância[19]. 

Os metabólitos encontrados em bile de rato e na sua urina tem sido quantificados 

usando método de contagem por cintilação, seguido por um estudo comparativo com 

RMNq de 1H e 19F[20]. O acoplamento das espectroscopias de RMN de 1H e 19F e 

Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (RMN-HPLC) têm sido usadas para 

quantificar e identificar os metabólitos excretados na urina de ratos[21]. Os polifenóis 

em folhas de Pistacia lentiscus L. foram somente possíveis de identificar e 

quantificar pela combinação das técnicas de HPLC-MS junto com a RMN de 1H e 

13C. Esta combinação permitiu estabelecer uma relação entre a composição química 

e a atividade biológica de P. lenticius[22]. Uma boa concordância entre os resultados 

obtidos pelas análises de HPLC e RMNq de 1H tem sido registrado por Lacroix et. al 

(1994), para a quantificação do enantiômero R, em oito lotes de matéria prima da 

droga maleato de timolol. Os limites de quantificação foram 0,05 % e 0,2 % (m/m) 

para o HPLC e RMN, respectivamente[23]. 

Van-Beek et. al (1993) descreveram um procedimento quantitativo em 

folhas de Ginkgo biloba por RMNq de 1H usando ácido maleico como padrão interno. 

Obtendo-se bons resultados quanto à sensibilidade da técnica e comparáveis com 

as medidas feitas via HPLC, sendo que a RMN apresenta várias vantagens 

especialmente em relação ao tempo menor de análise e no preparo da amostra[24]. 

Os princípios fundamentais para as medidas quantitativas em fluxo 

contínuo HPLC-RMN foram registrados por Haw et. al em 1982, que sugeriram o uso 

de um padrão interno e também foram discutidas algumas fontes de erros 
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sistemáticos[25]. Godejohann et. al (1998) descreveram em profundidade as medidas 

quantitativas em fluxo contínuo HPLC-RMN, bem como o sucesso da combinação 

de ambas as técnicas. Como exemplo, as bombas de HPLC devem fornecer um 

fluxo e pulsação constantes e esta taxa de fluxo tem que ser exatamente conhecida, 

além disso, o padrão interno e o analito devem ser solúveis na fase móvel[26,27]. 

A diversidade de aplicações da RMNq tem motivado pesquisadores para 

investigar a confiabilidade da RMN de 1H como um método quantitativo. Griffiths et. 

al (1998) discutiram em profundidade os limites de quantificação em RMN e, 

concluíram que o método utilizando um padrão interno na RMNq, soma uma série de 

erros como: massas do analito em relação às do padrão interno, tempo de 

aquisição, duração dos pulsos, tempo de relaxação, utilização de funções de 

apodização, preenchimento do FID com zeros (zerofilling), os limites das regiões de 

integração, correções de fase e linha de base no espectro[28]. Minimizando essas 

fontes de erros, obtêm-se como limite mínimo de detecção, para um determinado 

analito, cerca de 1%, o que aumenta a aplicação dessa técnica como ferramenta 

analítica. 

Claramente, a RMN tem-se apresentado como uma alternativa para 

medida quantitativa confiável, precisa e exata entre as muitas técnicas analíticas. 

Alternativas não cromatográficas têm tido uma forte demanda para a detecção de 

pureza de compostos orgânicos. Essa demanda é facilmente entendida com as 

várias vantagens da RMN frente às outras técnicas. A preparação da amostra é 

mínima na RMN, ou seja, muitas vezes se resume em dissolver o analito e o material 

de referência interna em um solvente deuterado. Ao contrário, um maior número de 

etapas está envolvido nos métodos cromatográficos, todos com erros contínuos, 

mesmo num caso mais simples, quando a amostra e um padrão interno são 
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pesados, seguidos por uma série de diluições levando a solução analítica para uma 

faixa linear do detector ou para acomodar o fator de capacidade da coluna de 

separação, além de outros passos que envolvem a derivatização e desgaseificação 

da amostra. A técnica de RMN permite a recuperação total da amostra intacta e 

oferece uma solução para muitos problemas difíceis de serem resolvidos por HPLC 

direto ou por Cromatografia Gasosa (CG). Além disso, em contraste com o método 

cromatográfico, não há nenhuma exigência para o uso de materiais de referência 

padrão para cada constituinte do analito, que pode não ser facilmente 

comercializado, e sim,o uso de um padrão interno de pureza conhecida mas sem 

relação com o analito alvo. 

Wells et. al (2001 e 2002) observaram que a pureza dos padrões que são 

certificados por cromatografia ou calorimetria por varredura diferencial foram 

encontradas fora da faixa de certificação quando examinadas por RMN. Um estudo 

comparativo de RMNq com métodos cromatográficos, sejam eles por CG ou HPLC, 

para a determinação de pureza e impureza em agrotóxicos grau técnico, tem 

revelado que RMNq é mais precisa e exata que os métodos cromatográficos[29]. 

Pauli G. F. (2001) considera a RMNq um método versátil em material de 

referência certificado e enfatizou a demanda crescente de alternativas não 

cromatográficas para a avaliação de sua pureza. O estudo mostrou ainda que RMNq 

de 1H permite a determinação precisa e simultânea de ambos,os teores de 

compostos bem como a quantidade e a natureza das impurezas. O método é 

discutido respeitando-se a sensibilidade, precisão e seletividade[30]. 

Como é difundido o uso de RMN como uma ferramenta de medidas 

quantitativas, há a necessidade de um estudo de validação para verificar sua 

capacidade de quantificação por um ponto de vista metrológico. 
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As aplicações de validação de métodos minimizam os problemas 

potenciais associados com o método analítico. Eles também dão credibilidade ao 

método estudado e fornecem informações abrangentes sobre muitos aspectos 

importantes que refletem o comportamento e a confiabilidade do método. Os 

estudos de validação de métodos de RMNq devem ser realizados em conformidade 

com normas internacionais, tais como a ISO/IEC 17025 (International Organization 

for Standardization / International Electrotechnical Commission)[31] e o GUM (Guide 

to the Expression of  Uncertainty in Measurement)[32], seguindo as respectivas 

normas/guias veiculadas pelo INMETRO. Robustez, especificidade e seletividade, 

exatidão, precisão, linearidade, limites de detecção e quantificação, incerteza de 

medição e a quantidade de constituintes químicos podem ser determinados com 

uma certa exatidão e uma precisão. 

A metodologia é documentada como o passo final na validação do 

método, de forma que o mesmo possa ser usado por outras pessoas 

inequivocamente e reproduzir os mesmos resultados. 

O método de validação é seguido pela medida da incerteza de medição 

em RMNq. A importância da incerteza de medição vem sendo difundida no meio dos 

químicos analíticos e em meio à sociedade química em geral, especialmente depois 

da necessidade da garantia da qualidade, segurança e confiabilidade de laboratórios 

de ensaios e calibração, que atualmente tem sua competência reconhecida por meio 

da sua acreditação de acordo com a norma ISO/IEC 17025. 

A determinação das fontes da incerteza no método RMNq pode ser 

realizada empregando diversas metodologias, como por exemplo pelo emprego do 

diagrama de Ishikawa seguido por uma descrição abrangente na preparação da 

incerteza. A incerteza estimada de todas as medidas dos analitos e materiais de 
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referência são relatadas nas cadeias de rastreabilidade das medições estabelecidas 

nas unidades do Sistema Internacional de Medidas (SI). Esta rastreabilidade é a 

chave elementar para o reconhecimento de qualquer resultado de teste e ele 

garante que todos os laboratórios que possam ser envolvidos trabalhem com a 

mesma escala de medição ou os mesmos pontos de referência. Assim, ele permite a 

comparação entre os resultados de diferentes laboratórios, ou do mesmo laboratório, 

mas em momentos diferentes, por operadores diferentes, mas para as mesmas 

amostras. 

O experimento de RMN de 1H é a técnica mais utilizada e o núcleo de 

hidrogênio o mais sensível dentre os vários núcleos passíveis de serem observados 

pela técnica. Mesmo apresentando uma faixa espectral relativamente estreita 

(aproximadamente 20 ppm,de -5 a 15 ppm), as medidas de RMN de 1H precedem as 

medições obtidas por RMN de 13C. Desta forma pode-se ter uma medida efetiva do 

segundo núcleo para a sua quantificação. 

O núcleo de 13C é menos sensível que o de 1H, isso devido à sua 

abundância natural menor e ao valor da sua constante magnetogírica. Alguns fatores 

extras afetam a medida quantitativa quando utilizamos a RMN de 13C. Dentre elas 

temos o efeito nuclear Overhauser (n.O.e) e o tempo de relaxação, fatores que 

precisam ser considerados cada a caso[33]. A norma ASTM D5292 indica os agentes 

de relaxação que diminuem o tempo para a quantificação de óleos pelas técnicas de 

RMN de 1H e 13C. 

O objetivo dessa discussão foi o de apresentar os métodos quantitativos 

alternativas, em várias áreas das análises orgânicas, levando em consideração a 

metrologia na quantificação de substâncias por RMN, que é algo absolutamente 

novo para o setor produtivo brasileiro. 
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1.1.1. Validação do método 
 

O estudo de validação de método depende da determinação dos 

parâmetros de desempenho da técnica. Esses parâmetros são obtidos durante o 

desenvolvimento do método a ser estudado ou seguindo protocolos de validação 

interna[34].A importância da validação de método tornou-se recentemente clara entre 

os analistas, embora muitos conceitos relacionados já existam na literatura[35-63]. 

Green J. M. (1996) descreveu um guia prático da validação do método 

analítico[64], que estão abordadas nas referências de 35 a 63, e que, reuniu alguns 

nomes de parâmetros e conceitos de validação básicos, tais como: especificidade, 

linearidade, estabilidade e robustez do método. O guia também menciona como 

diminuir todos os problemas potenciais associados ao método analítico e as 

consequências de não fazê-lo. Princípios de validação geralmente são aplicáveis 

aos métodos de laboratórios analíticos[65]que esboçam uma validação prática para 

assistir ao analista na avaliação de um método. Os conceitos de validação baseados 

na ISO 8402 foram definidos como a confirmação por evidências objetivas e exames 

que o método atende aos requisitos específicos que incluem os conceitos de 

exatidão, precisão, seletividade, sensibilidade, linearidade, faixa de aplicação, limites 

de detecção, quantificações, robustez e confiabilidade. 

O desenvolvimento e a validação de um novo método podem ser 

considerados como um processo interativo, que geralmente é conhecido como “ciclo 

de desenvolvimento de validação”, porque os dados do processo de 

desenvolvimento podem ser usados nos estudos de validação, enquanto os 

resultados de validação podem indicar mudanças na metodologia. Independente de 
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quão eficaz é o método desenvolvido e como ele é usado com habilidade, ele não 

deve ser posto em prática antes da sua validação. Os analistas de um laboratório de 

desenvolvimento devem ser conscientes das possíveis fontes de erros e o ajuste 

pode ser feito para aperfeiçoar o modelo, mas isso pode ser perdido quando o 

método é transferido para outro laboratório, ou aplicado por analistas não 

qualificados. O papel da validação, assim como descrito, deve realçar as possíveis 

funções de erro e incerteza (durante o processo de validação) e desta forma 

fornecer uma diretriz de precisão esperada do método. Portanto, um método deve 

ser validado quando for necessário verificar se os seus procedimentos paramétricos 

são adequados para seu uso em problemas analíticos particulares[66-68]. 

Como um método pode ser validado? Será que é um procedimento do 

laboratório, analista ou do desenvolvedor de método? Ou deve-se deixar esse 

processo para os peritos e os metrologistas? 

Embora haja um consenso geral sobre o que é estudado pela validação 

de método e que aspectos devem ser testados, há uma grande diversidade de 

maneira como ele deve ser aplicado. 

A norma brasileira ABNT ISO/IEC 17025: 2005[31] institui os requisitos 

gerais para a padronização de atividades de laboratórios de ensaios e calibrações, 

que representam os parâmetros como: especificidade, robustez, exatidão, precisão, 

linearidade, incerteza de medição usando o GUM e seletividade[69,70].O documento 

do INMETRO necessário para a acreditação, o DOQ-CGCRE-008, revisão 02, julho 

de 2007, fornece a orientação sobre validação de métodos de ensaios químicos, e a 

validação aplicada a técnica de RMN quantitativo é apresentada no trabalho de Malz 

F. et. al em 2005[71]. 
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A especificidade avalia se os sinais, no caso da RMN, estão em regiões 

que não são afetados por outros, tanto de contaminantes quanto do analito. No caso 

da RMN, ela é superior a muitos outros instrumentos analíticos, pois cada núcleo 

ativo tem uma constante magnetogírica (γ) característica do núcleo e uma frequência 

bem definida (υ). Seletividade e especificidade são medidas que avaliam a 

confiabilidade na presença de interferentes na matriz em estudo.  

Exatidão pode ser definida como o grau de concordância entre o 

resultado de medição e o valor verdadeiro do mensurado[72]. A exatidão, quando 

aplicada a um conjunto de resultados de teste, envolve a variação de componente 

sistemática de erros. Portanto, a validação de métodos serve para quantificar a 

exatidão avaliando os efeitos sistemáticos e aleatórios nos resultados [74]. O VIM[73] 

define exatidão como uma quantidade que se refere às diferenças entre a média do 

conjunto de resultados ou um resultado individual e um valor pelo qual é aceitável 

como verdadeiro ou valor correto de uma medida quantitativa. 

Precisão é a capacidade em promover a repetitividade e reprodutibilidade 

de um método. Protocolos de validação também exigem a avaliação da robustez, a 

qual dá uma indicação da validade da medida obtida em diferentes condições.  

Linearidade pode ser definida como a habilidade do método em obter 

resultados de testes proporcionais à concentração do mensurado[72]. 

Os estudos de seletividade investigam os efeitos dos prováveis 

interferentes nas amostras. Os resultados normalmente são usados para demonstrar 

que para efeitos práticos esses interferentes não são significativos[73], ou seja, 

mesmo tendo um contaminante na amostra ele não interfere na medida realizada. 
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Finalmente, a validação de um método deve dar uma indicação do nível 

de detecção para uma dada matriz e, portanto, limites de detecção e de 

quantificação são determinados no método estabelecido. 

No entanto, deve-se questionar se laboratórios podem validar seus 

próprios métodos. Um programa interlaboratorial, deveria apenas reconhecer a 

adequação de uma validação[75]. Entretanto, esse estudo pode ser comprometido em 

função dos interesses mútuos e da dificuldade de encontrar laboratórios que 

desenvolvam ensaios com os mesmos propósitos e métodos. Existem duas 

alternativas para compensar a falta de informação da medida interlaboratorial: a 

medida do material de referência certificado e a comparação do método avaliado 

com aqueles que já foram validados anteriormente. 

Uma vez completado o processo de validação, é importante que ele seja 

documentado. Isto fornece um guia com nível de segurança e consistência para a 

aplicação do método. Além disso, a documentação apropriada é necessária para a 

auditoria realizada pelos órgãos de acreditação. A qualidade da documentação terá 

uma influência direta sobre reprodutibilidade e no grau de incerteza do método e, 

portanto, uma documentação inadequada pode produzir incerteza extra e que pode 

tornar inútil o método. Portanto, as informações que devem ser incluídas na 

documentação de um método é uma descrição completa e detalhada de todo o 

processo e em ordem lógica. Uma armadilha comum é assumir que todos 

entenderão o método da mesma forma que a pessoa que o documentou. 

Usualmente, a documentação começa com o título, finaliza com o sumário e as 

referências bibliográficas são indicadas para dar uma base teórica. O tipo de 

informação que deve ser incluída na documentação de um método, para um 

laboratório em particular, é desejável e recomendável que tenha o mesmo formato 
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de documentação para todos os métodos a serem desenvolvidos por aquele mesmo 

laboratório. Com isso garante-se o mesmo grau de detalhamento para todos os 

métodos[76].  

Em função do desenvolvimento técnico e aprimoramento dos métodos ao 

longo do tempo, as atualizações e revisões da documentação tornam-se 

necessárias. A proposta de alterações da documentação visando melhor 

entendimento e/ou modificação dos métodos devem ser discutidas por todas as 

pessoas que se utilizam do documento, entretanto sua alteração só deve ser 

realizada pelas pessoas que tenham autorização para tal. Após atualização, estas 

devem treinar todos os envolvidos na execução do método para essa nova revisão 

do documento. 

 

1.1.2. Incerteza de medição em RMNq 
 

A incerteza da medição tornou-se uma importante questão em torno da 

apresentação dos resultados químicos, especialmente, depois da introdução da 

norma ISO/IEC 17025[31]. A introdução do conceito de incerteza fez com que as 

agências de acreditação aumentassem o grau de exigência na comprovação da 

confiabilidade de seus resultados. As primeiras tentativas formais para o 

estabelecimento do princípio de incerteza ocorreram em 1980. Em função da 

complexidade, surgiram dúvidas de como a incerteza de um resultado deveria ser 

estimada e expressa pelos diferentes laboratórios. Essas dificuldades levaram a 

criação de um fórum, a Bureau International des Poids et Mesures (BIPM). 

Participaram 11 laboratórios do grupo de trabalho do Comite International des Poids 

et Measures (CIPM) para elaborar as recomendações na expressão da incerteza. Na 
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sequência, a International Organization for Standardization (ISO) foi convidada para 

desenvolver um texto padrão, sendo que esse trabalho foi coordenado pelo ISO 

Technical Advisory Group on Metrology (TAG4). Diversos documentos sobre a 

expressão da incerteza em medição foram publicados em 1993 pela ISO[77]. 

Posteriormente, uma versão corrigida em 1995 (ISO GUM) foi elaborada e 

finalmente culminou com o lançamento do Guia EURACHEM/CITAC “Quantifing 

Uncertainty em Analytical Measurement” em 2000[72], que foi o trabalho desenvolvido 

pelo grupo European Chemistry (EURACHEM) juntamente com os membros 

internacionais da CITAC, IAEA e AOAC. Enquanto a versão de 1995 foi baseada no 

Guia ISO, a versão final em 2000 foi elaborada à luz da experiência da estimativa de 

incerteza em laboratórios de química e de uma maior conscientização da 

necessidade de se introduzir procedimentos formais de qualidade em laboratórios. 

Esta versão enfatizou que a estimativa da incerteza de medição deve ser integrada 

com medidas da garantia da qualidade existente. Assim, a estimativa da incerteza 

de medição estava em total conformidade com os princípios formais do Guia ISO e, 

portanto, consistente com o requerimento da norma ISO 17025[31]. 

A incerteza é assim definida: “Um parâmetro associado com um resultado 

de medição que caracteriza a dispersão dos valores que podem ser razoavelmente 

atribuídos ao mensurado”[78]. Qualquer medida tem uma incerteza associada ao seu 

resultado. Por isso, é necessário uma declaração quantitativa desta incerteza para 

que ela tenha credibilidade. A incerteza de medição dá a credibilidade, fornecendo 

os limites de dispersão do valor verdadeiro. Os componentes individuais de 

incerteza podem ser estimados pelos procedimentos do tipo A, utilizando o desvio 

padrão de medidas repetidas, ou pelo tipo B, que usa qualquer outro meio como 
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experiência, conhecimento e etc., e que, poderia ser a principal fonte de erro na 

incerteza final combinada[79]. 

Estimativa da incerteza de medição refletirá a contribuição de todas as 

fontes de erros maiores, mas a incerteza não é suficiente para avaliar os resultados, 

a menos que, estes resultados sejam rastreáveis a padrões e todos os resultados 

forem produzidos por diferentes laboratórios, ou várias vezes pelo mesmo 

laboratório. Esta cadeia ininterrupta de comparações leva a um ponto de referência 

comum e garante que os diferentes operadores estejam usando a mesma unidade 

de medida. 

A incerteza de medição está intimamente ligada à rastreabilidade de cada 

laboratório. Isso explica porque é importante o uso de material de referência 

certificado no método de análise. Isso estabelece a rastreabilidade nos resultados e, 

juntamente com a incerteza de medição, irá proporcionar credibilidade ao método. 

O último relatório apresentado pelo International Measurement Evaluation 

Programme foi o IMEP-16, que enfatizaa necessidade de se aumentar o 

conhecimento sobre esta questão. Os congressos conduzidos pela EURACHEM em 

Graz (1994) e em Berlim (1997) ofereceram os princípios para a avaliação e 

expressão da incerteza de medição em análise química[80,81]. Tentativas de promover 

a implementação de incerteza não têm parado, e um sistema de programa 

especializado foi desenvolvido, em cooperação com institutos de pesquisa e 

fabricantes de instrumentos analíticos, permitindo o cálculo da incerteza para 

análises de procedimentos como a titulação, espectrometria de emissão atômica, 

espectrometria de absorção atômica e cromatografia líquida e gasosa[79]. 

Considerando o que foi exposto, fica evidente que a determinação das 

incertezas de medição é um processo longo e difícil, pois envolve o conhecimento e 
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investigações das diversa fontes de incerteza que estão associadas a uma 

determinada medida[82-92]. De qualquer forma, este conhecimento é uma importante 

ferramenta que pode ajudar na redução da incerteza total de um método analítico e 

aumentar a eficiência do método[93,94]. 

 

1.1.2.1. Rastreabilidade 
 

Rastreabilidade pode ser definida como o resultado de uma medição e 

que pode estar relacionado às referências estabelecidas, que geralmente são 

padrões internacionais ou nacionais, através de uma cadeia contínua de 

comparações, sendo que todas tenham as suas incertezas estabelecidas[72].A 

diferença entre os resultados de um método pode ser causada por variações nos 

parâmetros de medida. Por isso, é essencial a presença de um indicador 

externopois ele permite demonstrar a conversão interlaboratorial[95,96]. 

O estabelecimento da rastreabilidade e da avaliação da incerteza do 

resultado de uma medição são essenciais a fim de se estabelecer sua aptidão para 

fins de comparabilidade[97]. A norma ISO/IEC 17025[31] também a enfatiza como um 

elemento-chave para o reconhecimento de quaisquer resultados de testes e 

medições químicas, ou seja, envolve a necessidade de referências iniciais e uma 

incerteza claramente declarada, fornecendo a comparabilidade entre os resultados e 

evitando a duplicação de medidas que levam ao aumento de tempo e custos[98]. 

Portanto, a necessidade crescente de demonstrar a confiabilidade em medições 

analíticas levou a enfatizar a criação de cadeia de rastreabilidade nas medições[99]. 
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A literatura tem divulgado amplamente os conceitos envolvidos na 

rastreabilidade, no entanto, estabelecer a cadeia completa de rastreabilidade do 

resultado de uma medida geralmente não é um processo simples. 

A rastreabilidade de materiais de referência, torna-se importante e eficaz 

na construção da estimativa da incerteza, isto é, a análise da causa e efeito do 

modelo. Comumente para um método analítico é necessário desenvolver e registrar 

uma lista de fontes de incerteza relevantes. Para isso, tem que compreender quais 

são os fatores importantes que poderão influenciar nos resultados analíticos obtidos 

por um método específico. O diagrama da causa e efeito do método é uma das 

ferramentas empregadas para mostrar as relações entre um dado efeito e uma 

causa potencial, bem como organizá-las em categorias e subcategorias principais, 

assemelhando-se com uma espinha dorsal de um peixe (Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Diagrama de Ishikawa mostrando a relação causa/efeito para uma 
incerteza expandida (U95%). 

 

Essa metodologia passou a ser conhecida como diagrama de espinha de 

peixe ou diagrama de Ishikawa[100]. Os princípios de construção do diagrama causa-

Fonte de incerteza 2 

Incerteza 
expandida 

(U95%) 

Fonte de incerteza 1 Fonte de incerteza 3 

Incerteza 3.1 

Incerteza 3.2 

Incerteza 3.3 
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efeito são descritos na literatura[101,102] e na figura 1 exibe uma representação desse 

diagrama aplicado a uma determinada situação. 

 

1.2. Quimiometria 
 

A RMN é uma das técnicas mais poderosas e utilizadas para a 

caracterização e elucidação estrutural de compostos orgânicos e organometálicos. 

No entanto, ela ainda é pouco empregada como um instrumento analítico tanto 

qualitativamente quanto quantitativamente. Vários trabalhos em que se empregam a 

RMN como obtenção de fingerprinting são descritos na literatura e, em particular 

pelo grupo de RMN do DQ/UFSCar. Vale destacar o emprego da RMN como 

fingerprinting em amostras de alimento como vinagre, aguardente, entre 

outros[103,104]. Também vem sendo utilizado para a obtenção de fingerprinting para 

controle de qualidade de medicamentos a base de plantas. Nesses trabalhos, utiliza-

se a RMN aliada à quimiometria, em que são obtidos resultados expressivos, que 

possibilitam discriminar os vários elementos de interesse para cada matriz 

estudada[104,105]. 

Uma ferramenta valiosa e que está sendo utilizada com muita frequência 

na química, principalmente na química analítica, é a utilização de métodos 

quimiométricos como um instrumento estatístico na avaliação de perfis, também 

denominados fingerprintings, a partir de medidas espectroscópicas e 

espectrométricas obtidas de diversos materiais, os quais nos permitem avaliar 

similaridades ou diferenças na composição de amostras[106,107]. Esses perfis podem 

ser obtidos dos espectros de RMN de 1H e 13C a fim de avaliar a potencialidade das 

técnicas como fator discriminante entre as amostras de várias origens e/ou de 
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diferentes constituições químicas. Utilizando-se o Algoritmo das Projeções 

Sucessivas (SPA) aplicado aos espectros de RMN de 1H e 13C, reduz-se para 

poucas variáveis, de importância inestimável,que contribuem para a classificação e 

quantificação das amostras. 

Araújo et al[108] (2001) construíram o SPA (Successive Projections 

Algorithm), como uma técnica de seleção de variáveis que utiliza operações simples 

num espaço vetorial para minimizar problemas de colinearidade, e que, mostrou ser 

um método eficiente para seleção de variáveis espectrais no contexto da calibração 

multivariada, especificamente quando aplicado à regressão linear múltipla (MLR do 

inglês, Multiple Linear Regression). 

O objetivo do SPA consiste em buscar um pequeno subconjunto 

representativo de variáveis espectrais com ênfase na minimização da colinearidade. 

Com isso, torna-se possível utilizar modelos MLR que, embora simples e de fácil 

interpretação, podem ser severamente afetados por problemas de colinearidade. 

Para diagnosticar a colinearidade, verifica se a matriz de correlações das variáveis 

explicativas apresenta altas correlações que varia de 0 a 1. Por exemplo, se a 

correlação de duas variáveis for próxima de 1, alta colinearidade, se for próxima de 0 

o inverso. 

O trabalho inicial da aplicação do SPA[109] foi realizado em uma análise 

espectrofotométrica, na região do ultravioleta-visível,simultânea de vários complexos 

de Co2+, Cu2+, Mn2+, Ni2+ e Zn2+ com 4-(2-piridilazo) resorcinol em misturas que 

continham os analitos nas faixas de concentração de 0,05 a 1,5 mg L-1 e de 0,02-0,5 

mg L-1. 

Adicionalmente, foi realizado um estudo comparativo envolvendo outros 

métodos, tais como: PLS e regressão por componentes principais (PCR: Principal 
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Component Regression). Através do SPA-MLR foram obtidos os melhores 

resultados. 

Após a apresentação inicial do SPA, novos artigos foram publicados com 

diferentes modificações e aplicações, incluindo as técnicas de UV-VIS[108], FTIR[110]e 

espectrometria NIR[111,112]. 

Vale ressaltar que, no que diz respeito aos métodos de classificação, a 

habilidade de generalização dos modelos de Análise Discriminante Linear (LDA) 

pode ser comprometida pela presença de colinearidade entre as variáveis[113,114]. Por 

essa razão, a LDA se restringe normalmente aos problemas de pequenas 

dimensões. Dessa forma, a minimização de colinearidade proporcionada pelo SPA 

deve ser útil também para modelos LDA. 

A LDA é um dos Métodos de Reconhecimento de Padrão supervisionados 

mais utilizados. Foi originalmente proposta por Fisher[115]e é utilizada por muitos 

autores em diversas aplicações em química, incluindo alimentos[116,117], bebidas 

alcoólicas[118] e gasolina, entre outros[119]. Esse método é baseado na determinação 

de funções discriminantes lineares as quais maximizam a variância entre as classes 

e minimizam a variância dentro de cada classe. A LDA pode ser considerada, assim 

como a Análise das Componentes Principais (PCA), um método de redução de 

dimensionalidade. Contudo, enquanto a PCA seleciona uma direção que retém a 

máxima variância dos dados em uma menor dimensão, a LDA seleciona uma 

direção que alcança a separação máxima entre as classes avaliadas conforme 

pode-se observar na figura 2. 
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Figura 2. Representação esquemática da análise discriminante linear. R1 e R2 são 
duas classes diferentes[120]. 

 

Uma desvantagem da LDA em relação aos outros métodos de 

reconhecimento de padrão supervisionados é que a mesma é apropriada apenas 

para conjuntos de dados de pequenas dimensões. Além disso, a capacidade de 

generalização de modelos LDA pode ser comprometida por problemas de 

colinearidade[114]. Dessa forma, o uso da LDA para classificação, sobretudo com 

dados espectrométricos, necessita de procedimentos de redução de 

dimensionalidade e/ou seleção de variáveis. 

Nesse contexto, aplicações envolvendo técnicas de redução de 

dimensionalidade têm crescido consideravelmente nos últimos anos[121-125]. Essas 

técnicas têm como objetivo principal capturar a grande parte da informação útil em 

um número menor de variáveis. A PCA é uma das técnicas mais conhecidas e 

empregadas para esse propósito. Contudo, alguns autores vêm utilizando os valores 

de escores obtidos por um número restrito de PCs para serem aplicados junto aos 

modelos LDA[123, 126, 127]. 



                                                                                                                             

 

Estas transformações utilizadas pela 

problemas de classificação devido à sua capacidade em explicar a grande parte da 

informação dos dados em um número reduzido de variáveis. Apesar disso, a 

interpretação de tais modelos torna

possuem um significado físico e/ou físico

envolvendo este tipo de método é que, após a transformação, não é possível excluir 

regiões do sinal com baixa relação sinal/ruído, pois todas as variáveis originais 

contribuem para cada variável latente.

 

1.2.1. Algoritmo SPA-LDA
 

A informação da modelag

reconhecimento de padrão 

resposta instrumental (matriz X) e no índice de classes para cada a

caso, o RMSEV (Root Mean Square Error of Validation

empregado no SPA não é uma métrica aplicável. Por

de custo foi concebida para guiar a seleção de

 

 

Em que  e são os 

interesse na k-ésima amostra de validação

amostras do conjunto de validação.

                                                                                                                                                                                     

Estas transformações utilizadas pela PCA são eficientes em diversos 

problemas de classificação devido à sua capacidade em explicar a grande parte da 

informação dos dados em um número reduzido de variáveis. Apesar disso, a 

interpretação de tais modelos torna-se difícil porque nem sempre as novas 

possuem um significado físico e/ou físico-químico. Além disso, outro problema 

envolvendo este tipo de método é que, após a transformação, não é possível excluir 

regiões do sinal com baixa relação sinal/ruído, pois todas as variáveis originais 

tribuem para cada variável latente. 

LDA 

A informação da modelagem apresentada nos métodos de 

reconhecimento de padrão supervisionados está contida nos dados provenientes da 

(matriz X) e no índice de classes para cada a

Root Mean Square Error of Validation - equação 1.1

empregado no SPA não é uma métrica aplicável. Por esse motivo, uma nova função 

de custo foi concebida para guiar a seleção de variáveis. 

 

 valores de referência e o valor previsto para o

amostra de validação respectivamente. 

do conjunto de validação. 
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são eficientes em diversos 

problemas de classificação devido à sua capacidade em explicar a grande parte da 

informação dos dados em um número reduzido de variáveis. Apesar disso, a 

se difícil porque nem sempre as novas variáveis 

químico. Além disso, outro problema 

envolvendo este tipo de método é que, após a transformação, não é possível excluir 

regiões do sinal com baixa relação sinal/ruído, pois todas as variáveis originais 

em apresentada nos métodos de 

supervisionados está contida nos dados provenientes da 

(matriz X) e no índice de classes para cada amostra. Nesse 

quação 1.1) originalmente 

esse motivo, uma nova função 

(1.1) 

de referência e o valor previsto para o parâmetro de 

respectivamente. Kv é número de 
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A função de custo proposta refere-se ao risco médio G de uma 

classificação incorreta pela LDA. Assim como o RMSEV, esta função é calculada 

com base em um conjunto de validação, conforme descrito na equação 1.2: 

 

� � 1�� ���
	

���

 (1.2) 

 

Em que gk (risco de uma classificação incorreta do objeto xk da k-ésima amostra de 

validação) é definido como: 

 

�� � 
����, ������������
����, ���� (1.3) 

 

Na equação 1.3, o numerador r2(xk, µlk) é o quadrado da distância de 

Mahalanobis entre o objeto xk (com índice de classe lk) e a média de sua classe 

(µlk). O denominador da equação 1.3 corresponde ao quadrado da distância de 

Mahalanobis entre o objeto xk e o centro da classe errada mais próxima. Idealmente, 

gk deverá ser tão pequeno quanto possível, ou seja, o objeto xk deverá estar perto 

do centro da sua verdadeira classe e distante dos centros das demais classes. 

Para iniciar o procedimento de seleção de variáveis no SPA-LDA, deve-se 

fornecer como entrada: 

 

I) Matrizes correspondentes às respostas instrumentais: 
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• Conjunto de treinamento: Train (Kc × J); 

• Conjunto de validação: Val (Kv × J); 

• Conjunto externo para Teste: Test (Kt × J); 

 

Em que Kc, Kv e Kt representam o número de amostras para os conjuntos de 

treinamento ou calibração, validação e teste ou previsão, respectivamente. Esses 

conjuntos deverão ter o mesmo número de variáveis J. 

 

II) Índices das classes: 

• Conjunto de calibração: Group_Train (Kc × 1); 

• Conjunto de validação: Group_Val(Kv × 1); 

• Conjunto externo para previsão: Group_Test(Kt×1); 

 

III) Número mínimo e máximo de variáveis a serem selecionadas: 

• Número mínimo de variáveis: N1; 

• Número máximo de variáveis: N2; 

 

Vale ressaltar que a construção de subconjuntos de variáveis com base 

no critério de minimização de colinearidade realizada pelo SPA-LDA resulta de uma 

sequência de operações de projeções de vetores aplicadas às colunas da matriz de 

calibração (Kc, J). Contudo, antes mesmo de realizar esse procedimento, os objetos 

pertencentes a este conjunto são centralizados na média da sua própria classe. 

Então, torna-se necessário o uso dos índices de classes. 

Considera-se que as respostas instrumentais (x) referentes ao conjunto 

de calibração estejam em uma matriz X de dimensões (Kc × J), de forma que a j-



                                                                                                                             

 

ésima variável xj esteja associada ao 

o número máximo de variáveis que podem ser incluídas no modelo LDA e 

número de classes envolvidas no problema.

Partindo de cada variável

é construída de acordo com as seguintes operações

 

a) 1º passo: Início 

 

 (vetor que define as operações 

 
b) 2° passo: Cálculo da matriz P

zi(equação 1.4): 

 

 

Em que é uma matriz identidade de dimensões apropriadas.

 

c) 3º passo: Cálculo dos vetores projetados

 

 
para k = 1, …, J. 

                                                                                                                                                                                     

esteja associada ao j-ésimo vetor coluna. Sejam

o número máximo de variáveis que podem ser incluídas no modelo LDA e 

número de classes envolvidas no problema. 

Partindo de cada variável xj , j = 1,...,J, uma cadeia contendo 

é construída de acordo com as seguintes operações[128]: 

(vetor que define as operações de projeção inicial)

 

 

asso: Cálculo da matriz Pi de projeção no subespaço ortogonal a 

 

é uma matriz identidade de dimensões apropriadas. 

asso: Cálculo dos vetores projetados a partir da e
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vetor coluna. Sejam M = min (Kc – C, J) 

o número máximo de variáveis que podem ser incluídas no modelo LDA e C é o 

, uma cadeia contendo M variáveis 

de projeção inicial) 

de projeção no subespaço ortogonal a 

(1.4) 

a partir da equação 1.5: 

(1.5) 



                                                                                                                             

 

 

d) 4º passo: Determinar o índice

matriz L (equação 1.6 e 1.7

 

 

 

e) 5º passo: Fazer

a próxima iteração).

 

f) 6º passo: Fazer

 

O vetor selecionado para cada repetição do procedimento apresentado 

acima será aquele minimamente colinear em relação aos vetores selecionados nas 

iterações anteriores. 

Facilitando o entendimento das projeções, um exemplo simples

3)[128] com Kc = 3 e J = 5 é apresentado para ilustrar os primeiros cinco passos do 

SPA. 

 

                                                                                                                                                                                     

asso: Determinar o índice k* do vetor de maior projeção e armazená

equação 1.6 e 1.7). 

 

 

(Vetor que define as operações de projeção para 

a próxima iteração). 

. Se i < M, retornar ao 2º passo. 

O vetor selecionado para cada repetição do procedimento apresentado 

acima será aquele minimamente colinear em relação aos vetores selecionados nas 

Facilitando o entendimento das projeções, um exemplo simples

= 5 é apresentado para ilustrar os primeiros cinco passos do 
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de maior projeção e armazená-lo na 

(1.6) 

(1.7) 

(Vetor que define as operações de projeção para 

 

O vetor selecionado para cada repetição do procedimento apresentado 

acima será aquele minimamente colinear em relação aos vetores selecionados nas 

Facilitando o entendimento das projeções, um exemplo simples (figura 

= 5 é apresentado para ilustrar os primeiros cinco passos do 
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Figura 3. Ilustração da sequência de projeções realizadas pelo SPA. (a) Primeira 
iteração e (b) segunda iteração. 

 

Nesse exemplo, a cadeia de variáveis que inicia em x3 deverá ser [x3, x1, 

x5].
[128] 

O algoritmo SPA-LDA foi adaptado utilizando a função qr[129] disponível no 

software Matlab®. Com ela, torna-se possível gerar as cadeias de variáveis com 

maior eficiência computacional. Por definição, a função qr adota a coluna com a 

maior norma como vetor de partida. Contudo, um procedimento foi realizado para 

forçar o algoritmo a iniciar pela i-ésima coluna da matriz de calibração centrada na 

média ou autoescalada. 
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Uma vez construídas as cadeias de variáveis candidatas, o SPA 

escolherá aquela que apresentar o menor risco médio de classificação incorreta pela 

LDA, como definido na equação 1.2. 

O algoritmo SPA-LDA tem como saída: 

• l: Um vetor contendo a melhor cadeia de variáveis; 

• R: Risco médio G de uma classificação incorreta pela LDA em função do 

número de variáveis usadas; 

• Lopt: Matriz contendo as cadeias de variáveis associadas a R. 

Além disso, o SPA-LDA fornece como resultado o número de erros (tanto 

para o conjunto de validação, como para previsão), o valor ótimo de G e os índices 

das classes previstos pelo modelo LDA. Adicionalmente, o SPA-LDA apresenta um 

gráfico de escores que mostra a função de custo (Risco G, equação 1.2) versus o 

número de variáveis. O número ótimo de variáveis corresponde ao mínimo dessa 

curva. 

O SPA-LDA[130] foi implementado com a sub-rotina multilda.m para o 

cálculo da LDA. 

 

1.2.2. Algoritmo SPA-MLR 
 

Para a calibração multivariada, o SPA emprega conjuntos de calibração e 

validação, ambos com respostas instrumentais (X) e valores medidos por um método 

de referência (y). A essência do SPA consiste em realizar operações de projeção na 

matriz de calibração Xcal(Kcx J), cujas linhas e colunas correspondem a Kc amostras 

de calibração e J variáveis espectrais, respectivamente[108]. 
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A partir de cada uma das variáveis J disponível para o procedimento de 

seleção, o SPA constrói uma cadeia ordenada de Kc variáveis. Na construção dessa 

cadeia, cada elemento é selecionado de modo a exibir a mínima colinearidade como 

anterior. Dessa forma, a colinearidade entre variáveis é avaliada pela correlação 

entre os vetores coluna da respectiva matriz de calibração Xcal. Vale observar que,de 

acordo com este critério de seleção, não mais que Kc variáveis podem ser incluídas 

na cadeia[109,131]. 

Para cada uma das J cadeias de variáveis construídas como descrito 

anteriormente, é possível extrair Kc subconjuntos de variáveis usando de um até Kc 

elementos na ordem em que eles foram selecionados. Assim, um total de J x Kc 

subconjuntos de variáveis podem ser formados. Para escolher o subconjunto mais 

apropriado, constroem-se modelos MLR, ou seja, assume-se que as concentrações 

(matriz Y) são funções lineares das respostas instrumentais (matriz X), e podem ser 

escritas matricialmente como descrito na equação 1.8. 

 

� � � ! " (1.8) 

 

Em que b é o vetor dos coeficientes lineares de regressão, e e é o vetor dos 

resíduos ou erro da modelagem. 

O vetor b dos coeficientes lineares é estimado, na etapa de calibração, 

utilizando o critério dos “Mínimos Quadrados” que minimiza o vetor dos resíduos 

(" � � # � ) e é calculado pela equação 1.9. 

 

 � ��$ % ��&� % �$ % � (1.9) 



                                                                                                                             

 

 

Em que a inversa de 

O vetor concentração 

equação 1.10. 

 

 

Assim, são comparados em termos da raiz quadrada do erro médio 

quadrático para um conjunto de validação (RMSEV

equação 1.1. Por fim, o algoritmo sele

mais baixo RMSEV para um bom modelo

 

 

1.3. A matriz biodiesel
 

O uso de biodiesel como combustível alternativo ao diesel fóssil tem 

aumentando nos últimos anos devido às

conservação de energia, assim como à busca de desenvolvimento sustentável. Por 

ser originário de fonte renovável e possuir baixo conteúdo de enxofre, 

implica na diminuição dos níveis de emissão dos principais gases relacionados com 

o “efeito estufa”[132]. Além disso

a diesel e nos sistemas de transporte e armazenamento sem que sejam necessárias 

alterações significativas[13

oxidativa, o aumento em 10

                                                                                                                                                                                     

. 

O vetor concentração  de uma amostra desconhecida é obtid

 

são comparados em termos da raiz quadrada do erro médio 

quadrático para um conjunto de validação (RMSEV)[108], calculado conforme a 

Por fim, o algoritmo seleciona a cadeia de variáveis cuja 

para um bom modelo. 

A matriz biodiesel 

O uso de biodiesel como combustível alternativo ao diesel fóssil tem 

ntando nos últimos anos devido às questões de preservação ambiental e 

conservação de energia, assim como à busca de desenvolvimento sustentável. Por 

de fonte renovável e possuir baixo conteúdo de enxofre, 

implica na diminuição dos níveis de emissão dos principais gases relacionados com 

. Além disso, ele pode ser usado puro ou em mistura

as de transporte e armazenamento sem que sejam necessárias 

[133,134]. Entretanto, o seu alto custo, sua baixa estabili

oxidativa, o aumento em 10% da emissão dos NOx, assim como, a
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de uma amostra desconhecida é obtido pela 

(1.10) 

são comparados em termos da raiz quadrada do erro médio 

, calculado conforme a 

ciona a cadeia de variáveis cuja MLR levou ao 

O uso de biodiesel como combustível alternativo ao diesel fóssil tem 

questões de preservação ambiental e 

conservação de energia, assim como à busca de desenvolvimento sustentável. Por 

de fonte renovável e possuir baixo conteúdo de enxofre, o seu uso 

implica na diminuição dos níveis de emissão dos principais gases relacionados com 

usado puro ou em mistura nos motores 

as de transporte e armazenamento sem que sejam necessárias 

Entretanto, o seu alto custo, sua baixa estabilidade 

, assim como, a geração de 



                                                                                                                             

 

subprodutos tais como a

137]. 

O biodiesel é constituído majoritariamente por ésteres alquílicos de ácidos 

graxos, que são obtidos através da transesterificação de óleos vegetais ou gorduras 

animais (novos ou reciclados)

para reação de transesterificação.

 

Figura 4. Esquema reacional da transesterificação
(Ricinus communis L.). 

 

A reação de transeste

presentes em óleos e gorduras, com um álcool (metanol, etanol, etc.) na presença 

de um catalisador ácido ou básico. Frequ

com metanol sob catálise homogênea básica (NaOH, KOH, NaOCH

O glicerol (ou glicerina) é o principal sub

di-, triglicerídeos, ácidos graxos livres, água, 

                                                                                                                                                                                     

a glicerina, são aspectos que ainda devem ser avaliados

O biodiesel é constituído majoritariamente por ésteres alquílicos de ácidos 

graxos, que são obtidos através da transesterificação de óleos vegetais ou gorduras 

animais (novos ou reciclados). Na figura 4, é apresentado um esquema reacional 

para reação de transesterificação. 

. Esquema reacional da transesterificação do triglicerídeo

A reação de transesterificação consiste na reação dos

presentes em óleos e gorduras, com um álcool (metanol, etanol, etc.) na presença 

talisador ácido ou básico. Frequentemente, a transesterificação é realizada 

com metanol sob catálise homogênea básica (NaOH, KOH, NaOCH

(ou glicerina) é o principal subproduto dessa reação, mas também mono

, triglicerídeos, ácidos graxos livres, água, álcool, catalisador residual e outras 
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são aspectos que ainda devem ser avaliados[134-

O biodiesel é constituído majoritariamente por ésteres alquílicos de ácidos 

graxos, que são obtidos através da transesterificação de óleos vegetais ou gorduras 

um esquema reacional 

 

do triglicerídeo da mamona 

rificação consiste na reação dos triglicerídeos, 

presentes em óleos e gorduras, com um álcool (metanol, etanol, etc.) na presença 

entemente, a transesterificação é realizada 

com metanol sob catálise homogênea básica (NaOH, KOH, NaOCH3, KOCH3)
[138-140]. 

produto dessa reação, mas também mono-, 

álcool, catalisador residual e outras 
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impurezas podem estar presentes no produto final[139]. Assim sendo, a qualidade do 

biodiesel está diretamente relacionada com o teor dessas impurezas no produto, que 

hoje são estabelecidas pela Agência Nacional do Petróleo, Gás Natural e 

Biocombustíveis – ANP, por meio de Resoluções e seus respectivos Regulamentos 

Técnicos. 

Na Europa, as especificações foram estabelecidas na norma EN 14214 e 

nos EUA pela ASTM D 6751[141,142]. No Brasil, as especificações do biodiesel (B100) 

estão definidas no Regulamento Técnico no. 01/08 da Resolução nº 07/2008 da 

ANP. 

Na literatura é usual encontrar a designação BX, aonde B100 é usada 

para o biodiesel puro, e para misturas utiliza-se a denominação BX, que indica a 

porcentagem X, em volume, de biodiesel na mistura com óleo diesel. 

Exemplificando, o emprego de B2 significa 2% (v/v) de biodiesel e 98% (v/v) de óleo 

diesel no produto; B5, 5% (v/v) de biodiesel e 95% (v/v) de óleo diesel[132,139]. No 

Brasil, segundo a legislação em vigor (Resolução ANP n° 07/2008 e CNPE n° 

06/2009), a utilização de B5 passou a ser obrigatória desde 2010. 

Nas normas de padronização também estão estabelecidos os métodos de 

ensaio para a determinação dos parâmetros de qualidade. No Brasil, as análises são 

realizadas de acordo com as normas estabelecidas pela ASTM (American Society 

for Testing and Materials) e pela ABNT (Associação Brasileira de Normas Técnicas). 

A determinação do emprego de normas assegura a padronização dos métodos 

empregados de modo a garantir uma menor dispersão de resultados em função das 

possíveis diversidades de sistemáticas e métodos de ensaios. 

A qualidade do biodiesel, que é inferida a partir de sua composição 

química e de alguns parâmetros físico-químicos, pode ser influenciada por fatores 
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tais como composição da matéria-prima, processo produtivo, transporte e 

armazenamento. Os ésteres graxos, glicerol, mono-, di-, triglicerídeos, álcool e 

catalisador residual podem constituir o biodiesel e, portanto, devem ser limitados de 

forma a assegurar a qualidade do combustível. Como essas impurezas advêm da 

reação de transesterificação, o monitoramento desta etapa do processo produtivo é 

também essencial. Além disso, a determinação do conteúdo de biodiesel em suas 

misturas com diesel é também um aspecto relevante já que a comercialização 

dessas misturas tem aumentado significativamente nos últimos anos. Nas 

Resoluções da ANP e seus Regulamentos técnicos estabelecem os métodos para a 

determinação dos parâmetros de qualidade do biodiesel, entretanto, vários métodos 

alternativos são relatados na literatura[142-179]. 

Vários tipos de métodos cromatográficos foram propostos para o 

acompanhamento da reação de transesterificação. A cromatografia em camada 

delgada (CCD) analítica foi um dos primeiros métodos empregados para essa 

análise[143,144]. Ela é uma técnica rápida e eficiente que permite a análise dos ésteres 

graxos, tri-,di- e monoglicerídeos. Entretanto, ela é uma técnica essencialmente 

qualitativa, não sendo adequada para a quantificação dos componentes. 

A técnica mais utilizada para o monitoramento da transesterificação é, 

sem dúvida, a cromatografia gasosa (CG) com detecção por FID (Flame Ionization 

Detection). Nos métodos desenvolvidos[145-147], empregam-se colunas capilares de 

sílica e a amostra deve ser derivatizada para que os acil-derivados do glicerol 

possam ser identificados. A derivatização costuma envolver uma reação de sililação 

com um reagente como o N,O-bis(trimetilsilil)trifluoracetamida (BSTFA). A técnica de 

CG é bastante eficiente para a quantificação tanto dos ésteres graxos quanto dos 

mono-, di- e triglicerídeos.  
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A cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) também pode ser 

utilizada na identificação dos mesmos compostos na mistura reacional. Diferentes 

métodos de separação (fase reversa, exclusão, etc.) assim como distintos modos de 

detecção (UV, ELSD - Evaporative Light Scattering Detection, EM – Espectrometria 

de Massas) foram usados[148,149]. A principal vantagem da HPLC em relação CG é 

que não há necessidade de derivatização da amostra para a sua análise. 

Além dos métodos cromatográficos, o uso de métodos espectroscópicos 

também foi proposto a fim de acompanhar a reação de transesterificação. A RMN é 

uma técnica mais rápida e simples que as técnicas cromatográficas, assim como 

requer uma menor quantidade de amostra, que não precisa de pré-purificação e 

muito menos de derivatização. Tanto a RMN de 1H quanto a de 13C foram propostas 

para o acompanhamento da transesterificação com metanol ou etanol[150-152]. A 

desvantagem do uso da RMN são os custos relativamente altos da instrumentação e 

da manutenção. 

A espectroscopia na região do infravermelho (IV) também é amplamente 

usada para o monitoramento da reação. Para isso, emprega-se a região do 

infravermelho próximo (IVP)[153,154], do infravermelho médio[155,156], e a 

espectroscopia Raman[157]. Além disso, sua correlação com outras técnicas permite 

a verificação da qualidade do biodiesel[154] e,com a quantificação, por exemplo de 

metanol residual. Entretanto, a determinação dos compostos minoritários nos níveis 

estabelecidos nas normas de padronização não é possível por este tipo de 

espectroscopia[154]. De fato, ela é uma técnica rápida e precisa para determinação da 

conversão de reação. 

Altas concentrações de glicerol, mono-, di- e trilgicerídeos podem 

danificar o motor ou mesmo liberar substâncias tóxicas quando da queima do 
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combustível. Eles podem contaminar o biodiesel devido à transesterificação 

incompleta ou falhas no método da sua purificação. Segundo Knothe[154], e 

Mittelbach[142], a quantidade desses contaminantes é o fator principal para a 

determinação da qualidade do biodiesel. 

O conteúdo de água no biodiesel também é um aspecto importante desde 

que ela pode promover o crescimento microbiano, causar corrosão em tanques e 

motores, formar emulsão ou causar hidrólise no biodiesel. Os métodos baseados em 

normas de padronização estabelecem o uso de centrifugação e da titulação de Karl-

Fischer para sua determinação.  

A quantidade de álcool residual no biodiesel também é limitada e está 

intimamente relacionada com o ponto de fulgor. Pequena quantidade de álcool no 

biodiesel diminui seu ponto de fulgor, além de poder ocasionar corrosão metálica 

dos componentes de motores e tanques de estocagem e transporte. Já a acidez do 

biodiesel está relacionada principalmente ao seu conteúdo de ácidos graxos livres, 

proveniente da hidrólise do ester e do glicerol. 

O monitoramento da quantidade de metais, tais como Na, K, Ca e Mg no 

biodiesel é necessário devido a questões ambientais e de prejuízos causados ao 

motor. As normas determinam o emprego da espectrometria de absorção atômica e 

de emissão óptica com plasma induzido para a sua determinação em biodiesel. 

Assim como para o monitoramento da transesterificação, a determinação 

dos ésteres graxos e dos acil-derivados do glicerol presentes no biodiesel é 

realizada principalmente por CG. De fato, as técnicas estabelecidas nas 

regulamentações brasileiras e internacionais estão baseadas no uso de CG-FID 

para a quantificação de ésteres graxos e do conteúdo de glicerina “livre” e total. 

Segundo Mittelbach[142], somente esta técnica possui todos os requisitos para a 
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determinação do baixo conteúdo destes compostos em biodiesel. Além disso, vários 

trabalhos na literatura[158-164], descrevem o uso de CG, com diversos modos de 

detecção, para o mesmo fim. Nessas análises, emprega-se geralmente coluna 

capilar e a amostra deve ser previamente derivatizada, assim como padrões têm que 

ser usados para a quantificação[165]. 

O uso de HPLC para a quantificação de ésteres graxos, glicerol e seus 

derivados em biodiesel também foi proposta em diversos trabalhos.Vários métodos 

de detecção (ELSD, EM, etc.) foram empregados com sucesso[166-172]. 

Um método baseado em eletroforese capilar (EC) com DAD também foi 

desenvolvido para quantificação de glicerol em biodiesel[173]. Esse tipo de técnica 

cromatográfica é bastante rápida, simples e confiável. 

Além dos métodos cromatográficos e espectroscópicos, técnicas 

baseadas em propriedades físico-químicas também foram desenvolvidas para a 

determinação do conteúdo de ésteres em biodiesel. O trabalho de Filippis et. al [174] 

(1995), descreve o uso de medidas de viscosidade para avaliação do conteúdo de 

ésteres metílicos em biodiesel. Essas medidas são úteis já que há uma relação 

inversa entre a concentração dos ésteres e a viscosidade do meio. Segundo os 

autores, o método é rápido, simples e especialmente útil para o controle do processo 

produtivo. 

Para a determinação de glicerol “livre” e total em biodiesel são descritos 

ainda o uso de titulação com periodato, e um método enzimático[175]. O primeiro 

apresentou alta precisão e exatidão e o segundo foi muito complexo e com baixa 

reprodutibilidade. Recentemente, a Sigma-Aldrich Fine Chemicals desenvolveu um 

kit (BQP-02) para determinação de glicerol total e “livre” em biodiesel, que está 

baseado em uma reação enzimática e em medidas espectrométricas.  
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A determinação do conteúdo de biodiesel em misturas com óleo diesel é 

geralmente realizada pelo uso de métodos espectroscópicos, já que técnicas 

cromatográficas não são adequadas devido a complexidade da composição química 

do óleo diesel[175]. A ANP e as normas internacionais estabelecem o uso da 

espectrofotometria no infravermelho médio com transformada de Fourier (FT-IV) 

para essa quantificação[176-180]. 

Para o monitoramento da reação de transesterificação, utiliza-se com 

frequência CG-FID, mas os métodos espectroscópicos, tais como RMN e IV são 

também muito úteis. Por outro lado, a determinação do conteúdo de biodiesel nas 

misturas biodiesel/diesel é realizada principalmente por métodos espectroscópicos 

(RMN e IV) devido a grande variabilidade de compostos químicos presentes no 

diesel, que tornam os cromatogramas bastante complexos. 

No contexto brasileiro, a experiência na produção de biodiesel ainda está 

em desenvolvimento. Desta forma, a pesquisa de novas técnicas analíticas que 

sejam mais adequadas à nossa realidade é um campo bastante promissor. Além 

disso, a busca por técnicas analíticas mais simples e de menor custo continua sendo 

de essencial importância para a área. 

Este trabalho relata o emprego da técnica RMN de 1H para a 

quantificação dos teores de biodiesel em amostras padrões e comerciais de óleo 

diesel, levando-se em consideração aspectos metrológicos, fato esse nunca antes 

abordado para essa técnica. Este estudo levou à separação de dois conjuntos de 

amostras os quais, por quimiometria de classificação utilizando-se o algoritmo 

Successive projection algorithm – Linear discriminant analysis (SPA-LDA), obteve-se 

a separação das amostras de óleo diesel contendo teor de enxofre em 1800 e 500 

ppm. A seletividade foi calculada pela quimiometria de quantificação, através do 
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algoritmo SPA - Multiple linear regression (SPA-MLR), do teor de enxofre, da massa 

específica à 20 ºC, da temperatura de destilação a 50% e a 80% do produto de óleo 

diesel BX, do índice de cetano e do ponto de fulgor comparados aos resultados 

obtidos pelo Laboratório de Combustíveis (LABCom) do CCDM/DEMa da 

Universidade Federal de São Carlos. 
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2. OBJETIVOS 
 

 

Objetivo geral 
 

Avaliar a espectroscopia de RMN de 1H e 13C como métodos analíticos 

para as medidas quantitativas e o controle de qualidade a partir de amostras 

padrões e comerciais de óleo diesel. 

 

 

Objetivos específicos 
 

• Validar o emprego da técnica de RMN de 1H de acordo com a norma ISO/IEC 

17025 para a análise quantitativa do teor de biodiesel em óleo diesel; 

 

• Aplicar o algoritmo SPA-LDA aos espectros de RMN de 1H e 13C para 

classificar o BX com relação a sua quantidade de enxofre; 

 

• Avaliar a seletividade das técnicas de RMN de 1H e 13C para quantificar o 

diesel/biodiesel aplicando o algoritmo SPA-MLR. 
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3. MATERIAIS E MÉTODO 
 

 

As principais fontes de incerteza da técnica RMN de 1H são aquela que 

vão desde o preparo da amostra até a atuação do analista homogeneizando o 

campo magnético para obter um bom espectro de RMN. Portanto, foram 

considerados a balança analítica, a pipeta volumétrica, a temperatura da BVT, a 

repetitividade e reprodutibilidade (figura 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Diagrama de Ishikawa mostrando a relação causa/efeito para uma 
incerteza expandida (U95%) do método para medidas de RMN de 1H. 
 
 

3.1. Preparação de amostras 
 

 

As 75 amostras de óleo diesel BX empregadas neste estudo, 61 foram 

coletadas em diversos postos revendedores de diferentes bandeiras, do interior e da 

capital do Estado de São Paulo. As amostras foram coletadas em frascos PET, 

âmbar, de 1 litro e conduzidas ao laboratório para análise. 

Todas as amostras foram analisadas e neste estudo só utilizou-se as que 

apresentavam-se em conformidade com os limites estabelecidos pela Resolução 

Pipeta volumétrica 

Incerteza 
expandida 

(U95%) 

Balança analítica RMN de 1H 

Temperatura (BVT) 

Repetitividade 

Reprodutibilidade 
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ANP no. 42/2009 para óleo diesel. As análises foram realizadas no Laboratório de 

Combustíveis e Biocombustíveis do CCDM/DEMa/UFSCar, que tem sua 

competência técnica reconhecida na realização de ensaios em combustíveis 

automotivos. Este laboratório tem certificação INBR ISO 9001:2008 e ensaios em 

gasolina, etanol e óleo diesel acreditados pelo INMETRO. 

Das 75 amostras analisadas, 61 são oriundas de coletas em postos 

revendedores de combustíveis, sendo 31 amostras com teor de enxofre em 1800 

ppm e 30 com 500 ppm, 2 amostras foram preparadas a partir de misturas das 

amostras com teores de enxofre em 1800 e 500 ppm, e 12 amostras de preparadas 

em laboratório a partir de óleo diesel sem biodiesel e biodiesel (B100). A tabela 1 

apresenta a classificação do conjunto de amostras avaliadas. 

 

Tabela 1. Classificação das 75 amostras de óleo diesel comercial, suas misturas e 
padrões preparados em laboratório. 

Teor de enxofre Comerciais Laboratório 
(Padrão) 

S1800 

BX* 31 

B0 1 

B4 1 

B5 1 

Mistura BX 1** 1 

B6 1 

B10 1 

B20 1 

S500 

BX* 30 

B0 1 

B4 1 

B5 1 

Mistura BX 2** 1 

B6 1 

B10 1 

B20 1 
* BX = 4,5 a 5,5 % (v/v); ** Obtida a partir da mistura de todas as amostras 
comerciais. 

 



                                                                                                                             

 

As misturas de 1 e 2 foram obtidas a partir de 100 µL

comercial, sendo 31 amostras de BX 

As amostras padrão foram utilizadas de modo a determinar a curva de 

linearidade do conjunto. Para tal, estas foram preparadas no laboratório de maneira 

a alcançar a concentração desejada, exemplificando: para B5 (v/v) foi adicionado 50

µL de biodiesel em 950 

(Gilson®). Desta mistura, um volume de 470 

RMN de 5 mm de diâmetro e inserido um capilar coaxial contendo 200 

clorofórmio deuterado com tetrametilsilano (TMS), conforme descrito na f

Espectros de RMN de 

(figura 6b) foram obtidos para calcular a exatidão e a precisão da RMNq, utilizando 

oito promediações (ns) e sem o uso de 

espectros. A coleta da alíquota das amostras foi feita uma única vez e as aquisições 

dos espectros foram realizadas em triplicata com giro n

central a uma frequência de 

 

 
Figura 6. Desenho esquemático
externo para as amostras de: (a) BX  e b) o padrão
etilbenzeno em CDCl3. 

0,437

                                                                                                                                                                     

As misturas de 1 e 2 foram obtidas a partir de 100 µL

, sendo 31 amostras de BX S1800 e 30 amostras de BX S500.

As amostras padrão foram utilizadas de modo a determinar a curva de 

linearidade do conjunto. Para tal, estas foram preparadas no laboratório de maneira 

a alcançar a concentração desejada, exemplificando: para B5 (v/v) foi adicionado 50

µL de diesel, empregando pipetas de 10

(Gilson®). Desta mistura, um volume de 470 µL foi retirado e colocado num tubo de 

RMN de 5 mm de diâmetro e inserido um capilar coaxial contendo 200 

o com tetrametilsilano (TMS), conforme descrito na f

Espectros de RMN de 1H da amostra contendo 0,1% de etilbenzeno em CDCl

) foram obtidos para calcular a exatidão e a precisão da RMNq, utilizando 

oito promediações (ns) e sem o uso de funções de apodização no tratamento dos 

espectros. A coleta da alíquota das amostras foi feita uma única vez e as aquisições 

dos espectros foram realizadas em triplicata com giro no tubo

uma frequência de 20 Hz. 

 

quemático dos tubos de RMN de 1H de 5 mm de diâmetro 
externo para as amostras de: (a) BX  e b) o padrão certificado

a) b) 

0,437 mL 
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As misturas de 1 e 2 foram obtidas a partir de 100 µL de cada amostra 

amostras de BX S500. 

As amostras padrão foram utilizadas de modo a determinar a curva de 

linearidade do conjunto. Para tal, estas foram preparadas no laboratório de maneira 

a alcançar a concentração desejada, exemplificando: para B5 (v/v) foi adicionado 50 

L de diesel, empregando pipetas de 10-100 e 100-1000 µL 

L foi retirado e colocado num tubo de 

RMN de 5 mm de diâmetro e inserido um capilar coaxial contendo 200 µL de 

o com tetrametilsilano (TMS), conforme descrito na figura 6a. 

H da amostra contendo 0,1% de etilbenzeno em CDCl3 

) foram obtidos para calcular a exatidão e a precisão da RMNq, utilizando 

funções de apodização no tratamento dos 

espectros. A coleta da alíquota das amostras foi feita uma única vez e as aquisições 

o tubo em torno do eixo 

 

H de 5 mm de diâmetro 
certificado contendo 0,1% de 



                                                                                                                             

 

 

Os espectros de RMN de 

diâmetro contendo 2 mL das amostras, exemplificando: B5 (v/v) foi 100 µL de 

biodiesel e 1900 µL de diesel. Foi utilizado apenas uma pipeta de 100

(Gilson®) para as tomadas de volume. Em seguida, foi adicionado um tubo lacrado 

de 5 mm de diâmetro externo, contendo 600 µL de água deuterada (D

de trimetilsililpropanóico (TMSP

alíquota das amostras foi feita uma única vez e as aquisições dos espectros foram 

realizadas sem o giro no tubo

 

Figura 7. Desenho esquemático dos tubos de RMN de 10 mm utilizados nas 
medidas de 13C para a amostra de BX.
 
 

3.2. Materiais e reagentes
 

Todos os reagentes

analítico e são listados abaixo juntamente com os materiais:

� Tetrametilsilano (TMS)

� Ácido 3-(trimetilsil

� Clorofórmio deuterado (CDCl

                                                                                                                                                                     

Os espectros de RMN de 13C foram obtidos em um tubo de 10 mm de 

diâmetro contendo 2 mL das amostras, exemplificando: B5 (v/v) foi 100 µL de 

biodiesel e 1900 µL de diesel. Foi utilizado apenas uma pipeta de 100

(Gilson®) para as tomadas de volume. Em seguida, foi adicionado um tubo lacrado 

e 5 mm de diâmetro externo, contendo 600 µL de água deuterada (D

de trimetilsililpropanóico (TMSP-d4), conforme indicado na figura 7

alíquota das amostras foi feita uma única vez e as aquisições dos espectros foram 

o tubo. 

 

Desenho esquemático dos tubos de RMN de 10 mm utilizados nas 
C para a amostra de BX. 

Materiais e reagentes 

Todos os reagentes, substâncias e padrões utilizados foram de grau 

analítico e são listados abaixo juntamente com os materiais: 

Tetrametilsilano (TMS), 99%; 

lsilil)-2,2',3,3'-tetradeuteropropanóico (TMSP

Clorofórmio deuterado (CDCl3), 99%; 

0,600 mL 
(D2O + 

TMSP-d4) 
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um tubo de 10 mm de 

diâmetro contendo 2 mL das amostras, exemplificando: B5 (v/v) foi 100 µL de 

biodiesel e 1900 µL de diesel. Foi utilizado apenas uma pipeta de 100-1000 µL 

(Gilson®) para as tomadas de volume. Em seguida, foi adicionado um tubo lacrado 

e 5 mm de diâmetro externo, contendo 600 µL de água deuterada (D2O) e traços 

igura 7. A coleta da 

alíquota das amostras foi feita uma única vez e as aquisições dos espectros foram 

Desenho esquemático dos tubos de RMN de 10 mm utilizados nas 

utilizados foram de grau 

tetradeuteropropanóico (TMSP-d4), 99%; 



                                                                                                                                                                     Materiais e método 

47 
 

� Água deuterada (D2O) 99,9%; 

� 0,1% de etilbezeno em CDCl3 (Bruker®); 

� Pipetas automáticas de 10-100 e 100-1000 µL (Gilson®); 

� Balança analítica de 4 casas decimais (Shimadzu®); 

� Tubos de 5 e 10 mm de diâmetro externo; 

� Tubos capilar de 3 mm coaxial de 5 mm; 

� Vidrarias. 

 

3.3. Instrumentação 
 

Utilizou-se um equipamento da marca Bruker, modelo DRX 400, de 9,4 

Tesla, equipado com uma sonda de 5 mm de diâmetro interno, com detecção 

inversa (BBI), para a obtenção dos espectros de RMN de 1H. Para a obtenção dos 

espectros de RMN de 13C utilizou-se um equipamento Bruker, modelo Avance III, de 

9,4 Tesla equipado com uma sonda de 10 mm de diâmetro interno com detecção 

direta (BBO). Todos os dados foram processados usando o programa TOPSPIN® 2.1 

(Bruker). Para os cálculos quimiométricos empregou-se o programa MatLab® e  

programa ACD® para fazer as simulações dos espectros de RMN de 1H. 

 

3.4. Parâmetros de aquisição 
 

Na tabela 2 estão resumidos os principais parâmetros utilizados na 

aquisição dos espectros de RMN de 1H e 13C. No entanto, é importante salientar que 

antes de cada medida houve um tempo de espera de 5 minutos com a amostra 

dentro do magneto, para que se atingisse o equilíbrio térmico na temperatura de 
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303K. Além disso, antes de cada medida foram feitos os ajustes de 

tunning/matching. 

 

Tabela 2.Principais parâmetros de aquisição utilizados para as medidas de RMN de 
1H e 13C. 

Parâmetros  1H 13C 

Dummy scan (DS) 0 1 

Tempo de espera de pré-scan (DE) 6,00 µs 6,50 µs 

Número de promediação (scan) 128 4096 (4k) 

Pulso 30º Desacoplado 30º 

Ganho do receptor(RG) escala 3,2 203 

OFFSET 15,0 ppm 211,7 ppm 

Largura espectral (SW) 20,0 ppm 219,3 ppm 
Número de pontos utilizados no FID* 

(TD) 65.536 (64k) 32.768 (32k) 

Tempo de aquisição (AQ) 4,09 s 0,74 s 

Tempo de espera (D1) 2,00 s 0,20 s 

Tempo de relaxação (T1) 2,40 s não obtido 

Sequência de pulso (Bruker) zg30 zgpg30 

 

 

3.5. Parâmetros de processamento 
 

Todos os espectros foram processados utilizando uma função 

exponencial para apodização, com um fator de multiplicação (line broadening – lb) 

de 0,3 e 5 Hz para os hidrogênios e carbonos, respectivamente. Para os espectros 

de hidrogênio, a correção de fase e a da linha base foi feita automaticamente e para 

os espectros de carbono manualmente. Esses tratamentos reduzem o ruído dos 

espectros e igualam a linha de base dos mesmos, deixando apenas a resposta 

química como a variação a ser estudada. 
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Finalmente, as amostras foram calibradas com relação ao eixo zero da 

abscissa por um algoritmo criado com a programação C++ (Anexo 1). 

 

3.6. Validação do método RMNq 
 

A validação do método utilizando a RMNq foi realizada depois que o 

método foi introduzido, desenvolvido e usado para analisar uma série de compostos 

orgânicos da matriz do biodiesel. Foram utilizadas para definir os parâmetros do 

método, uma amostra B5 e uma de 0,1% de etilbezeno em CDCl3 (padrão utilizado 

pela empresa Bruker para controle de qualidade da linha de base nos espectros de 

RMN de 1H) para as medidas de exatidão e precisão do método na RMN de 1H. 

Considerando os requisitos preconizados na norma ISO/IEC 17025, foi proposto 

oprotocolo de validação mostrados na tabela 3. 

 

Tabela 3. Componentes do método de validação de RMN de 1H. 
Validação de RMNq de 1H 

� Robustez: � Materiais e reagentes 
� Parâmetros de aquisição 
� Parâmetros de processamento 
� Avaliação de espectro de RMN de 1H 

� Especificidade  

� Exatidão  

� Precisão � Repetitividade 
� Reprodutibilidade 

� Linearidade  

� Incerteza de medição � GUM 

� Seletividade � Quimiometria 

 

 



                                                                                                                             

 

3.6.1. Robustez 
 

3.6.1.1. Avaliação do espectro de RMNq de 
 

Protocolos de desenvolvimento de método ou a validação exigem que a 

sensibilidade a parâmetros específicos seja

por meio de um “teste de rugosidade”, no qual o efeito das mudanças de um ou mais 

parâmetros fossem observados, como a mudança de matriz ou mudanças de 

configuração de equipamentos e que têm efeitos imprevisíveis sobre o resultado

Por tanto, estiveram envolvi

parâmetros de processamento e a avaliação da qualidade do espectro obtido, 

principalmente no que se referia a largura de linha, conform

figura 8 em que se observa a deconvolução L

metoxila (H3CO-) de uma amostra de BX.

 

Figura 8. (a) Espectro de RMN de 
do sinal da H3CO- deconvoluída.

                                                                                                                                                                     

Avaliação do espectro de RMNq de 1H 

Protocolos de desenvolvimento de método ou a validação exigem que a 

sensibilidade a parâmetros específicos sejam investigados diretamente. Isso foi feito 

de um “teste de rugosidade”, no qual o efeito das mudanças de um ou mais 

parâmetros fossem observados, como a mudança de matriz ou mudanças de 

configuração de equipamentos e que têm efeitos imprevisíveis sobre o resultado

Por tanto, estiveram envolvidos os materiais e regentes, parâmetros de aquisição, 

parâmetros de processamento e a avaliação da qualidade do espectro obtido, 

principalmente no que se referia a largura de linha, conforme pode ser observado na 

observa a deconvolução Laurentziana-Gaussiana no sinal da 

) de uma amostra de BX. 

Espectro de RMN de 1H para a amostra de B5 com uma
deconvoluída. 

base (Hz) 
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Protocolos de desenvolvimento de método ou a validação exigem que a 

diretamente. Isso foi feito 

de um “teste de rugosidade”, no qual o efeito das mudanças de um ou mais 

parâmetros fossem observados, como a mudança de matriz ou mudanças de 

configuração de equipamentos e que têm efeitos imprevisíveis sobre o resultado[72]. 

dos os materiais e regentes, parâmetros de aquisição, 

parâmetros de processamento e a avaliação da qualidade do espectro obtido, 

e pode ser observado na 

Gaussiana no sinal da 

 

H para a amostra de B5 com uma (b) ampliação 

Área = 

base (Hz) * Altura 
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3.6.1.2. Homogeneidade do campo magnético 
 

 

A homogeneidade do campo magnético é imprescindível para o controle 

de qualidade dos espectros. Portanto, antes de iniciar as medidas, foi realizada uma 

aferição dessa homogeneidade pela medida da largura de linha na base do pico do 

TMS para o hidrogênio, sendo considerada como aceitável a faixa de 0,7 a 1,1 Hz, 

conforme pode ser visto na figura 9. Para os espectros de RMN de 13C, aferiu-se 

essa homogeneidade com o uso do espectro de hidrogênio obtido anteriormente e 

observando o sinal do TMSP-d4, sendo considerado a mesma faixa como aceitável. 

 

 

 
Figura 9. Espectro de RMN de 1H com a medida da largura de linha do sinal para o 
controle do shimming da amostra B5 padrão. 

 

 



                                                                                                                             

 

3.6.2. Seletividade e especificidade
 

Os ensaios de seletividade e especificidade foram feitos utilizando a 

região da metoxila nos espectros de RMN de 

10 que esse pico não sofre interferência nem de contaminantes e nem de outros 

picos do analito. 

 

Figura 10. Espectro de RMN de 
sinal específico da metoxila (H
 

3.6.3. Exatidão 
 

A exatidão foi medida 

contendo 0,1% de etilbenzeno em CDCl

externo, com oito promediações (ns) e sem o uso de funções de apodização

se verificar que o valor da integração para os grupos metila e metilena são 

respectivamente de 3:2 como o 

resultado.  

                                                                                                                                                                     

especificidade 

Os ensaios de seletividade e especificidade foram feitos utilizando a 

região da metoxila nos espectros de RMN de 1H, em que pode-se

que esse pico não sofre interferência nem de contaminantes e nem de outros 

Espectro de RMN de 1H para a amostra de B5 (a) com uma ampliação do 
sinal específico da metoxila (H3CO-) do biodiesel (b). 

A exatidão foi medida pela RMN de 1H em que foi utilizado uma amostra 

etilbenzeno em CDCl3, em um tubo selado, de 5

externo, com oito promediações (ns) e sem o uso de funções de apodização

verificar que o valor da integração para os grupos metila e metilena são 

respectivamente de 3:2 como o esperado. O espectro da figura 1
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Os ensaios de seletividade e especificidade foram feitos utilizando a 

se observar na figura 

que esse pico não sofre interferência nem de contaminantes e nem de outros 

 

H para a amostra de B5 (a) com uma ampliação do 

foi utilizado uma amostra 

, em um tubo selado, de 5 mm de diâmetro 

externo, com oito promediações (ns) e sem o uso de funções de apodização. Pode-

verificar que o valor da integração para os grupos metila e metilena são 

O espectro da figura 11 mostra esse 



                                                                                                                             

 

Figura 11. Espectro de RMN de 
normal, b) expansão. 
 

 

3.6.4. Precisão 
 

A precisão de um método analítico é o grau de concordância 

resultados de testes independentes obtidos em condições estipuladas

medido pela variância entre os resultados obtidos de an

0,1% de etilbezeno em CDCl

circunstâncias especificas de variáveis, portanto, pode ser obtida por demonstração 

da repetitividade e da reprodutibilidade de um método

para análises com os mesmos parâmetros e analista (medidas de RMNq em dias 

diferentes), e é reprodutivo quando se altera algum parâmetro e/ou analista 

(medidas de RMNq por analistas diferentes e/ou equipamentos diferentes

 

b) 

 

 

 

 

a) 

                                                                                                                                                                     

 

Espectro de RMN de 1H do etilbenzeno 0,1%em CDCl

A precisão de um método analítico é o grau de concordância 

resultados de testes independentes obtidos em condições estipuladas

a variância entre os resultados obtidos de análises múltiplas da amostra 

% de etilbezeno em CDCl3. Normalmente, a precisão é determinada por 

especificas de variáveis, portanto, pode ser obtida por demonstração 

a reprodutibilidade de um método[31,72]. Um método é repetitivo 

para análises com os mesmos parâmetros e analista (medidas de RMNq em dias 

diferentes), e é reprodutivo quando se altera algum parâmetro e/ou analista 

por analistas diferentes e/ou equipamentos diferentes
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tilbenzeno 0,1%em CDCl3. a) espectro 

A precisão de um método analítico é o grau de concordância entre 

resultados de testes independentes obtidos em condições estipuladas[72]. Isso foi 

álises múltiplas da amostra 

Normalmente, a precisão é determinada por 

especificas de variáveis, portanto, pode ser obtida por demonstração 

Um método é repetitivo 

para análises com os mesmos parâmetros e analista (medidas de RMNq em dias 

diferentes), e é reprodutivo quando se altera algum parâmetro e/ou analista 

por analistas diferentes e/ou equipamentos diferentes)[181]. 
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3.6.4.1. Repetitividade 
 

Repetitividade é o grau de concordância entre os resultados das 

medições sucessivas de um mesmo mensurado realizada sob as mesmas condições 

de medição[73]. De acordo com a EURACHEM[72], as condições de repetitividade são 

resultados dos testes independentes que são obtidos: com o mesmo método, no 

mesmo laboratório, o mesmo analista, o mesmo equipamento e com curtos 

intervalos de tempo, e para a mesma amostra certificada. 

Neste trabalho, a repetitividade dos espectros de RMN de 1H foi adquirida 

com os parâmetros de aquisição descritos na tabela 3.1, usando o mesmo 

espectrômetro RMN, 9,4 T- 400 MHz para frequência do hidrogênio, pelo mesmo 

operador, no mesmo laboratório e no mesmo dia. A pureza foi calculada usando a 

equação 3.1. 

 

Área = base (Limites de deconvolução esquerda – direita Hz) * Altura (3.1) 
 

 

3.6.4.2. Reprodutibilidade 
 

Grau de concordância entre os resultados do mesmo mensurando foi 

realizado em condições alteradas de medição[73] e de acordo com a EURACHEM[72].  

Foram obtidos os dados utilizando: o mesmo método, no mesmo laboratório, o 

mesmo equipamento, para a mesma amostra certificada, mas por diferentes 

operadores e diferentes intervalos de tempo (manhã e tarde). Assim, a precisão da 

RMNq foi estabelecida pela demonstração de repetitividade e reprodutibilidade do 

método. 
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3.6.5. Linearidade 
 

Para o teste experimental de linearidade foi necessário determinar a faixa 

de concentração analítica para o método na RMNq. Estabelecida a linearidade, uma 

curva de calibração foi usada para determinar a faixa de trabalho do método 

analítico empregando as amostras padrão. 

Os resíduos da linearidade, apresentados na figura 12, foram usados para 

estimar o erro aleatório na linha de regressão conforme equação 3.2, o qual pode 

ser usado para calcular o ponto de intercepção no eixo y (interceptor) descrito pela 

equação 3.3 e a inclinação (slope) da reta definida pela equação 3.4. 

 

 

Figura 12. Resíduos aleatórios da regressão linear da resposta da sonda BBI 5 mm 
para RMN de 1H. 
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'6 � '( )⁄7∑ ��/ # ���/  DP da interseção,s9 � 0,06 (3.3) 

 

'; � ,∑ ��/ # ���/ � # 2  DP da inclinação, '; � 0,01 (3.4) 

 

3.6.6. Incerteza de medição em RMNq de 1H 
 

Utilizou-se para o estudo da incerteza de medição os dados rastreáveis 

da balança analítica de quatro casas decimais (Shimadzu®), a curva de calibração 

da pipeta volumétrica 100-1000 µL (Gilson®), a temperatura medida no equipamento 

de RMN utilizando uma unidade de controle de temperatura variável (Bruker Variable 

Temperature - BVT), a repetitividade e a reprodutibilidade. O diagrama de Ishikawa 

indica as principais causas e efeitos observados no método de RMN de 1H (Figura 1 

na página 18) empregado neste estudo. 

 

 

3.7. Tratamento dos dados de RMN de 1H e 13C para quimiometria 
 

Antes da construção dos modelos, os dados das amostras padrão e 

comerciais foram divididos em três subconjuntos (calibração, validação e previsão) 

com o uso do algoritmo Kennard-Stone (KS)[182]. Nesse algoritmo, as distâncias 

Euclidianas entre os vetores das respostas instrumentais (x) das amostras 

selecionadas foram maximizadas. 

Para uma melhor compreensão da forma como o algoritmo KS executa a 

busca por amostras mais representativas para o conjunto de calibração, uma 
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representação gráfica simplificada encontra-se na figura 13. Os detalhes de cada 

passo são apresentados em seguida. 

 

 

Figura 13. Representação do mecanismo de busca do algoritmo KS com três 
amostras circuladas. 

 

• 1° Passo: Selecionam-se as duas amostras que apresentem a maior distância 

euclidiana entre si. Nesse caso, as amostras 1 e 2. 

• 2° Passo: As menores distâncias entre as amostras remanescentes e as 

selecionadas são calculadas: D3-1; D5-1; D4-2 e D6-2. 

• 3° Passo: Seleciona-se aquela amostra cuja distância obtida no passo anterior 

for maior. Nesse caso a amostra 4 foi selecionada. 
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O procedimento descrito acima é repetido até que um número de 

amostras estipulado pelo analista seja alcançado. 

O algoritmo foi aplicado separadamente para cada classe. As amostras 

do conjunto de treinamento foram inicialmente selecionados e os remanescentes 

foram divididos em validação e teste, de acordo com a ordenação do KS. As 

amostras de treinamento e validação foram utilizadas para o procedimento de 

modelagem, incluindo a seleção de variáveis para os modelos LDA. Já o conjunto 

externo deteste foi utilizado apenas para uma avaliação final dos modelos de 

classificação SPA-LDA. 

As setenta e cinco (75) amostras de BX foram separadas nos conjuntos 

de calibração, validação e previsão (tabela 4) usando o algoritmo KS para que não 

houvesse erro no modelo de classificação. 

 

Tabela 4. Separação dos conjuntos de classificação das amostras S500 e S1800 
utilizando o KS. 

 S1800 S500 

Calibração 21 21 

Validação 7 7 

Previsão 10 9 

Total 75 

 

Das 75 amostras 46 foram utilizadas em função destas terem sido 

avaliadas pelo Laboratório de Combustíveis do CCDM/DEMa/UFSCar em todos os 

ensaios utilizados na construção do modelo. Essas amostras foram separadas em 

conjunto de calibração e validação utilizando-se o algoritmo KS para seis (6) 

medidas diferentes: teor de enxofre,massa específica a 20 ºC (ME),  temperatura de 

destilação a 50% (T50) e 80% (T80), índice de cetano (IC) e o ponto de fulgor (PF), 
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conforme mostrado tabela 5. Foram utilizadas apenas as amostras do S1800 por 

termos informações quantitativas das amostras o que não foi possível para as S500. 

 

Tabela 5.Classificação dos seis(6) conjuntos de quantificação das amostras de BX 
utilizado o algoritmo KS. 

 Enxofre ME T50 T80 IC PF 

Calibração 36 

Validação 10 

Cal. + Val. 46 

 

Todos os modelos foram validados por série de teste, ou seja, foram 

separadas 10 amostras para validação dos modelos SPA-MLR. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

 

4.1. Metrologia em RMN de 1H 
 

 

4.1.1. Erro da pipeta volumétrica 
 

Antes de utilizar uma pipeta é importante verificar se ela foi calibrada, se 

não há algum defeito aparente, quantas vezes foi revisada ou se é feito um 

acompanhamento do seu desempenho, pois para que se possa obter sempre os 

melhores resultados, em termos de exatidão e precisão, é necessário que as peças 

da pipeta estejam em boas condições de funcionamento.  

Uma balança analítica (Shimadzu UX 620H) aferida foi utilizada para 

realização dos testes de verificação da performance da pipeta. Conforme observado 

na tabela 6, o erro variou de 3 a 10 %, sendo necessário avaliar e reduzir, onde for 

possível, os erros sistemáticos e aleatórios que possam influenciar o bom 

desempenho da análise. 

 

Tabela 6. Erro da pipeta 100-1000 µL (Gilson®) calculado usando o biodiesel e uma 
balança analítica (Shimadzu) com calibração RBC. 

Pipeta (µL) 
Replicatas (mg) Erro da pipeta em µL 

(d = 0,8749 g/mL) 

a b c Médio D. Padrão 

100 89 83 84 97 4 

250 204 203 201 232 1 

470 384 387 376 437 6 

500 401 400 391 454 6 

750 623 624 612 708 7 

1000 798 780 786 901 11 
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O erro da pipeta 100-1000 µL (Gilson®) foi calculado usando o biodiesel, 

cuja densidade (d) foi 0,8749 g/mL medida pelo LABCom, e uma balança analítica 

(Shimadzu®) calibrada e com certificados rastreáveis pela Rede Brasileira de 

Calibração (RBC). Na figura 14 são apresentados os dados obtidos.  
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Equation y = a + b*x

Adj. R-Squa 0,99878

Value Standard Err

a Intercept 3,4147 2,68905

b Slope 0,9150 0,00862

 
Figura 14. Gráfico do erro da pipeta 100-1000 µL (Gilson®) calculado usando o 
biodiesel e uma balança analítica (Shimadzu) acreditada pela NBR ISO/IEC 17025, 
à temperatura de 25oC.  
 

 

No entanto, a calibração das pipetas, por si só, não garante a qualidade 

de seu uso. As pipetas têm que ser mantidas em bom funcionamento por meio de 

um programa de manutenção adequado, incluindo limpeza, lubrificação, substituição 

de vedantes e ajuste. 
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4.1.2. Parâmetros de aquisição 
 

A sintonia da sonda (tunning/matching) foi realizada de forma manual 

antes de cada medida e os parâmetros de aquisição foram selecionados de modo 

que os menores sinais do espectro fossem observados. Para isso, os seguintes 

cuidados foram levados em consideração: 

1-) Em todas as medidas foram usados promediações para atingir o 

equilíbrio dos sistemas de spins antes da aquisição. Essas promediações são 

chamadas de dummy scans (ds - Bruker) ou state scans (ss-Varian) e são utilizados 

antes e/ou durante as aquisições dos espectros de RMN. No nosso caso essas 

promediações foram executadas antes das aquisições propriamente ditas; 

2-) O Tempo de espera (DE) antes das promediações e logo após o pulso 

é utilizado para que não tenha resquícios das irradiações do pulso. Nesse caso, 

esse valor foi fixado em 6 µs para ao hidrogênio e 6,5 µs para o carbono 13; 

3-) Número de promediação (scan – ns Bruker ou nt – number of 

transientes – Varian) foi escolhido em função da melhor relação sinal/ruído e do 

tempo de máquina a ser utilizado em cada medida. Para os espectros de RMN de 1H 

o ns foi igual a 128 e o de 13C igual a 4096; 

4-) O pulso de RF em microssegundos (µs) foi calibrado tanto para o 

hidrogênio como para o carbono 13 sendo utilizados pulsos de 30º para ambos. A 

sequência de pulso utilizada para o hidrogênio foi a zg30 (linguagem Bruker) e 

zgpg30 (linguagem Bruker) para o carbono 13. Nesse caso, também utilizou-se o 

efeito nuclear Overhauser; 

5-) Controle do ganho do receptor: 
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O ganho do receptor (RG) de um espectrômetro de RMN é muito próximo 

do controle do volume de um rádio. Quando é configurado para valores mais altos o 

FID terá um ganho maior e consequentemente uma intensidade maior. Como 

consequência, se esse valor não for ajustado, ter-se-á um clipped FID, que quando 

for feita a transformada de Fourier aparece um sinal de RMN distorcido. Na figura 

15, pode-se observar esse comportamento para uma amostra de biodiesel. Vale 

salientar que uma outra maneira de diminuir o ganho do receptor é simplesmente 

diminuir o ângulo do pulso. 

 

 

Figura 15. Espectros de RMN de 1H na sonda de 5 mm com os pulsos de 90° (A)e 
30° (B) graus. 

 

6-) As janelas espectrais selecionadas para os núcleos de hidrogênios e 

carbono 13, foram de 20,0 e 219,3 ppm, assim como os valores dos limites 

superiores das janelas (offset) foram também fixados em 15,01 e 211,75 ppm, 

respectivamente; 
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7-) O número de pontos utilizados para a digitalização dos FIDs foi de 

65.536 e 32.768 pontos para hidrogênio e carbono 13 respectivamente; 

8-) O tempo de aquisição (AQ) foi fixado em função da janela espectral e 

do número de pontos, conforme pode-se observar pela relação descrita na equação 

4.1[183]. 

AQ � DW %  TD �  TD2 SW (4.1) 

 
Utilizando essa relação, obtêm-se uma resolução digital (DR) igual a 0,12 

e 0,58 Hz/ponto para os espectros de RMN de 1H e 13C respectivamente; 

9-) O tempo de espera (D1) entre o final da aquisição e o início do pulso, 

também chamado de tempo de relaxação (relaxation time), foi otimizado em função 

do tempo de máquina total e do tempo de relaxação longitudinal T1. Os valores 

utilizados foram de 2 e 0,2 s para os espectros de RMN de 1H e 13C, 

respectivamente. É importante salientar que o tempo de relaxação, de fato, deve 

compreender também o tempo de aquisição, uma vez que ao término do pulso, o 

processo de relaxação já se inicia; 

10-) O tempo de relaxação T1 foi medido pela sequência de pulso 

inversão-recuperação (inversion recovery) cuja sequência de pulso está 

representada na figura 16 e calculado usando a equação 4.2. O valor de T1 utilizado 

nas medidas de RMN de 1H foi de 2,40 s para um ângulo de pulso de 90º. Para o 

núcleo de carbono 13 esse tempo não foi medido pois envolve um longo período de 

medida.  

 B�C� � BD�1 # 2"�E�#C F�⁄ �� (4.2) 



                                                                                                                                                               

 

Figura 16. Representação esquemática da sequência de pulso inversão
para calcular T1. 
 

11-) Controle de temperatura da amostra

As medidas de RMNq respondem a uma ampla faixa de temperatura, e 

para controlar esse parâmetro procurou

obtenção de uma temperatura ótima foram feitos espectros com a 

Temperature (BVT) em 297, 303 e 308 K por cerca de 7 meses, sendo que 303 K 

apresentou um menor desvio padrão, 1,60 área conforme pode ser observado na 

figura 17. 

 

Figura 17. Gráfico com a avaliação da temperatura do BVT por 7 meses, realizadas 

em 2009 versus a área do pico da metoxila (H

 

                                                                                                                

 
Representação esquemática da sequência de pulso inversão

) Controle de temperatura da amostra: 

As medidas de RMNq respondem a uma ampla faixa de temperatura, e 

para controlar esse parâmetro procurou-se trabalhar com um va

obtenção de uma temperatura ótima foram feitos espectros com a 

(BVT) em 297, 303 e 308 K por cerca de 7 meses, sendo que 303 K 

apresentou um menor desvio padrão, 1,60 área conforme pode ser observado na 

Gráfico com a avaliação da temperatura do BVT por 7 meses, realizadas 

em 2009 versus a área do pico da metoxila (H3CO-) para a amostra B100.
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Representação esquemática da sequência de pulso inversão-recuperação 

As medidas de RMNq respondem a uma ampla faixa de temperatura, e 

se trabalhar com um valor fixo. Para 

obtenção de uma temperatura ótima foram feitos espectros com a Bruker Variable 

(BVT) em 297, 303 e 308 K por cerca de 7 meses, sendo que 303 K 

apresentou um menor desvio padrão, 1,60 área conforme pode ser observado na 

 

Gráfico com a avaliação da temperatura do BVT por 7 meses, realizadas 

) para a amostra B100. 
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4.1.3. Precisão 
 

4.1.3.1. Repetitividade 
 

Os resultados da repetitividade obtidos para um dos analistas estão 

representados na figura 18 e na tabela 7. Utilizou-se uma amostra selada contendo 

0,1% de etilbenzeno em CDCl3. 

 
Figura 18. Espectro de RMN de 1H obtido pelo analista A para o estudo da 
repetitividade. 

 

Tabela 7.Dados da repetitividade obtidos pelo analista A. 
 

ppm 
Manhã Tarde Área média 

(Hz *Altura) 
Desvio 
padrão  Medida 

a 
Medida 

b 
Medida 

c 
Medida 

d 

Q
u

ad
ru

p
le

-
to

 

2,70 18,96 17,25 18,80 17,67 18,17 0,84 

2,68 58,42 54,58 62,54 58,12 58,41 3,26 

2,66 61,04 57,23 65,96 61,39 61,40 3,57 

2,64 22,29 21,28 25,04 22,90 22,88 1,59 

T
ri

p
le

to
 1,28 55,14 51,59 59,60 55,10 55,36 3,28 

1,26 105,02 95,93 114,92 105,94 105,45 7,76 

1,24 53,31 48,10 59,15 54,30 53,71 4,53 

-3-2-115 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

3.0 2.8 2.6 2.4 2.2 2.0 1.8 1.6 1.4 1.2
0

20

40

60

80

100

120

 

Á
re

a 

ppm



                                                                                                                                                               Resultados e Discussão 

68 
 

 

A repetitividade tomada para as medidas de BX foi correspondente à área 

do pico em 2,70 ppm (18,17 Hz * altura) da frequência externa e superior do 

quadrupleto, e que, apresentou o menor desvio padrão (DP) e igual a 0,84 Hz * 

Altura. Essa escolha levou em consideração o fato do deslocamento químico da 

metilena do etilbezeno (2,70 ppm) ser o pico que fica mais próximo da frequência 

básica do transmissor (o1) e que foi fixado em 5,00 ppm para as medidas do BX. 

 

4.1.3.2. Reprodutibilidade 
 

A reprodutibilidade é uma medida ainda maior da precisão do que a 

repetitividade e foi examinada levando em consideração apenas a troca de analista. 

O analista B fez um estudo de repetitividade igual ao do analista A cujos resultados 

estão resumidos na tabela 8. 

 

Tabela 8.Dados em da repetitividade para o analista B. 
 

ppm 
Manhã Tarde Área 

média 
(Hz*Altura) 

Desvio 
padrão  Medida 

a 
Medida 

b 
Medida 

c 
Medida 

d 

Q
u

ad
ru

p
le

-
to

 

2,70 18,04 17,40 21,19 19,68 19,08 1,71 

2,68 57,03 58,08 67,89 65,06 62,02 5,30 

2,66 59,54 61,57 71,18 69,78 65,52 5,82 

2,64 21,88 23,42 26,24 27,02 24,64 2,40 

T
ri

p
le

to
 1,28 53,32 54,72 66,96 63,09 59,52 6,57 

1,26 101,94 105,14 128,25 122,86 114,55 12,96 

1,24 51,79 54,25 65,28 63,76 58,77 6,75 

 

Os resultados obtidos pelo analista A foram melhores do que o do analista 

B. Os espectros foram adquiridos pelo analista A tomando-se com base a largura da 
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base e a altura do sinal enquanto que o analista B se preocupou somente com a 

largura da base do sinal.  

Os resultados da repetibilidade dos analistas A e B em 2,70 ppm e 

reprodutibilidade do método são apresentados na Tabela 9. Um gráfico convencional 

para expressar esses resultados é o gráfico de caixas (box plot), apresentado na 

figura 19. 

 

Tabela 9.Reprodutibilidade de RMN de 1H dos analistas A e B. 

Analistas A B 

ppm 2,70 

Área média (Área) 18,17 19,08 

Desvio padrão (Área) 0,84 1,71 

Reprodutibilidade (Área) 18,62 

Desvio padrão (Área) 1,34 

 

 
Figura 19. Gráfico de caixa da repetitividade dos analistas A e B e de 
reprodutibilidade de uma porção do pico em δH2,70 ppm para a amostra de 0,1% 
etilbenzeno em CDCl3 em um equipamento de RMN de 9,4 Tesla. 
 

 

Média 

Média ± DP 

Média ± 2*DP T 
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A figura 19 indica que o analista B obteve resultados com a área maior do 

que o analista A, no entanto, o desvio padrão foi quase duas vezes maior. Isso 

demonstra que para uma análise quantitativa devem ser considerado um maior 

número de parâmetros para o shimming, tais como: largura da base e a altura do 

sinal do TMS considerados pelo analista A e que muito provavelmente não foi 

considerado pelo analista B, uma vez que, ele foi informado que era necessário um 

bom shimming da amostra, mas não quais seriam os parâmetros a serem 

considerados. 

 

 

4.1.4. Linearidade 
 

 

A faixa linear do BX para a RMN de 1H foi medida para amostras 

contendo de 0 a 20% (v/v) de biodiesel no óleo diesel, conforme descrito na tabela 

10. Considerando o erro da pipeta de 100-1000 µL, foram retirados 437 µL das 

amostras e introduzido um tubo concêntrico de referência externa contendo CDCl3 e 

TMS cuja intensidade do TMS era semelhante à da metoxila existente no biodiesel. 

Para os espectros de RMN de 13C, os erros corrigidos para a pipeta foram os 

mesmos aos do 1H porque utilizou-se a mesma pipeta de 100-1000 µL (Gilson®). 
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Tabela 10. Volume das amostras para a determinação da faixa de linearidade. 
 

Óleo diesel*,** 
Biodiesel 
(B100)** BX (%) 

BX (Erro 
corrigido) 

RMN de 1H 1000,0 0,0 B0 0,0 

960,0 40,0 B4 4,3 

950,0 50,0 B5 5,3 

940,0 60,0 B6 6,3 

900,0 100,0 B10 10,3 

800,0 200,0 B20 20,2 

RMN de 13C 2000,0 0,0 B0 0,0 

1920,0 80,0 B4 4,3 

1900,0 100,0 B5 5,3 

1880,0 120,0 B6 6,3 

1800,0 200,0 B10 10,3 

1600,0 400,0 B20 20,2 

* Sem adição de biodiesel; ** Expresso em µL. 

 

Os resultados das integrações das áreas das metoxilas para as cinco 

amostras de BX S1800 estão mostrados na tabela 11 e, a linearidade e a curva de 

calibração para o RMN de 1H, estão representados na figura 20. A curva de 

calibração apresentou a função linear y = -1,08 + 3,54*x onde R2 é igual a 0,9968. 

 

Tabela 11. das integrações das áreas das metoxilas (H3CO-) de BX S1800. 

BX (%) S1800 
(sem erro) 

Medidas (área deconvoluída) Média 
(área) 

Desvio Padrão 
(DP) a b c 

4,3 14,76 14,80 14,70 14,75 0,05 

5,3 18,70 18,65 18,34 18,56 0,19 

6,3 20,20 20,09 20,19 20,16 0,06 

10,3 34,14 33,93 33,81 33,96 0,16 

20,2 71,09 70,98 70,87 70,98 0,11 
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Figura 20. Gráfico da linearidade e da curva de calibração de RMN de 
metoxila (H3CO-) do BX.

 
 

 

4.1.5. Incerteza de medição na RMN de 
 

Fonte de incerteza de um resultado de medida pode ser expressa como 

um desvio padrão experimental da média conforme equação 4.3 e que se origina da 

dispersão dos resultados "

 

 = DP experimental da média [

 

                                                                                                                

6 8 10 12 14 16

BX (%) (sem o erro da pipeta volumétrica)

y = a + b*x

Adj. R-Squar 0,99684

Value Standard Erro

Intercept -1,0779 0,06218

Slope 3,5378 0,00734

Gráfico da linearidade e da curva de calibração de RMN de 
) do BX. 

Incerteza de medição na RMN de 1H 

Fonte de incerteza de um resultado de medida pode ser expressa como 

um desvio padrão experimental da média conforme equação 4.3 e que se origina da 

dispersão dos resultados "s" equação 4.4. 

= DP experimental da média [ ] =  
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18 20 22

BX (%) (sem o erro da pipeta volumétrica)
 

Gráfico da linearidade e da curva de calibração de RMN de 1H da 

Fonte de incerteza de um resultado de medida pode ser expressa como 

um desvio padrão experimental da média conforme equação 4.3 e que se origina da 

(4.3) 



                                                                                                                                                               

 

 

Em que  representa o resultado da i

aritmética dos n resultados considerados.

Esse valor da fonte de incerteza é sempre acompanhado de uma unidade 

de medida que precisa ser transformado pelo co

conforme equação 4.5 para que o efeito causado no mensurado pela variação de 

outras grandezas lhe afetem.

 

 

O cálculo do  é feito pela derivada parcial do modelo matemático (

a variável que se deseja alterar (

Quando as unidades de medida (

que se deseja, o  é igual a um.

Para expressar todas as componentes da incerteza padrão (

equação 4.6, do tipo A e/ou B é necessário, para cada contribuição, que seja 

dividido pelo valor atribuído pela distribuição de probabilidade como mostrado na 

tabela 12.  

 

 

 

                                                                                                                

 

representa o resultado da i-ésima medição e  representa a média 

resultados considerados. 

Esse valor da fonte de incerteza é sempre acompanhado de uma unidade 

de medida que precisa ser transformado pelo coeficiente de sensibilidade (

conforme equação 4.5 para que o efeito causado no mensurado pela variação de 

outras grandezas lhe afetem. 

 

é feito pela derivada parcial do modelo matemático (

a variável que se deseja alterar ( ). 

Quando as unidades de medida ( ) estiverem na mesma unidade em 

é igual a um. 

Para expressar todas as componentes da incerteza padrão (

equação 4.6, do tipo A e/ou B é necessário, para cada contribuição, que seja 

dividido pelo valor atribuído pela distribuição de probabilidade como mostrado na 
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(4.4) 

representa a média 

Esse valor da fonte de incerteza é sempre acompanhado de uma unidade 

eficiente de sensibilidade ( ) 

conforme equação 4.5 para que o efeito causado no mensurado pela variação de 

(4.5) 

é feito pela derivada parcial do modelo matemático ( ) em relação 

) estiverem na mesma unidade em 

Para expressar todas as componentes da incerteza padrão (ui), conforme 

equação 4.6, do tipo A e/ou B é necessário, para cada contribuição, que seja 

dividido pelo valor atribuído pela distribuição de probabilidade como mostrado na 
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G/ � G��� % H/I�J�'K
  (4.6) 

 

 

Tabela 12. Valor do divisor de acordo com cada distribuição de probabilidade. 
Distribuição de 
probabilidade* 

Valor do divisor 

Normal 1 (incerteza padrão Tipo A) 

Normal (k) k (do Certificado de Calibração - Tipo B) 

Retangular √3 

Triangular √6 

Forma de U √2 
* Assunto detalhado no GUM. 

 

 

Quando a incerteza padrão é do tipo B, ou seja, vem citada em um 

certificado de calibração, a incerteza expandida de acordo com a probabilidade (UP) 

deverá ser transformada em ui dividindo-se pelo valor de abrangência (k) que é dado 

pelo valor do grau de liberdade que também vem citado no certificado. 

Os valores das fontes de incerteza que estão mostrados na tabela 13 

estão de acordo com as medidas de cada um deles: U95% está no certificado de 

calibração da balança analítica, uresB é a resolução da balança calculada juntamente 

com a anterior como uma incerteza de medição do tipo B, a calibração da pipeta 

volumétrica é a fonte de incerteza uPx, e a temperatura, a repetitividade e a 

reprodutibilidade (uT, uRepe e uRepro) são as fontes de incerteza principais do RMN. Os 

valores de funções descritos nas equações 4.3 e 4.6 estão presentes na tabela 13. 
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Tabela 13. Planilha contendo as fórmulas para transformar a fonte de incerteza em 
incerteza padrão (ui). 

Ensaio Valor de referência Unida
de 

RMN de 1H Deconvolução da metoxila Área 

            

S
ím

b
o

lo
 Fontes de incerteza 

D
is

tr
ib

u
iç

ão
 

d
e 

p
ro

b
ab

ili
d

ad
e 

D
iv

is
o

r 

Coef. de 
sens. (ci) 

In
c.

 P
ad

rã
o

 
u

i(Á
re

a)
 

G
ra

u
s 

d
e 

lib
er

d
ad

e 
(v

i =
 n

-1
) 

%
 d

e 
co

n
tr

ib
u

iç
ão

 

Nome Valor (±) 

U
n

id
ad

e 

V
al

o
r 

U
n

id
ad

e 

U95% 

Balança 
analítica 
(Tipo B) 

0.0002 g Nor-
mal (k) 2 1 A/g 0.00010 ∞ 0.00 

ures.B 

Resolução da 
balança 

(2a = LS-LI) 
0.00005 g Retan-

gular 1.73 1 A/g 0.00003 ∞ 0.00 

uP1 

Pipeta de 
100µL 

(Tipo A) 
0.00058 mL Nor-

mal 1 1 A/mL 0.00058 2 0.03 

uP2 

Pipeta de 
250µL 

(Tipo A) 
0.00289 mL Nor-

mal 1 1 A/mL 0.00289 2 0.13 

uP3 

Pipeta de 
470µL 

(Tipo A) 
0.00058 mL Nor-

mal 1 1 A/mL 0.00058 2 0.03 

uP4 

Pipeta de 
500µL 

(Tipo A) 
0.00115 mL Nor-

mal 1 1 A/mL 0.00115 2 0.05 

uP5 

Pipeta de 
750µL 

(Tipo A) 
0.00346 mL Nor-

mal 1 1 A/mL 0.00346 2 0.15 

uP6 

Pipeta de 
1000µL 
(Tipo A) 

0.00058 mL Nor-
mal 1 1 A/mL 0.00058 2 0.03 

uT 

Temperatura 
do RMN 

(Tipo A; 303K) 
0.92528 Área Nor-

mal 1 1 A 0.92528 2 40.95 

uRepe 
Repetitividade 

(Tipo A) 0.85252 Área Nor-
mal 1 1 A 0.85252 3 37.73 

uRepro 

Reprodutibili-
dade 

(Tipo A) 
0.47223 Área Nor-

mal 1 1 A 0.47223 7 20.90 

 

Pode-se observar a percentagem (%) de contribuição de cada 

componente de incerteza padrão e nota-se que a temperatura do equipamento RMN 

medida pela unidade BVT tem a maior contribuição, com 40,95%, conforme indicado 

na figura 17 (página 63), acompanhada da repetitividade com 37,73% e da 
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reprodutibilidade com 20,90%. Valores estes que eram esperados, porque as três 

maiores contribuições são devido ao equipamento de RMN de 1H, sendo que a 

maior percentagem é dada pela temperatura uma vez que a temperatura indicada 

pela BVT não necessariamente é a mesma aferida na amostra; a repetitividade e a 

reprodutibilidade por terem o shimming manual, mas que não ultrapassam a 

incerteza da temperatura que é automática. Há realmente a necessidade de se 

verificar a temperatura da amostra antes de começar a fazer medida e esta é uma 

das razões para esperar cinco minutos antes de iniciar o shimming a fim de 

estabilizar a temperatura do sistema. 

A incerteza padrão combinada (uc) é uma função matemática que une 

todas as incertezas padrões e estão representadas na tabela 13. A RMN é uma 

técnica que tem muitas fontes de incerteza padrão que são somadas para chegar a 

um resultado, então, uc é a raiz da soma quadrática de todas as incertezas padrão 

conforme mostrado pela equação 4.7. 

 

GN � 7G�OPQ%�� !S! G�T1�� !S! G�F�� ! G�U"E"�� ! G�U"E
K�� 4.7 

 

Em que U95%, P1, T, Repe e Repro são abreviações de cada fonte de incerteza 

padrão. 

A grandeza que define um intervalo em torno de uma incerteza padrão 

combinada de uma medição, que pode englobar uma grande fração da distribuição 

de valores ou o fator de abrangência (k) que podem ser atribuídos ao mensurado, é 

a incerteza expandida (UP). A fração pode ser entendida como o grau de liberdade 

efetivo (νef) e o nível de confiança (95%) da incerteza expandida (U95%). O νef da 
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incerteza padrão combinada é calculada pela equação de Welch Sattethrwaite 

mostrada na equação 4.8. 

 

 

νVW � GNX
∑ G/X

ν/Y/��
 

(4.8) 

 

 

Em que uc é a incerteza padrão combinada, ui representa cada i-ésima incerteza 

padrão e vii são os graus de liberdade de cada respectiva ui. 

A incerteza expandia (U95%) é obtida pela multiplicação do fator de 

abrangência (k) pela incerteza padrão combinada conforme equação 4.9. 

 

OPQ% � Z % GN (4.9) 

 

Os resultados da aplicação das fórmulas oriundas das equações 4.7, 4.8e 

4.9 estão na tabela 14 com todos os valores pertencentes ao método RMNq de 1H. 

 

 

Tabela 14. Tabela da incerteza expandida (U95%) para o método de RMNq de 1H 
com um nível de confiança de 95%. 

Incerteza padrão 
combinada (uc) 

não-
correlacionadas 

Distribuição 
de 

probabilidade 

Graus de 
liberdade 

(ννννef) 

Fator de 
abrangência 

(k) 

Incerteza 
expandida 

(U95%) 
Unidade 

1.34386 Normal 6 2.09 2.8 Área 

 



                                                                                                                                                               Resultados e Discussão 

78 
 

 

 

A amostra utilizada para a construção da curva de linearidade B5,3 

apresentou uma área de 18,6 ± 2,8, ou seja, a unidade de medida na incerteza 

expandida é a área que está de acordo com os espectros de RMNq de 1H, mas 

convertidos para BX% resulta nos dados mostrados na figura 21: 

 

 

 

Figura 21. Incerteza de medida com a conversão da unidade de área para BX%. 
 

 

Com a concentração convertida para a percentagem v/v é possível aplicar 

um gráfico onde constam as concentrações dos sinais das metoxilas do BX em 

RMNq de 1H (y) versus as concentrações fornecidas pelo Laboratório de 

Combustíveis e Biocombustíveis do CCDM/DEMa/UFSCar, e forneceu as 

concentrações do B5 ± 0,5% de desvio padrão conforme indicado na figura 22. 

 

B5 = 18,6 ± 2,8 Área 

B5,3    18,6 

U95%     2,8 

 U
95%

= 0,8%  

RMNq de 1H 

B5,4 ± 0,8% 

 

Pipeta volumétrica corrigida: 
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Figura 22. Gráfico com as concentrações das amostras de BX fornecidos pelo 
Laboratório de Combustíveis (LABCom - B5 ± 0,5%) versus concentração obtida 
pela técnica RMN de 1H com o BX ±U95%. 

 

 

Os resultados do teor de biodiesel em BX através dos resultados da 

espectroscopia de RMN de 1H foram piores do que os obtidos em laboratório, mas a 

RMN tem o cálculo da incerteza expandida (U95%) igual a 0,8%, enquanto que a 

metodologia empregada no laboratório apresentou desvio padrão DP igual 0,5%, o 

que torna muito menor do que qualquer incerteza de medição. 

Na figura 22 são apresentados os resultados de 36 amostras de óleo 

diesel BX, sendo 29 contendo 1800 ppm de teor de enxofre e 7 com 500 ppm. Como 

o gráfico é construído sobre a curva de calibração do óleo diesel BX S1800, a média 
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das 7 amostras S500 apresentam-se abaixo da concentração de todas as amostras 

analisadas em laboratório. Fazendo-se um estudo de classificação para avaliar se os 

espectros das amostras de S1800 e S500 apresentavam separação em função da 

quantidade de enxofre, isto porque, apesar da diferença entre elas ser grande em 

função dos seus teores de enxofre obtidos pela técnica de fluorescência de raios-X, 

para a RMN de 1H a variação da quantidade de enxofre não é tão expressiva. 
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4.2. Quimiometria em RMN de 1H e 13C 
 

4.2.1. Classificação da RMN de 1H e 13C 
 

Os espectros de RMN de 1H e 13C foram obtidos com os parâmetros de 

aquisição e de processamento descritos na tabela 2 e no tópico 3.5 respectivamente 

e estão representados na figura 23. 

 

 

 

Figura 23. Espectros de RMN de (a) 1H e (b) 13C da amostra de BX 5% exceto o 
ruído das extremidades e com 65.536 e 32.768 pontos respectivamente. 

 

a) RMN de 1H 

b) RMN de 13C 



                                                                                                                                                               

 

Os espectros 

amostra, utilizando o programa MatLab

RMN de 1H e 13C de cada BX. 

extremidades e o sinal (TMS e TMSP

matriz conforme mostrado na figura 2

 

 

Figura 24. Espectros de RMN de 
(TMS e TMSP-d4) e o ruído da
56.083 pontos. 
 

 

Apesar do sinal do ruído dos espectros de 

intensos que os do hidrogênio, conforme pod

interfere na análise dos dados quando feitos em conjunto.

 

                                                                                                                

Os espectros apresentados na figura 22 foram concatenados

amostra, utilizando o programa MatLab®, ou seja, cada linha contém informações de 

C de cada BX. Os espectros foram retirad

(TMS e TMSP-d4) em zero (0) ppm e reunidos em uma única 

matriz conforme mostrado na figura 24. 

Espectros de RMN de 1H e de 13C calibrados no zero, sem a referência
e o ruído das extremidades. A matriz completa tem 75 amostras e 

Apesar do sinal do ruído dos espectros de 13C serem naturalmente mais 

intensos que os do hidrogênio, conforme pode-se observar na figura 2

interfere na análise dos dados quando feitos em conjunto. 
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C calibrados no zero, sem a referência 
. A matriz completa tem 75 amostras e 

C serem naturalmente mais 

observar na figura 25. Isso não 



                                                                                                                                                               

 

Figura 25. Gráficos de RMN de 1H e 13C sem a referência (TMS e T
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C sem a referência (TMS e TMSP-d4) e com ampliação no encontro dos espectros.

83 

 

d4) e com ampliação no encontro dos espectros. 
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O SPA-LDA foi executado a partir da matriz oriunda dos espectros 

relatados acima e separada em calibração, validação e previsão escolhendo-se 

apenas uma variável das 56.083 (em 8,26 ppm) e que foi utilizada para a 

classificação entre óleo diesel BX S1800 ou S500, provavelmente porque é a região 

de deslocamento químico do anel benzênico com um heteroátomo de enxofre. Os 

espectros foram centrados na média e validados por série de teste. O menor custo 

obtido no conjunto teste da validação foi 0,018 conforme figura 26. 

 

 
Figura 26. Gráfico com o número de frequências (variáveis) versus custo do modelo 
de validação. 

 

A variável 1 foi escolhida para montar o modelo de classificação com o 

custo da validação 0,018 e corresponde a 8,26 ppm. O número que a priori seria um 

cálculo errado do algoritmo por ter uma quantidade de variáveis inicial muito alta 

(56.083), simplesmente colocou uma (1) variável como o melhor resultado, sendo 

obtido com as amostras de previsão que continham as duas misturas BX e 

apresentando uma ótima classificação conforme apresentado na tabela 15. 
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Tabela 15. Dados da previsão das 19 amostras de BX S500 e S1800 usando os 
modelos SPA-LDA com erro igual a zero. 

 
AMOSTRA CÓDIGO DA 

AMOSTRA 
CLASSIFICAÇÃO DO 

SPA-LDA 
S1800 1 1 1 

2 1 1 

3 1 1 

4 1 1 

5 1 1 

6 1 1 

7 1 1 

B4 1 1 

B10 1 1 

Mistura BX 1 1 1 
S500 1 2 2 

2 2 2 

3 2 2 

4 2 2 

5 2 2 

6 2 2 

7 2 2 

B10 2 2 

Mistura BX 2 2 2 

 

A representação desta variável selecionada pelo SPA-LDA está 

representada na figura 27, em que realmente, a variável selecionada está no 

começo do gráfico e se apresenta com uma variação da amplitude da linha de base 

muito grande. Isso pode estar relacionado ao fato do S1800 ser mais viscosos e 

apresentar um maior teor de enxofre. Há uma ampliação de todas as amostras para 

mostrar o sinal selecionado em 8,261 ppm. 
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Figura 27. Representação do modelo SPA-LDA para duas amostras (B5%) S1800 
(espectro maior) e S500 (espectro menor). 

 

 

 

O gráfico simulado de um espectro de RMN de 1H de um composto 

contendo anel benzênico e com um heteroátomo de enxofre, é mostrado na figura 

28. Nele pode-se observar que o deslocamento químico está muito próximo do 

deslocamento químico observado nos espectros de RMN de 1H do óleo diesel BX. 

 

 

8,261ppm 
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Figura 28. Simulação de um espectro RMN de 1H de um anel aromático sulfurado 
presente no diesel. 
 

Observa-se que a variação da quantidade de enxofre presente nas 

amostras desloca os espectros de RMN de 1H para região mais desprotegido, 

fazendo com que o algoritmo SPA-LDA classifique as amostras de S500 

diferentemente das S1800. Isso se deve devido à mudança nos valores dos 

deslocamentos químicos assim como da sua intensidade, principalmente, na região 

centrada em 8,261 ppm. 

 

 

4.2.2. Quantificação de RMN de 1H e 13C 
 

O teor de biodiesel não tem a calibração interferida pela variação na 

quantidade de outros elementos contidos na matriz óleo diesel. Para comprovar esta 

afirmação foi realizada uma quantificação dos parâmetros: teor de enxofre, massa 

específica, temperatura de destilação a 50% e 80%, índice de cetano e ponto de 
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fulgor que são alguns dos parâmetros determinados pelo Laboratório de 

Combustíveis do CCDM/DEMa/UFSCar para avaliar a qualidade do produto. 

 

 

As variáveis que foram escolhidas para o teor de enxofre são as que 

condizem com a simulação anterior, apresentada na figura 28, somadas a algumas 

outras variáveis no espectro, como as frequências dos grupos -CH2, e que ajudaram 

a obter um bom modelo de regressão multilinear, conforme figura 29. Nela, podemos 

observar as regiões em azul (na direção x - horizontal) que representa os teores de 

enxofre e fornecida pelas análises realizadas no CCDM e as intensidades (na 

direção y - vertical) representa a quantidade de substâncias detectadas pelo RMN. 
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Figura 29. Gráficos do modelo SPA-MLR para o índice de enxofre com as amostras 
autoescaladas. (a) 4 variáveis incluídas no modelo de RMN para índice de enxofre; 
(b) 4 variáveis de RMN de 1H nenhuma de 13C; (c) validação do modelo SPA-MLR 
de RMN com um R2= 0,9954. 
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O modelo SPA-MLR foi realizado para os demais índices, incluindo os 

que são físico-químicos como: massa específica (ME) e a temperatura de destilação 

a 50 e 80% (T50 e T80) conforme vistos nas figuras 30, 31, 32, 33 e 34.  
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Figura 30. Modelo SPA-MLR para a massa específica à 20 ºC com as amostras 
autoescaladas. (a) 8 variáveis incluídas no modelo de RMN para ME; (b) 6 variáveis 
de RMN de 1H e 2 de 13C; e (c) validação do modelo SPA-MLR de RMN com um R2 
= 0,9983. 
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Figura 31. Modelo SPA-MLR para a temperatura de destilação a 50% (T50) do 
produto com as amostras centradas na média. (a) 15 variáveis incluídas no modelo 
de RMN para T50; (b) 11 variáveis de RMN de 1H e 4 de 13C; e (c) validação do 
modelo SPA-MLR de RMN com um R2 = 0,9804. 
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Figura 32. Modelo SPA-MLR para a temperatura de destilação a 80% (T80) do 
produto com as amostras centradas na média. (a) 15 variáveis incluídas no modelo 
de RMN para T80; (b) 11 variáveis de RMN de 1H e 4 de 13C; e (c) validação do 
modelo de SPA-MLR de RMN com um R2 = 0,9944. 
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Figura 33. Modelo SPA-MLR de RMN para o índice de cetano (IC) com as amostras 
autoescaladas.(a) 7 variáveis incluídas no modelo de RMN para IC; (b) 4 variáveis 
de RMN de 1H e 3 de 13C; e (c) validação do modelo de SPA-MLR de RMN com um 
R2 = 0,9927. 
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Figura 34. Modelo SPA-MLR de RMN para o ponto de fulgor (PF) com as amostras 
centradas na média. (a) 15 variáveis incluídas no modelo de RMN para PF; (b) 15 
variáveis de RMN de 1H e 0 de 13C; e (c) validação do modelo de SPA-MLR de RMN 
com um R2 = 0,9600. 
 

Os resultados para as 6 calibrações SPA-MLR de RMN de 1H e 13C são 

mostrados na tabela 16. 

 

Tabela 16. Resultados para os modelos de validação usando o algoritmo SPA-MLR 
de RMN 1H e 13C para o biodiesel em diesel. 

 Variáveis (x) RMSEV R2 Pretratamento 

Enxofre 4 (1H) 0,0039 0,9954 Autoescalonado 

ME 6 (1H) e 2 (13C) 0,4360 0,9983 Autoescalonado 

T50 11 (1H) e 4 (13C) 0,4972 0,9804 Centrado na média 

T80 11 (1H) e 4 (13C) 0,8539 0,9944 Centrado na média 

IC 4 (1H) e 3 (13C) 0,1451 0,9927 Autoescalonado 

PF 15 (1H) 0,7312 0,9600 Centrado na média 
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Conforme apresentado na figura 30, a maioria das variáveis selecionadas 

para a massa específica foi das regiões dos aromáticos, tanto no RMN de 1H quanto 

no de 13C. 

Os modelos SPA-MLR de RMN para a temperatura de destilação (figuras 

31 e 32) são coerentes porque as 14 variáveis que foram selecionadas tanto do 

hidrogênio como do carbono têm os deslocamentos das metilenas (-CH2) que 

formam as grandes cadeias de ácidos carboxílicos que compõem o BX. 

O índice de cetano, figura 33, selecionou a variável correspondente ao 

deslocamento químico da metoxila na RMN de 1H porque ele depende da 

quantidade de biodiesel adicionado no diesel. 

Todos os parâmetros foram bem calibrados e apresentaram uma ótima 

validação do método SPA-MLR, mostrando que mesmo com a possibilidade de 

variar as concentrações de enxofre e de outros parâmetros como: teor de enxofre, 

massa específica, temperatura de destilação a 50% e 80%, índice de cetano e ponto 

de fulgor ainda conseguem calibrar o teor de biodiesel no óleo diesel BX, ou seja, a 

RMNq mostrou-se uma técnica muito seletiva. 
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5. CONCLUSÕES 
 

Nesta tese foi apresentada uma nova proposta para validação da técnica 

RMNq, seguindo a normalização NBR ISO/IEC 17025 e o guia GUM para o cálculo 

da incerteza de medição, para a quantificação do teor de biodiesel em óleo diesel. 

O método de RMNq de 1H foi uma técnica precisa e exata e com uma 

linearidade de 4 a 20% para a determinação do biodiesel em óleo diesel. Com isso, 

o método torna-se uma ferramenta analítica importante para o monitoramento dos 

teores de biodiesel em diesel até os limites que hoje são estabelecidos para o uso 

experimental em frotas automotivas ou em equipamentos industriais específicos, que 

é de 20% (v/v), conforme estabelecido pela Resolução ANP no. 2 de 13 de janeiro 

de 2011. 

Considerando aos aspectos metrológicos envolvidos nos cálculos de 

incerteza de medição para as medidas de RMNq de 1H, a principal componente de 

incerteza determinada está associada ao controle de temperatura pela BVT (unidade 

controladora da temperatura), que apresentou uma contribuição de 40,95% na 

incerteza padrão combinada. Este fato confirma algumas evidências experimentais 

de que a temperatura da amostra deve ser calibrada. 

O teor de biodiesel apresentou uma incerteza de medição de ± 0,8% para 

o B5, que foi próximo da medida da concentração do desvio padrão ± 0,5 %, obtido 

pelo Laboratório de Combustíveis e Biocombustíveis do CCDM/DEMa/UFSCar. 

Pressupõem-se que se a temperatura interna da amostra fosse calibrada, esse valor 

tenderia a ser menor, uma vez que pode existir uma diferença entre a temperatura 

da amostra e a temperatura de entrada dos gases para aquecê-la. 

Os teores de enxofre existente no biodiesel em diesel S500 e S1800 se 

mostraram de suma importância para a quantificação dos teores de biodiesel em 
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óleo diesel BX. A curva linear de calibração do S1800 apresentou um erro para 

todas as amostras de S500. Com base nessa constatação o modelo SPA-LDA 

permitiu que as amostras de óleo diesel BX fossem classificadas entre S500 e 

S1800 com uma variável de RMNq de 1H e 13C, em 8,261 ppm, que tem o 

deslocamento químico muito próximo dos compostos aromáticos sulfonados.  

A seletividade do espectro de RMNq de 1H e 13C é comprovada pelo 

modelo SPA-MLR para o teor de enxofre, massa específica, temperatura de 

destilação a 50% e 80%, índice de cetano e ponto de fulgor que apresentaram um 

R2 de 0,9954, 0,9983, 0,9804, 0,9944, 0,9927 e 0,9600 respectivamente. Além disso, 

conseguiu-se calibrar o teor de biodiesel sem interferir na sua medida. 

Os resultados alcançados neste trabalho são passos importantes na 

busca pela excelência da qualidade dos ensaios realizados pelo grupo do 

Laboratório de RMN do DQ/UFSCar, principalmente em função da introdução e 

discussão de aspectos metrológicos envolvidos na RMN, incorporação de 

experiências multidisciplinares, melhorias nos procedimentos laboratoriais e a 

formação de recursos humanos voltados a uma Gestão da Qualidade com 

reconhecida competência. 
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ANEXO 1 
 

Programa em C++ de calibração dos espectros da RMN de 1H: 

 

function [eixox,Matriz_cal]=calibrarNMRspectrum(O1P,SW,TD,Matriz,N); 
 
%Este programa calibra os espectros de RMN com base no sinal do TMS. 
% 
%Dados de saída: 
%eixox       --> Eixo da abcissa em ppm; 
%Matriz_cal  --> Matriz com os espectros calibrados; 
% 
%Dados de entrada: 
%O1P         --> Valor de O1 em ppm; 
%SW          --> Spectral width (ppm); 
%Matriz      --> Matriz de espectros cujas variáveis estão nas linhas %                   e 
as amostras nas colunas (igual ao Origin). 
%N           --> Número de amostras da Matriz de espectros. 
% 
%Autor: Francisco Fernandes Gambarra Neto 
%Data: 02/03/2009 
 
eixox=linspace(O1P+SW/2,O1P-SW/2,TD); %O número 65536 corresponde ao TD 
de 64K. 
 
eixox_signal=sign(eixox); %transforma os números negativos, zero e positivos em -
1, 0 e 1, respectivamente. 
 
eixox_positivo=find(eixox_signal==1); %Encontra as posições dos números 1 na 
matriz anterior. 
 
eixox_zero=eixox_positivo(1,end); %Esta é a posição do número mais próximo de 
zero. Esta posição será tomada como referência para a calibração dos espectros. 
 
%load Matriz 
TMS=Matriz; 
 
TMS(eixox>0.25,:)=0; %Esta matriz é do mesmo tamanho da matriz de dados inicial, 
só que ela contém apenas os picos do TMS. 
 
TMS(eixox<-0.25,:)=0; %Ela foi usada para definir a posição real do pico de tms para 
cada amostra 
 
TMS_max=max(TMS);    %Valores máximos dos picos de TMS. 
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for j=1:N %35 é o numero de amostras. 
TMS_position(1,j)=find(TMS(:,j)==TMS_max(1,j)); %Encontrando a posição real do 
pico de TMS para cada amostra. 
end 
 
offset=TMS_position-eixox_zero; %Este caso resolve apenas o meu problema de 
calibração. Para situações em que os sinais  
%estejam deslocados positiva ou e negativamente, pode ser melhor trabalhar com 
%os valores absolutos do offset. 
%offset =abs(offset); 
m=size(Matriz,1); 
 
for j=1:N; 
if (offset(j)>0) 
Matriz_cal(:,j)=[Matriz(offset(j)+1:m,j);Matriz(m-offset(j)+1:m,j)];  
else 
Matriz_cal(:,j)=[Matriz(1:-offset(j),j);Matriz(1:(m+offset(j)),j)]; 
end 
end%Este loop faz com que a parte inicial dos sinais correspondentes ao offset com 
relação ao zero seja transferida para o final do spectro. Isto faz com que os sinais 
spectrais recuem para o início da matriz, corrigindo o erro de offset. 
 
 
faixa_eixox=find(eixox>-0.25); 
faixa_eixox2=find(eixox(1,faixa_eixox)<0.25); 
sizeteste2=size(faixa_eixox2,2); 
subplot(2,2,1:2),plot(eixox,Matriz_cal); 
set(gca,'XDir','reverse'); 
title('Espectro calibrado') 
xlabel('Deslocamento químico (ppm)') 
subplot(2,2,3),plot(eixox(1,eixox_zero-
round(sizeteste2/2):eixox_zero+round(sizeteste2/2)),Matriz(eixox_zero-
round(sizeteste2/2):eixox_zero+round(sizeteste2/2),:)) 
set(gca,'XDir','reverse'); 
title('TMS descalibrado') 
xlabel('Deslocamento químico (ppm)') 
subplot(2,2,4),plot(eixox(1,eixox_zero-
round(sizeteste2/2):eixox_zero+round(sizeteste2/2)),Matriz_cal(eixox_zero-
round(sizeteste2/2):eixox_zero+round(sizeteste2/2),:)) 
set(gca,'XDir','reverse'); 
title('Tms calibrado') 
xlabel('Deslocamento químico (ppm)') 
 


