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Resumo

RESUMO

TRATAMENTO METROLOGICO E QUIMIOMETRICO DE DADOS DE
RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR PARA AMOSTRAS DE BIODIESEL EM
DIESEL. O desenvolvimento da instrumentacdo na Ressonancia 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 analitica para a
quantificacdo de substincias além do seu uso na identificacdo como
tradicionalmente se fazia. A Ressonancia Magnética Nuclear quantitativa (RMNq) é
uma area muito importante que ainda é pouco utilizada na quimica analitica,
havendo a necessidade de um estudo de validacao para verificar sua capacidade de
quantificacdo por um ponto de vista metrologico. As aplicacbes de validagdo de
métodos minimizam os problemas potenciais associados com o método analitico e
também dao credibilidade ao método estudado, fornecendo informacdes
abrangentes sobre muitos aspectos importantes que refletem o comportamento e a
confiabilidade do método. Os estudos de validagcdo de métodos de RMNq foram
realizados em conformidade com a norma ISO/IEC 17025 e ISO GUM. A validagao
do método é seguida pela medida da incerteza de medicado em RMNqg e a sua
importancia vem sendo difundida no meio dos quimicos analiticos € em meio a
sociedade quimica em geral. As normas de atividade quimica instituem como fonte
de padronizacao os estudos de seletividade, que investigam os efeitos dos provaveis
interferentes nas amostras e, para a técnica RMN, ela é superior a muitos outros
instrumentos analiticos. Portanto, o objetivo desse trabalho foi o de apresentar

ferramentas quantitativas alternativas, levando em consideracdo a metrologia na

XVI



Resumo

quantificacdo de substancias por RMN de 'H, o que é algo absolutamente novo para
o comércio brasileiro. A medida da seletividade foi realizada utilizando-se a
quimiometria de quantificacdo nos espectros de RMN de 'H e ®C. A metrologia dos
principais interferentes da técnica RMN de 'H foi estudada para a quantificagdo dos
teores de biodiesel, em amostras padrdes e comerciais de 6leo diesel em diferentes
proporcoes de biodiesel na mistura BX. Este estudo levou a separacdo de dois
conjuntos de amostras os quais, por quimiometria de classificacdo utilizando-se o
algoritmo Successive projection algorithm — Linear discriminant analysis (SPA-LDA),
foram amplamente separados em 6leo diesel contendo teores de enxofre em 1800 e
500 ppm. A seletividade foi calculada pela quimiometria de quantificagédo, através do
algoritmo SPA - Multiple linear regression (SPA-MLR), do teor de enxofre, da massa
especifica a 20 °C, da temperatura de destilacdo a 50% e a 80% do 6leo diesel, do
indice de cetano e do ponto de fulgor comparados aos resultados obtidos por
laboratério (Laboratério de Combustiveis do CCDM/DEMa da Universidade Federal

de Sao Carlos) credenciado pela ANP (Agéncia Nacional do Petréleo).
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Abstract

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 (gNMR) 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 gNMR 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
'H NMR, which is something absolutely new for the Brazilian market. The measure of

the selectivity was performed using quantification chemometrics in the spectra of 'H
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Abstract

and "*C NMR. Metrology of the main interfering in the 'H 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 (Laboratério de Combustiveis do
CCDM/DEMa Universidade Federal de Sao Carlos) accredited by the ANP (Agéncia

Nacional de Petréleo e Biocobumstiveis).
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Introducdo

1. INTRODUCAO

1.1. Metrologia em RMN

A técnica de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foi proposta
inicialmente por Pauli¥ em 1924, mas foi somente na década de 40 que os primeiros
experimentos foram realizados. Em 1946, dois laboratérios independentes
realizaram com sucesso experimentos de RMN, um para amostras no estado liquido
e outro para sélidos®®. A segunda geracdo dos espectrdmetros de RMN apareceu
somente na década de 70, quando os magnetos supercondutores foram
desenvolvidos, utilizando pulsos de radiofrequéncia em substituicdo as ondas
continuas e fazendo-se uso da transformada de Fourier para a obtencdo dos
espectros no dominio de frequéncia. Essa tecnologia permitiu um maior controle na
orientacdo da magnetizagcdo dos nucleos das amostras e iniciando uma variedade
muito grande de sequéncias de pulsos. Desde entado, a espectrometria de RMN tem
tido avango em varias areas de aplicagdes, utilizando amostras tanto em solucéo,
estado solido e de materiais heterogéneos, bem como na geragao de imagens!*®.

Atualmente o desenvolvimento da instrumentacdo 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/nitrogénio sob compressao (sondas criogénicas). Essas novas tecnologias
possibilitaram que a técnica de RMN fosse vista como uma ferramenta analitica, nao
s6 para identificar substancias como tradicionalmente era utilizada, mas também

para sua quantificacéo.
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A Ressonancia Magnética Nuclear quantitativa (RMNg) é uma area
importante que ainda € pouco utilizada na quimica analitica. Ela tem sido utilizada
como uma técnica qualitativa desde a sua invengao, mas foi também proposta como
um método de analise quantitativa desde 1970, com énfase em sua aplicacdo nas
pesquisas quimico-farmacéuticas!”®. Jancke H. (1998) propds a espectroscopia de
RMN como um método analitico primario, haja visto, que a sua quantificagao refere-
se aos nucleos da amostra em andlise, independentemente da necessidade de uma
amostra padrao. Por essa razdo, a RMN de hidrogénio ("H) tem sido utilizada como
uma técnica quantitativa, que aliada ao fato da sua grande sensibilidade, dos
nucleos de hidrogénio também possuir um tempo de relaxagdo curto, nao ter
problemas do efeito nuclear Overhouser (n.O.e) ainda tem aproximadamente cem
por cento (100%) de abundancia naturalt'®.

As aplicacbes da RMNq tém, nos ultimos 20 anos, um numero de
publicacdes extensivos. Haiber et. al (2002) quantificou os extratos vegetais pela
combinagdo da técnica de RMN unidimensional (1D) e bidimensional (2D)!"". A
analise quantitativa dos sinais no dominio do tempo de RMN de baixo campo tem
sido reportada por Nordon et. al (2001) usando o método da insercdo de padrao
interno na amostra. O autor descreve ainda dois novos métodos (FID-DECRA:
algoritmo da resolucdo da curva exponencial direta e PLS: minimos quadrados
parciais) para andlise quantitativa direta do decaimento livre de inducao (free
induction decay - FID). Enquanto o primeiro método deu uma exatiddo com um erro
menor que 5% (desvio padrao relativo de 2,3%) usando somente uma amostra de
calibracao, no segundo método um conjunto de 10 misturas de padréao proporcionou

um resultado com exatid&o e precisdo comparaveis!'?.
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Um novo método para determinar a pureza de substancias foi discutido
por Herndeson T. J. (2002) em contraste ao método convencional de padrao interno
de RMNq, em que foi inserido um tubo coaxial com o material de referéncia para
evitar possiveis reacoes/interagbes com o analito. O método encontrado foi
altamente especifico e robusto com respeito a inducao da variavel pelo operador,
parametros experimentais e toda a influéncia da relaxacdo magnética nuclear. A
pureza das substancias foi determinada com a precisao e exatidao em torno de 1%,
e a impureza foi detectada em concentragdes abaixo de 25 ug/mL, enquanto o limite
de quantificagdo foi estabelecido em 85 ug/mL. O método usando a RMNq e o
método cromatografico tiveram semelhantes precisdo, exatiddao e tempo de
execucao!™®. Um método na espectroscopia de RMN de 'H foi desenvolvido para
permitir a microdeterminacdo de hexametilenotetramina (HMT) em solu¢do aquosa
usando a substancia anisol como um padrao interno. HMT foi determinado na faixa
de 5-50 ug, sendo que, o sucesso na determinacdo de HMT em microescala
depende das otimizacbes e ajustes cuidadosos dos parametros instrumentais, da
relacdo sinal/ruido, da eliminacdo de 4gua e outros interferentes!'.

A literatura pesquisada reporta inimeros artigos sobre a potencialidade
da RMNg, como o emprego da espectroscopia de RMN de deutério (*H) na
determinacdo quantitativa da abundancia natural dos isétopos ?H em amostras
contendo 6,7-diidro-capsaicina e capsaicinal’®. A espectroscopia de RMNq de 'H in
situ tem sido usada para 0 monitoramento do consumo de mondmeros e estimar as
razdes de sua reatividade!'®. A RMN de 'H tem sido também empregada para medir
a dindmica fluxional em compostos de cadeia longa em solu¢cdes de Oxido de
polibutadieno e polietileno!'”, e para quantificar metabélitos encontrados no cérebro

humano, in vivo, usando anélise de rede neural artificial automatizado!'®.
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Técnicas analiticas combinadas de RMN e HPLC podem ser utilizadas
para superar os problemas quantitativos. Peters et. al (2002) usaram a RMNq de 'H
para determinar de poli metacrilato de metila obtido por HPLC com deteccéao por
espalhamento de luz. Os resultados foram comparaveis e em boa concordancial'®.
Os metabolitos encontrados em bile de rato e na sua urina tem sido quantificados
usando método de contagem por cintilacao, seguido por um estudo comparativo com
RMNq de 'H e "*F2°. O acoplamento das espectroscopias de RMN de 'H e '°F e
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (RMN-HPLC) tém sido usadas para
quantificar e identificar os metabdlitos excretados na urina de ratos?". Os polifendis
em folhas de Pistacia lentiscus L. foram somente possiveis de identificar e
quantificar pela combinacdo das técnicas de HPLC-MS junto com a RMN de 'H e
13C. Esta combinacdo permitiu estabelecer uma relacdo entre a composicdo quimica
e a atividade bioldgica de P. lenticius’?®. Uma boa concordancia entre os resultados
obtidos pelas analises de HPLC e RMNq de 'H tem sido registrado por Lacroix et. al
(1994), para a quantificacdo do enantibmero R, em oito lotes de matéria prima da
droga maleato de timolol. Os limites de quantificacdo foram 0,05 % e 0,2 % (m/m)
para o HPLC e RMN, respectivamente!®®!,

Van-Beek et. al (1993) descreveram um procedimento quantitativo em
folhas de Ginkgo biloba por RMNg de 'H usando acido maleico como padrao interno.
Obtendo-se bons resultados quanto a sensibilidade da técnica e comparaveis com
as medidas feitas via HPLC, sendo que a RMN apresenta varias vantagens
especialmente em relagéo ao tempo menor de andlise e no preparo da amostral®*.

Os principios fundamentais para as medidas quantitativas em fluxo
continuo HPLC-RMN foram registrados por Haw et. al em 1982, que sugeriram o uso

de um padrao interno e também foram discutidas algumas fontes de erros
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sistematicos!®®. Godejohann et. al (1998) descreveram em profundidade as medidas
quantitativas em fluxo continuo HPLC-RMN, bem como o sucesso da combinacao
de ambas as técnicas. Como exemplo, as bombas de HPLC devem fornecer um
fluxo e pulsagéo constantes e esta taxa de fluxo tem que ser exatamente conhecida,
além disso, o padrdo interno e o analito devem ser sollveis na fase mével?27],

A diversidade de aplicacbées da RMNg tem motivado pesquisadores para
investigar a confiabilidade da RMN de 'H como um método quantitativo. Griffiths et.
al (1998) discutiram em profundidade os limites de quantificacado em RMN e,
concluiram que o método utilizando um padrao interno na RMNg, soma uma série de
erros como: massas do analito em relagdo as do padrdao interno, tempo de
aquisicdo, duracdo dos pulsos, tempo de relaxagado, utilizacdo de funcbes de
apodizacao, preenchimento do FID com zeros (zerofilling), os limites das regiées de
integracdo, correcdes de fase e linha de base no espectro®®. Minimizando essas
fontes de erros, obtém-se como limite minimo de deteccao, para um determinado
analito, cerca de 1%, o que aumenta a aplicacao dessa técnica como ferramenta
analitica.

Claramente, a RMN tem-se apresentado como uma alternativa para
medida quantitativa confiavel, precisa e exata entre as muitas técnicas analiticas.
Alternativas ndo cromatograficas tém tido uma forte demanda para a deteccao de
pureza de compostos organicos. Essa demanda é facilmente entendida com as
varias vantagens da RMN frente as outras técnicas. A preparacdo da amostra é
minima na RMN, ou seja, muitas vezes se resume em dissolver o analito e o material
de referéncia interna em um solvente deuterado. Ao contrario, um maior numero de
etapas esta envolvido nos métodos cromatograficos, todos com erros continuos,

mesmo num caso mais simples, quando a amostra e um padrdao interno sao
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pesados, seguidos por uma série de diluicdes levando a solucdo analitica para uma
faixa linear do detector ou para acomodar o fator de capacidade da coluna de
separacao, além de outros passos que envolvem a derivatizacao e desgaseificacdo
da amostra. A técnica de RMN permite a recuperacao total da amostra intacta e
oferece uma solucao para muitos problemas dificeis de serem resolvidos por HPLC
direto ou por Cromatografia Gasosa (CG). Além disso, em contraste com o método
cromatografico, ndo ha nenhuma exigéncia para o uso de materiais de referéncia
padrdo para cada constituinte do analito, que pode nédo ser facilmente
comercializado, e sim,0 uso de um padrdo interno de pureza conhecida mas sem
relacdo com o analito alvo.

Wells et. al (2001 e 2002) observaram que a pureza dos padrdes que sao
certificados por cromatografia ou calorimetria por varredura diferencial foram
encontradas fora da faixa de certificacdo quando examinadas por RMN. Um estudo
comparativo de RMNg com métodos cromatograficos, sejam eles por CG ou HPLC,
para a determinacdo de pureza e impureza em agrotéxicos grau técnico, tem
revelado que RMNg é mais precisa e exata que os métodos cromatograficos!>?.

Pauli G. F. (2001) considera a RMNqg um método versatil em material de
referéncia certificado e enfatizou a demanda crescente de alternativas néo
cromatograficas para a avaliacdo de sua pureza. O estudo mostrou ainda que RMNq
de 'H permite a determinagdo precisa e simultanea de ambos,os teores de
compostos bem como a quantidade e a natureza das impurezas. O método €
discutido respeitando-se a sensibilidade, precisdo e seletividade®”.

Como é difundido o uso de RMN como uma ferramenta de medidas
quantitativas, ha a necessidade de um estudo de validacdo para verificar sua

capacidade de quantificacdo por um ponto de vista metrolégico.
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As aplicagbes de validacdo de métodos minimizam os problemas
potenciais associados com o método analitico. Eles também dao credibilidade ao
método estudado e fornecem informacdes abrangentes sobre muitos aspectos
importantes que refletem o comportamento e a confiabilidade do método. Os
estudos de validacao 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)®"' e o0 GUM (Guide
to the Expression of Uncertainty in Measurement)®®®, seguindo as respectivas
normas/guias veiculadas pelo INMETRO. Robustez, especificidade e seletividade,
exatidao, precisdo, linearidade, limites de deteccdo e quantificacdo, incerteza de
medicdo e a quantidade de constituintes quimicos podem ser determinados com
uma certa exatidao e uma precisao.

A metodologia € documentada como o passo final na validacdo do
método, de forma que o mesmo possa ser usado por outras pessoas
inequivocamente e reproduzir os mesmos resultados.

O método de validacao é seguido pela medida da incerteza de medicao
em RMNq. A importancia da incerteza de medi¢cdo vem sendo difundida no meio dos
quimicos analiticos e em meio a sociedade quimica em geral, especialmente depois
da necessidade da garantia da qualidade, seguranca e confiabilidade de laboratérios
de ensaios e calibracao, que atualmente tem sua competéncia reconhecida por meio
da sua acreditagdo de acordo com a norma ISO/IEC 17025.

A determinacdo 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 descricdo abrangente na preparacdao da

incerteza. A incerteza estimada de todas as medidas dos analitos e materiais de
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referéncia sao relatadas nas cadeias de rastreabilidade das medicoes estabelecidas
nas unidades do Sistema Internacional de Medidas (Sl). Esta rastreabilidade é a
chave elementar para o reconhecimento de qualquer resultado de teste e ele
garante que todos os laboratérios que possam ser envolvidos trabalhem com a
mesma escala de medicao ou os mesmos pontos de referéncia. Assim, ele permite a
comparagao entre os resultados de diferentes laboratérios, ou do mesmo laboratério,
mas em momentos diferentes, por operadores diferentes, mas para as mesmas
amostras.

O experimento de RMN de 'H é a técnica mais utilizada e o nucleo de
hidrogénio o mais sensivel dentre os varios nucleos passiveis 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 'H precedem as
medicdes obtidas por RMN de '*C. Desta forma pode-se ter uma medida efetiva do
segundo nucleo para a sua quantificagao.

O nucleo de '*C é menos sensivel que o de 'H, isso devido & sua
abundancia natural menor e ao valor da sua constante magnetogirica. Alguns fatores
extras afetam a medida quantitativa quando utilizamos a RMN de '*C. Dentre elas
temos o efeito nuclear Overhauser (n.O.e) e o0 tempo de relaxacao, fatores que
precisam ser considerados cada a caso®®. A norma ASTM D5292 indica os agentes
de relaxag¢do que diminuem o tempo para a quantificacao de 6leos pelas técnicas de
RMN de 'H e '°C.

O objetivo dessa discussao foi o de apresentar os métodos quantitativos
alternativas, em vérias areas das andlises organicas, levando em consideracao a
metrologia na quantificacdo de substancias por RMN, que é algo absolutamente

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

O estudo de validacdo de método depende da determinacdo dos
parametros de desempenho da técnica. Esses parametros sao obtidos durante o
desenvolvimento do método a ser estudado ou seguindo protocolos de validacédo
interna®*.A importancia da validacdo de método tornou-se recentemente clara entre
os analistas, embora muitos conceitos relacionados ja existam na literatura®>!.
Green J. M. (1996) descreveu um guia pratico da validacdo do método

analitico®!

, que estdo abordadas nas referéncias de 35 a 63, e que, reuniu alguns
nomes de parametros e conceitos de validagdo basicos, tais como: especificidade,
linearidade, estabilidade e robustez do método. O guia também menciona como
diminuir todos os problemas potenciais associados ao meétodo analitico e as
consequéncias de nao fazé-lo. Principios de validacdo geralmente sdo aplicaveis

aos métodos de laboratérios analiticos!®

que esbocam uma validacao pratica para
assistir ao analista na avaliacdo de um método. Os conceitos de validacdo baseados
na ISO 8402 foram definidos como a confirmacao por evidéncias objetivas e exames
que o método atende aos requisitos especificos que incluem os conceitos de
exatidao, precisao, seletividade, sensibilidade, linearidade, faixa de aplicagéo, limites
de detecc¢do, quantificagdes, robustez e confiabilidade.

O desenvolvimento e a validacdo de um novo método podem ser
considerados como um processo interativo, que geralmente é conhecido como “ciclo
de desenvolvimento de validagdo”, porque os dados do processo de

desenvolvimento podem ser usados nos estudos de validacdo, enquanto os

resultados de validacado podem indicar mudangas na metodologia. Independente de

10
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quao eficaz € o método desenvolvido e como ele é usado com habilidade, ele néo
deve ser posto em pratica antes da sua validacao. Os analistas de um laboratério de
desenvolvimento devem ser conscientes das possiveis fontes de erros e o ajuste
pode ser feito para aperfeicoar o modelo, mas isso pode ser perdido quando o
método € transferido para outro laboratério, ou aplicado por analistas nao
qualificados. O papel da validagédo, assim como descrito, deve realgcar as possiveis
funcbes de erro e incerteza (durante o processo de validagdo) e desta forma
fornecer uma diretriz de precisdo esperada do método. Portanto, um método deve
ser validado quando for necessario verificar se 0s seus procedimentos paramétricos
sdo adequados para seu uso em problemas analiticos particulares®®8.

Como um método pode ser validado? Sera que é um procedimento do
laboratério, 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 validacao
de método e que aspectos devem ser testados, ha uma grande diversidade de
maneira como ele deve ser aplicado.

A norma brasileira ABNT ISO/IEC 17025: 2005%" institui os requisitos
gerais para a padronizacao de atividades de laboratérios de ensaios e calibragdes,
que representam os parametros como: especificidade, robustez, exatiddo, precisao,
linearidade, incerteza de medigdo usando o GUM e seletividade!®"?.0 documento
do INMETRO necessario para a acreditagdo, o DOQ-CGCRE-008, revisao 02, julho
de 2007, fornece a orientacdo sobre validagcdo de métodos de ensaios quimicos, e a
validacéo aplicada a técnica de RMN quantitativo é apresentada no trabalho de Malz

F. et. al em 2005/,

11
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A especificidade avalia se os sinais, no caso da RMN, estdo em regides
que nao sao afetados por outros, tanto de contaminantes quanto do analito. No caso
da RMN, ela é superior a muitos outros instrumentos analiticos, pois cada nucleo
ativo tem uma constante magnetogirica (y) caracteristica do nucleo e uma frequéncia
bem definida (v). Seletividade e especificidade sao medidas que avaliam a
confiabilidade na presenca de interferentes na matriz em estudo.

Exatiddo pode ser definida como o grau de concordancia entre o
resultado de medicdo e o valor verdadeiro do mensuradol’?. A exatiddo, quando
aplicada a um conjunto de resultados de teste, envolve a variacdo de componente
sistematica de erros. Portanto, a validagdo de métodos serve para quantificar a
exatidao avaliando os efeitos sistematicos e aleatérios nos resultados 4. O VIM"™®!
define exatidao como uma quantidade que se refere as diferencas entre a média do
conjunto de resultados ou um resultado individual e um valor pelo qual é aceitavel
como verdadeiro ou valor correto de uma medida quantitativa.

Precisdo é a capacidade em promover a repetitividade e reprodutibilidade
de um método. Protocolos de validacdo também exigem a avaliagdao da robustez, a
qual da uma indicacao da validade da medida obtida em diferentes condicoes.

Linearidade pode ser definida como a habilidade do método em obter
resultados de testes proporcionais a concentragdo do mensurado!’?.

Os estudos de seletividade investigam os efeitos dos provaveis
interferentes nas amostras. Os resultados normalmente sdo usados para demonstrar

(73]

que para efeitos praticos esses interferentes ndo sao significativos'’™, ou seja,

mesmo tendo um contaminante na amostra ele nao interfere na medida realizada.

12
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Finalmente, a validacdo de um método deve dar uma indicacao do nivel
de deteccdo para uma dada matriz e, portanto, limites de deteccdo e de
quantificacdo sao determinados no método estabelecido.

No entanto, deve-se questionar se laboratérios podem validar seus
préprios métodos. Um programa interlaboratorial, deveria apenas reconhecer a
adequacdo de uma validagao!”.. Entretanto, esse estudo pode ser comprometido em
funcdo dos interesses mutuos e da dificuldade de encontrar laboratérios que
desenvolvam ensaios com 0s mesmos propésitos e métodos. Existem duas
alternativas para compensar a falta de informagcdo da medida interlaboratorial: a
medida do material de referéncia certificado e a comparagdo do método avaliado
com aqueles que ja foram validados anteriormente.

Uma vez completado o processo de validagédo, é importante que ele seja
documentado. Isto fornece um guia com nivel de seguranca e consisténcia para a
aplicacado do método. Além disso, a documentagcdo apropriada é necessaria para a
auditoria realizada pelos 6rgaos de acreditacdo. A qualidade da documentacgao tera
uma influéncia direta sobre reprodutibilidade e no grau de incerteza do método e,
portanto, uma documentacao inadequada pode produzir incerteza extra e que pode
tornar inatil o método. Portanto, as informagdes que devem ser incluidas na
documentagdo de um método é uma descricdo completa e detalhada de todo o
processo € em ordem légica. Uma armadilha comum é assumir que todos
entenderdao o método da mesma forma que a pessoa que o documentou.
Usualmente, a documentagdo comeca com o titulo, finaliza com o suméario e as
referéncias bibliograficas sdo indicadas para dar uma base teérica. O tipo de
informacao que deve ser incluida na documentagdo de um método, para um

laboratério em particular, é desejavel e recomendavel que tenha o mesmo formato
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de documentacao para todos os métodos a serem desenvolvidos por aquele mesmo
laboratério. Com isso garante-se o mesmo grau de detalhamento para todos os
métodos!’®,

Em fungédo do desenvolvimento técnico e aprimoramento dos métodos ao
longo do tempo, as atualizagdes e revisbes da documentacdo tornam-se
necessarias. A proposta de alteracbes da documentacdo visando melhor
entendimento e/ou modificacdo dos métodos devem ser discutidas por todas as
pessoas que se utilizam do documento, entretanto sua alteracdo sé deve ser
realizada pelas pessoas que tenham autorizagdo para tal. Apds atualizagao, estas
devem treinar todos os envolvidos na execucdo do método para essa nova revisao

do documento.

1.1.2. Incerteza de medicao em RMNq

A incerteza da medicao tornou-se uma importante questdao em torno da
apresentacao dos resultados quimicos, especialmente, depois da introducdo da
norma ISO/IEC 17025P". A introdugdo do conceito de incerteza fez com que as
agéncias de acreditacdo aumentassem o0 grau de exigéncia na comprovagcdo da
confiabilidade de seus resultados. As primeiras tentativas formais para o
estabelecimento do principio de incerteza ocorreram em 1980. Em funcdo da
complexidade, surgiram davidas de como a incerteza de um resultado deveria ser
estimada e expressa pelos diferentes laboratérios. Essas dificuldades levaram a
criacdo de um férum, a Bureau International des Poids et Mesures (BIPM).
Participaram 11 laboratérios do grupo de trabalho do Comite International des Poids

et Measures (CIPM) para elaborar as recomendagdes na expressao da incerteza. Na
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sequéncia, a International Organization for Standardization (ISO) foi convidada para
desenvolver um texto padrdo, sendo que esse trabalho foi coordenado pelo ISO
Technical Advisory Group on Metrology (TAG4). Diversos documentos sobre a
expressao da incerteza em medigao foram publicados em 1993 pela 1ISO”.
Posteriormente, uma versao corrigida em 1995 (ISO GUM) foi elaborada e
finalmente culminou com o langamento do Guia EURACHEM/CITAC “Quantifing

Uncertainty em Analytical Measurement’ em 20002

, que foi o trabalho desenvolvido
pelo grupo European Chemistry (EURACHEM) juntamente com os membros
internacionais da CITAC, IAEA e AOAC. Enquanto a versao de 1995 foi baseada no
Guia ISO, a versao final em 2000 foi elaborada a luz da experiéncia da estimativa de
incerteza em laboratérios de quimica e de uma maior conscientizacdo da
necessidade de se introduzir procedimentos formais de qualidade em laboratérios.
Esta versao enfatizou que a estimativa da incerteza de medi¢ao deve ser integrada
com medidas da garantia da qualidade existente. Assim, a estimativa da incerteza
de medicao estava em total conformidade com os principios formais do Guia ISO e,
portanto, consistente com o requerimento da norma 1SO 17025".

A incerteza é assim definida: “Um pardmetro associado com um resultado
de medicdo que caracteriza a dispersdo dos valores que podem ser razoavelmente
atribuidos ao mensurado™’®. Qualquer medida tem uma incerteza associada ao seu
resultado. Por isso, € necessario uma declaracao quantitativa desta incerteza para
que ela tenha credibilidade. A incerteza de medicao da a credibilidade, fornecendo
os limites de dispersdo do valor verdadeiro. Os componentes individuais de

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

padrdao de medidas repetidas, ou pelo tipo B, que usa qualquer outro meio como
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experiéncia, conhecimento e etc., e que, poderia ser a principal fonte de erro na
incerteza final combinadal”.

Estimativa da incerteza de medicao refletird a contribuicao de todas as
fontes de erros maiores, mas a incerteza nao é suficiente para avaliar os resultados,
a menos que, estes resultados sejam rastreaveis a padroes e todos os resultados
forem produzidos por diferentes laboratérios, ou varias vezes pelo mesmo
laboratério. Esta cadeia ininterrupta de comparacoes leva a um ponto de referéncia
comum e garante que os diferentes operadores estejam usando a mesma unidade
de medida.

A incerteza de medicao esta intimamente ligada a rastreabilidade de cada
laboratério. Isso explica porque é importante o uso de material de referéncia
certificado no método de analise. Isso estabelece a rastreabilidade nos resultados e,
juntamente com a incerteza de medicao, ira proporcionar credibilidade ao método.

O ultimo relatério apresentado pelo International Measurement Evaluation
Programme foi o IMEP-16, que enfatizaa necessidade de se aumentar o
conhecimento sobre esta questdo. Os congressos conduzidos pela EURACHEM em
Graz (1994) e em Berlim (1997) ofereceram os principios para a avaliagdo e
expressao da incerteza de medicdo em analise quimica®®". Tentativas de promover
a implementacdo de incerteza ndo tém parado, e um sistema de programa
especializado foi desenvolvido, em cooperacdo com institutos de pesquisa e
fabricantes de instrumentos analiticos, permitindo o calculo da incerteza para
analises de procedimentos como a titulagdo, espectrometria de emissdo atémica,
espectrometria de absorgdo atémica e cromatografia liquida e gasosal™®.
Considerando o que foi exposto, fica evidente que a determinacao das

incertezas de medicao € um processo longo e dificil, pois envolve o conhecimento e
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investigacbes das diversa fontes de incerteza que estdo associadas a uma

482921

determinada medid . De qualquer forma, este conhecimento é uma importante

ferramenta que pode ajudar na reducao da incerteza total de um método analitico e

aumentar a eficiéncia do método®>°4,

1.1.2.1. Rastreabilidade

Rastreabilidade pode ser definida como o resultado de uma medicao e
que pode estar relacionado as referéncias estabelecidas, que geralmente sao
padrées internacionais ou nacionais, através de uma cadeia continua de
comparacgdes, sendo que todas tenham as suas incertezas estabelecidas!’®.A
diferenca entre os resultados de um método pode ser causada por variagdes nos
parametros de medida. Por isso, € essencial a presenca de um indicador
externopois ele permite demonstrar a conversao interlaboratoriall®> !,

O estabelecimento da rastreabilidade e da avaliagdo da incerteza do
resultado de uma medicao sao essenciais a fim de se estabelecer sua aptidao para
fins de comparabilidade®®”!. A norma ISO/IEC 170258" também a enfatiza como um
elemento-chave para o reconhecimento de quaisquer resultados de testes e
medicées quimicas, ou seja, envolve a necessidade de referéncias iniciais € uma
incerteza claramente declarada, fornecendo a comparabilidade entre os resultados e
evitando a duplicagdo de medidas que levam ao aumento de tempo e custos®®.

Portanto, a necessidade crescente de demonstrar a confiabilidade em medicoes

analiticas levou a enfatizar a criagdo de cadeia de rastreabilidade nas medigdes!®.
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A literatura tem divulgado amplamente o0s conceitos envolvidos na
rastreabilidade, no entanto, estabelecer a cadeia completa de rastreabilidade do
resultado de uma medida geralmente ndo € um processo simples.

A rastreabilidade de materiais de referéncia, torna-se importante e eficaz
na construcdo da estimativa da incerteza, isto €, a andlise da causa e efeito do
modelo. Comumente para um método analitico é necessario desenvolver e registrar
uma lista de fontes de incerteza relevantes. Para isso, tem que compreender quais
sao os fatores importantes que poderao influenciar nos resultados analiticos obtidos
por um método especifico. O diagrama da causa e efeito do método € uma das
ferramentas empregadas para mostrar as relagées entre um dado efeito e uma
causa potencial, bem como organiza-las em categorias e subcategorias principais,

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

Fonte de incerteza 1 Fonte de incerteza 3

Incerteza 3.1
Incerteza 3.2

Incerteza 3.3 Incerteza
» expandida
(Uos2)

Fonte de incerteza 2

Figura 1. Diagrama de Ishikawa mostrando a relagdo causa/efeito para uma
incerteza expandida (Ugs).

Essa metodologia passou a ser conhecida como diagrama de espinha de

peixe ou diagrama de Ishikawa!'®!. Os principios de construcdo do diagrama causa-
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efeito sdo descritos na literatural’®"'%! e na figura 1 exibe uma representacdo desse

diagrama aplicado a uma determinada situagao.

1.2. Quimiometria

A RMN é uma das técnicas mais poderosas e utilizadas para a
caracterizacao e elucidacao estrutural de compostos organicos e organometalicos.
No entanto, ela ainda € pouco empregada como um instrumento analitico tanto
qualitativamente quanto quantitativamente. Varios trabalhos em que se empregam a
RMN como obtencao de fingerprinting sao 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!'®'% Também vem sendo utilizado para a obtencédo de fingerprinting para
controle de qualidade de medicamentos a base de plantas. Nesses trabalhos, utiliza-
se a RMN aliada a quimiometria, em que sao obtidos resultados expressivos, que
possibilitam discriminar os varios elementos de interesse para cada matriz
estudadal'®*'%],

Uma ferramenta valiosa e que esta sendo utilizada com muita frequéncia
na quimica, principalmente na quimica analitica, € a utilizacdo de métodos
quimiométricos como um instrumento estatistico na avaliagdo de perfis, também
denominados fingerprintings, a partir de medidas espectroscopicas e
espectrométricas obtidas de diversos materiais, os quais nos permitem avaliar
similaridades ou diferencas na composicdo de amostras!'® ', Esses perfis podem
ser obtidos dos espectros de RMN de 'H e '3C a fim de avaliar a potencialidade das

técnicas como fator discriminante entre as amostras de varias origens e/ou de
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diferentes constituicbes quimicas. Utilizando-se o Algoritmo das Projecdes
Sucessivas (SPA) aplicado aos espectros de RMN de 'H e 'C, reduz-se para
poucas variaveis, de importancia inestimavel,que contribuem para a classificacao e
quantificacdo das amostras.

Aratjo et all'® (2001) construiram o SPA (Successive Projections
Algorithm), como uma técnica de selecao de variaveis que utiliza operacdes simples
num espago vetorial para minimizar problemas de colinearidade, e que, mostrou ser
um método eficiente para selecao de variaveis espectrais no contexto da calibracao
multivariada, especificamente quando aplicado a regressao linear multipla (MLR do
inglés, Multiple Linear Regression).

O objetivo do SPA consiste em buscar um pequeno subconjunto
representativo de variaveis espectrais com énfase na minimizacao da colinearidade.
Com isso, torna-se possivel utilizar modelos MLR que, embora simples e de facil
interpretacdo, podem ser severamente afetados por problemas de colinearidade.
Para diagnosticar a colinearidade, verifica se a matriz de correlagdes das variaveis
explicativas apresenta altas correlacées que varia de 0 a 1. Por exemplo, se a
correlacao de duas variaveis for préxima de 1, alta colinearidade, se for proxima de 0
0 inverso.

O trabalho inicial da aplicacdo do SPA!'®! foi realizado em uma analise
espectrofotométrica, na regidao do ultravioleta-visivel,simultanea de varios complexos
de Co?*, Cu®*, Mn?*, Ni** e Zn?** com 4-(2-piridilazo) resorcinol em misturas que
continham os analitos nas faixas de concentragdo de 0,05 a 1,5 mg L e de 0,02-0,5
mg L.

Adicionalmente, foi realizado um estudo comparativo envolvendo outros

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

Apés a apresentacao inicial do SPA, novos artigos foram publicados com
diferentes modificacdes e aplicacdes, incluindo as técnicas de UV-VIS!'® FTIR!'%e
espectrometria NIR!""112]

Vale ressaltar que, no que diz respeito aos métodos de classificacao, a
habilidade de generalizacdo dos modelos de Analise Discriminante Linear (LDA)
pode ser comprometida pela presenca de colinearidade entre as variaveis!''*''4. Por
essa razao, a LDA se restringe normalmente aos problemas de pequenas
dimensdes. Dessa forma, a minimizacdo de colinearidade proporcionada pelo SPA
deve ser Util também para modelos LDA.

A LDA é um dos Métodos de Reconhecimento de Padrao supervisionados
mais utilizados. Foi originalmente proposta por Fisher!'™e ¢ utilizada por muitos
autores em diversas aplicagdes em quimica, incluindo alimentos!''®""] bebidas
alcodlicas!'® e gasolina, entre outros!''®.. Esse método é baseado na determinagéo
de funcbes discriminantes lineares as quais maximizam a variancia entre as classes
e minimizam a variancia dentro de cada classe. A LDA pode ser considerada, assim
como a Andlise das Componentes Principais (PCA), um método de redugédo de
dimensionalidade. Contudo, enquanto a PCA seleciona uma direcao que retém a
maxima variancia dos dados em uma menor dimensdo, a LDA seleciona uma
direcdo que alcanca a separacdo maxima entre as classes avaliadas conforme

pode-se observar na figura 2.
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Xi+1 /]

Xi+Z
Figura 2. Representagdo esquemdtica da analise discriminante linear. R1 e R2 séo
duas classes diferentes!'?"!,

Uma desvantagem da LDA em relagdo aos outros meétodos de
reconhecimento de padrdo supervisionados € que a mesma € apropriada apenas
para conjuntos de dados de pequenas dimensdes. Além disso, a capacidade de
generalizacdo de modelos LDA pode ser comprometida por problemas de

colinearidade!'*

. Dessa forma, o uso da LDA para classificacdo, sobretudo com
dados espectrométricos, necessita de procedimentos de reducdo de
dimensionalidade e/ou selecao de variaveis.

Nesse contexto, aplicacdes envolvendo técnicas de reducdo de

[121-125]. Essas

dimensionalidade tém crescido consideravelmente nos ultimos anos
técnicas tém como objetivo principal capturar a grande parte da informacao Gtil em
um numero menor de variaveis. A PCA é uma das técnicas mais conhecidas e
empregadas para esse propdsito. Contudo, alguns autores vém utilizando os valores
de escores obtidos por um numero restrito de PCs para serem aplicados junto aos

modelos LDAI2? 126 127]
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Estas transformagbes utilizadas pela PCA sao eficientes em diversos
problemas de classificacdo devido a sua capacidade em explicar a grande parte da
informacdo dos dados em um numero reduzido de varidveis. Apesar disso, a
interpretacao de tais modelos torna-se dificil porque nem sempre as novas variaveis
possuem um significado fisico e/ou fisico-quimico. Além disso, outro problema
envolvendo este tipo de método é que, apds a transformacao, nao é possivel excluir
regibes do sinal com baixa relacdo sinal/ruido, pois todas as variaveis originais

contribuem para cada variavel latente.

1.2.1. Algoritmo SPA-LDA

A informacdo da modelagem apresentada nos métodos de
reconhecimento de padrao supervisionados esta contida nos dados provenientes da
resposta instrumental (matriz X) e no indice de classes para cada amostra. Nesse
caso, 0 RMSEV (Root Mean Square Error of Validation - equagao 1.1) originalmente
empregado no SPA ndo é uma métrica aplicavel. Por esse motivo, uma nova fungéo

de custo foi concebida para guiar a selecao de variaveis.

Em que Yv e}V sdo os valores de referéncia e o valor previsto para o parametro de
interesse na k-ésima amostra de validacdo respectivamente. K, é numero de

amostras do conjunto de validacao.
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A funcdo de custo proposta refere-se ao risco médio G de uma
classificacao incorreta pela LDA. Assim como o RMSEV, esta fungcédo é calculada

com base em um conjunto de validacéo, conforme descrito na equacéao 1.2:

Ky
=),
Ky k=1

Em que gk (risco de uma classificagédo incorreta do objeto xx da k-ésima amostra de

validacao) € definido como:

re (%> tix)

miny et (X, 1)

Ik =

Na equacdo 1.3, o numerador r’(x, L) é o quadrado da distancia de
Mahalanobis entre o objeto xx (com indice de classe k) e a média de sua classe
(). O denominador da equagdo 1.3 corresponde ao quadrado da distancia de

Mahalanobis entre o objeto xx e o centro da classe errada mais proxima. Idealmente,
Ok devera ser tao pequeno quanto possivel, ou seja, o objeto xx devera estar perto
do centro da sua verdadeira classe e distante dos centros das demais classes.

Para iniciar o procedimento de selegéo de varidveis no SPA-LDA, deve-se

fornecer como entrada:

[) Matrizes correspondentes as respostas instrumentais:
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» Conjunto de treinamento: Train (K; x J);
» Conjunto de validagao: Val (K, x J);

» Conjunto externo para Teste: Test (K; x J);

Em que Ke, Kv e Kt representam o numero de amostras para os conjuntos de
treinamento ou calibragdo, validagdo e teste ou previsdo, respectivamente. Esses

conjuntos deverao ter o mesmo numero de variaveis J.

1) indices das classes:
» Conjunto de calibracdo: Group_Train (K; x 1);

 Conjunto de validacao: Group_Val(K, x 1);

» Conjunto externo para previsao: Group_Test(Kx 1);

[II) Numero minimo e maximo de variaveis a serem selecionadas:
* NiUmero minimo de variaveis: N7;

* NiUmero maximo de variaveis: N2;

Vale ressaltar que a construcdo de subconjuntos de variaveis com base
no critério de minimizacdo de colinearidade realizada pelo SPA-LDA resulta de uma
sequéncia de operacdes de projecoes de vetores aplicadas as colunas da matriz de
calibracao (K;, J). Contudo, antes mesmo de realizar esse procedimento, 0os objetos
pertencentes a este conjunto sdo centralizados na média da sua propria classe.
Entdo, torna-se necessario o uso dos indices de classes.

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

de calibracdo estejam em uma matriz X de dimensdes (K; x J), de forma que a J-
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ésima variavel x; esteja associada ao j-ésimo vetor coluna. Sejam M = min (K; — C, J)
0 numero maximo de varidaveis que podem ser incluidas no modelo LDA e C é o
nuamero de classes envolvidas no problema.

Partindo de cada variavel x;, j = 1,...,J, uma cadeia contendo M variaveis

é construida de acordo com as seguintes operagdes!'?®):
a) 12 passo: Inicio

(vetor que define as operacdes de projecao inicial)

b) 2° passo: Calculo da matriz P' de projecdo no subespaco ortogonal a

Z\(equagao 1.4):

Em que I' ¢ uma matriz identidade de dimensées apropriadas.
c) 32 passo: Calculo dos vetores projetados xi:h a partir da equacao 1.5:
(1.5)
para k=1, ..., J.
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d) 42 passo: Determinar o indice k* do vetor de maior projecao e armazena-lo na

matriz L (equacédo 1.6 e 1.7).

e) 52 passo: FazerziJrl = x;gjr ’ (Vetor que define as operacdes de projecao para

a proxima iteragao).

f) 62 passo: Fazerl =1 +1 Sei< M, retornar ao 2° passo.

O vetor selecionado para cada repeticdo do procedimento apresentado
acima sera aquele minimamente colinear em relacdo aos vetores selecionados nas
iteracoes anteriores.

Facilitando o entendimento das projecées, um exemplo simples (figura
3)l'® com K, = 3 e J =5 é apresentado para ilustrar os primeiros cinco passos do

SPA.
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(a) Amostra 3 i
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Figura 3. llustracdo da sequéncia de projecOes realizadas pelo SPA. (a) Primeira
iteracao e (b) segunda iteragao.

Nesse exemplo, a cadeia de varidveis que inicia em x3 devera ser [xs, X1,
XS]_[128]

O algoritmo SPA-LDA foi adaptado utilizando a fungéo g#'?® disponivel no
software Matlab®. Com ela, torna-se possivel gerar as cadeias de variaveis com
maior eficiéncia computacional. Por definicdo, a funcdo gr adota a coluna com a
maior norma como vetor de partida. Contudo, um procedimento foi realizado para
forcar o algoritmo a iniciar pela i-ésima coluna da matriz de calibragcao centrada na

média ou autoescalada.
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Uma vez construidas as cadeias de varidveis candidatas, o SPA
escolhera aquela que apresentar o menor risco médio de classificacao incorreta pela
LDA, como definido na equacgao 1.2.

O algoritmo SPA-LDA tem como saida:

o I: Um vetor contendo a melhor cadeia de variaveis;

o R: Risco médio G de uma classificacao incorreta pela LDA em fungcdo do
namero de variaveis usadas;

o Lopt: Matriz contendo as cadeias de variaveis associadas a R.

Além disso, o SPA-LDA fornece como resultado o numero de erros (tanto
para o conjunto de validacdo, como para previsao), o valor étimo de G e os indices
das classes previstos pelo modelo LDA. Adicionalmente, o SPA-LDA apresenta um
grafico de escores que mostra a fungédo de custo (Risco G, equacao 1.2) versus o
namero de variaveis. O numero 6timo de variaveis corresponde ao minimo dessa
curva.

O SPA-LDAM™? foi implementado com a sub-rotina muitiida.m para o

calculo da LDA.

1.2.2. Algoritmo SPA-MLR

Para a calibracdo multivariada, o SPA emprega conjuntos de calibracdo e
validagdo, ambos com respostas instrumentais (X) e valores medidos por um método
de referéncia (y). A esséncia do SPA consiste em realizar opera¢des de projecao na
matriz de calibracdo Xca(Kcx J), cujas linhas e colunas correspondem a K, amostras

de calibracdo e J varidveis espectrais, respectivamente!'%!.
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A partir de cada uma das variaveis J disponivel para o procedimento de
selecdo, o SPA constréi uma cadeia ordenada de K; variaveis. Na construcdo dessa
cadeia, cada elemento é selecionado de modo a exibir a minima colinearidade como
anterior. Dessa forma, a colinearidade entre variaveis & avaliada pela correlacao
entre os vetores coluna da respectiva matriz de calibracdo X.y. Vale observar que,de
acordo com este critério de selecdo, ndo mais que K. variaveis podem ser incluidas
na cadeial'®13",

Para cada uma das J cadeias de variaveis construidas como descrito
anteriormente, é possivel extrair K; subconjuntos de variaveis usando de um até K;
elementos na ordem em que eles foram selecionados. Assim, um total de J x K;
subconjuntos de variaveis podem ser formados. Para escolher o subconjunto mais
apropriado, constroem-se modelos MLR, ou seja, assume-se que as concentracdes

(matriz Y) sédo fungdes lineares das respostas instrumentais (matriz X), e podem ser

escritas matricialmente como descrito na equagéao 1.8.

Y=Xb+e (1.8)

Em que b é o vetor dos coeficientes lineares de regressdo, e e € o vetor dos
residuos ou erro da modelagem.

O vetor b dos coeficientes lineares é estimado, na etapa de calibragao,
utilizando o critério dos “Minimos Quadrados” que minimiza o vetor dos residuos

(e =Y — Xb) e é calculado pela equacéo 1.9.

b=(X!xX)"1xXtxY (1.9)
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Em que a inversa de
O vetor concentracdo Yam de uma amostra desconhecida é obtido pela

equacao 1.10.

(1.10)

Assim, sdo comparados em termos da raiz quadrada do erro médio
quadratico para um conjunto de validagdo (RMSEV)!'%! calculado conforme a
equacao 1.1. Por fim, o algoritmo seleciona a cadeia de variaveis cuja MLR levou ao

mais baixo RMSEV para um bom modelo.

1.3. A matriz biodiesel

O uso de biodiesel como combustivel alternativo ao diesel fossil tem
aumentando nos ultimos anos devido as questdes de preservacdo ambiental e
conservagao de energia, assim como a busca de desenvolvimento sustentavel. Por
ser originario de fonte renovavel e possuir baixo conteldo de enxofre, 0 seu uso
implica na diminuicao dos niveis de emissao dos principais gases relacionados com
o “efeito estufa”'®2. Além disso, ele pode ser usado puro ou em mistura nos motores
a diesel e nos sistemas de transporte e armazenamento sem que sejam necessarias

[133,134]

alteracdes significativas . Entretanto, o seu alto custo, sua baixa estabilidade

oxidativa, o aumento em 10% da emissdao dos NO,, assim como, a geracao de
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subprodutos tais como a glicerina, sdo aspectos que ainda devem ser avaliados!'*

137]

O biodiesel é constituido majoritariamente por ésteres alquilicos de acidos
graxos, que sao obtidos através da transesterificagdo de 6leos vegetais ou gorduras
animais (novos ou reciclados). Na figura 4, é apresentado um esquema reacional

para reacao de transesterificacao.

@]
M N
o \(\/‘
CH
O Catalisador
0]
- AN -~ i o~~~ ~_ B
H3CO "~ ~ \\/ “\'\./' \*_/ \“-I" e N ~ I
OH
O
HO OH
/\Cl)/H\ + H,CO NN v"/\“*://\\/”\.V/-'A\,./A\--\ |
. +
Glicerol 0 =
J'l P N Pl N P P P e N S
H,CO E
Esteres metilicos = L

Figura 4. Esquema reacional da transesterificacdo do triglicerideo da mamona
(Ricinus communis L.).

A reacao de transesterificacdo consiste na reacado dos triglicerideos,
presentes em 6leos e gorduras, com um alcool (metanol, etanol, etc.) na presenca
de um catalisador acido ou basico. Frequentemente, a transesterificacao é realizada
com metanol sob catalise homogénea basica (NaOH, KOH, NaOCHg, KOCHg)!38149],
O glicerol (ou glicerina) é o principal subproduto dessa reagéao, mas também mono-,

di-, triglicerideos, acidos graxos livres, agua, alcool, catalisador residual e outras
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impurezas podem estar presentes no produto final'*®l. Assim sendo, a qualidade do
biodiesel esta diretamente relacionada com o teor dessas impurezas no produto, que
hoje sao estabelecidas pela Agéncia Nacional do Petréleo, Gas Natural e
Biocombustiveis — ANP, por meio de Resolucbes e seus respectivos Regulamentos
Técnicos.

Na Europa, as especificacoes foram estabelecidas na norma EN 14214 e
nos EUA pela ASTM D 6751141142l No Brasil, as especificagdes do biodiesel (B100)
estdo definidas no Regulamento Técnico no. 01/08 da Resolucdo n° 07/2008 da
ANP.

Na literatura é usual encontrar a designacao BX, aonde B100 é usada
para o biodiesel puro, e para misturas utiliza-se a denominacdo BX, que indica a
porcentagem X, em volume, de biodiesel na mistura com Oleo diesel.
Exemplificando, o emprego de B2 significa 2% (v/v) de biodiesel e 98% (v/v) de 6leo
diesel no produto; B5, 5% (v/v) de biodiesel e 95% (v/v) de 6leo diesell'™>13 No
Brasil, segundo a legislacdo em vigor (Resolucdo ANP n° 07/2008 e CNPE n°
06/2009), a utilizagao de B5 passou a ser obrigatéria desde 2010.

Nas normas de padronizacao também estdo estabelecidos os métodos de
ensaio para a determinacao dos parametros de qualidade. No Brasil, as analises sédo
realizadas de acordo com as normas estabelecidas pela ASTM (American Society
for Testing and Materials) e pela ABNT (Associacao Brasileira de Normas Técnicas).
A determinacdo do emprego de normas assegura a padronizacdo dos métodos
empregados de modo a garantir uma menor dispersado de resultados em fungéo das
possiveis diversidades de sistematicas e métodos de ensaios.

A qualidade do biodiesel, que € inferida a partir de sua composicao

quimica e de alguns parametros fisico-quimicos, pode ser influenciada por fatores
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tais como composicdo da matéria-prima, processo produtivo, transporte e
armazenamento. Os ésteres graxos, glicerol, mono-, di-, triglicerideos, alcool e
catalisador residual podem constituir o biodiesel e, portanto, devem ser limitados de
forma a assegurar a qualidade do combustivel. Como essas impurezas advém da
reacao de transesterificacdo, o monitoramento desta etapa do processo produtivo é
também essencial. Além disso, a determinacdao do conteudo de biodiesel em suas
misturas com diesel é também um aspecto relevante ja que a comercializagao
dessas misturas tem aumentado significativamente nos Ultimos anos. Nas
Resolucdes da ANP e seus Regulamentos técnicos estabelecem os métodos para a
determinacao dos parametros de qualidade do biodiesel, entretanto, varios métodos
alternativos sio relatados na literatural’*?79),

Varios tipos de métodos cromatograficos foram propostos para o
acompanhamento da reacdo de transesterificagdo. A cromatografia em camada
delgada (CCD) analitica foi um dos primeiros métodos empregados para essa
analise!'**'*4 Ela é uma técnica rapida e eficiente que permite a analise dos ésteres
graxos, tri-,di- e monoglicerideos. Entretanto, ela é uma técnica essencialmente
qualitativa, ndo sendo adequada para a quantificacdo dos componentes.

A técnica mais utilizada para o monitoramento da transesterificacdo é,
sem duvida, a cromatografia gasosa (CG) com deteccao por FID (Flame lonization
Detection). Nos métodos desenvolvidos!'*'*"] empregam-se colunas capilares de
silica e a amostra deve ser derivatizada para que os acil-derivados do glicerol
possam ser identificados. A derivatizacdo costuma envolver uma reacao de sililacao
com um reagente como o N,O-bis(trimetilsilil)trifluoracetamida (BSTFA). A técnica de
CG é bastante eficiente para a quantificacdo tanto dos ésteres graxos quanto dos

mono-, di- e triglicerideos.
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A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) também pode ser
utilizada na identificagcdo dos mesmos compostos na mistura reacional. Diferentes
métodos de separacao (fase reversa, exclusao, etc.) assim como distintos modos de
deteccédo (UV, ELSD - Evaporative Light Scattering Detection, EM — Espectrometria
de Massas) foram usados!'*®'*°!. A principal vantagem da HPLC em relagdo CG é
que nao ha necessidade de derivatizacdo da amostra para a sua analise.

Além dos métodos cromatograficos, o uso de métodos espectroscépicos
também foi proposto a fim de acompanhar a reacao de transesterificacdo. A RMN é
uma técnica mais rapida e simples que as técnicas cromatograficas, assim como
requer uma menor quantidade de amostra, que nao precisa de pré-purificacdo e
muito menos de derivatizacdo. Tanto a RMN de 'H quanto a de '*C foram propostas
para 0 acompanhamento da transesterificacdo com metanol ou etanol!'®*'%2 A
desvantagem do uso da RMN s&o os custos relativamente altos da instrumentacéao e
da manutencéo.

A espectroscopia na regiao do infravermelho (IV) também é amplamente
usada para o monitoramento da reacdo. Para isso, emprega-se a regiao do
infravermelho  préoximo  (IVP)'*3'*  do infravermelho médiol"™*"%® e a
espectroscopia Raman!'®’l. Além disso, sua correlagdo com outras técnicas permite
a verificacdo da qualidade do biodiesel"™ e,com a quantificacdo, por exemplo de
metanol residual. Entretanto, a determinacdo dos compostos minoritarios nos niveis
estabelecidos nas normas de padronizacdo nado é possivel por este tipo de
espectroscopial’®¥. De fato, ela é uma técnica rapida e precisa para determinacéo da
conversao de reacao.

Altas concentracées de glicerol, mono-, di- e trilgicerideos podem

danificar o motor ou mesmo liberar substancias téxicas quando da queima do
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combustivel. Eles podem contaminar o biodiesel devido a transesterificacao
incompleta ou falhas no método da sua purificagdo. Segundo Knothel™, e
Mittelbach!*?, a quantidade desses contaminantes é o fator principal para a
determinacao da qualidade do biodiesel.

O conteludo de agua no biodiesel também é um aspecto importante desde
que ela pode promover o crescimento microbiano, causar corrosdo em tanques e
motores, formar emulsao ou causar hidrélise no biodiesel. Os métodos baseados em
normas de padronizacao estabelecem o uso de centrifugacao e da titulagao de Karl-
Fischer para sua determinacgao.

A quantidade de élcool residual no biodiesel também é limitada e esta
intimamente relacionada com o ponto de fulgor. Pequena quantidade de alcool no
biodiesel diminui seu ponto de fulgor, além de poder ocasionar corrosdo metalica
dos componentes de motores e tanques de estocagem e transporte. Ja a acidez do
biodiesel esta relacionada principalmente ao seu conteddo de acidos graxos livres,
proveniente da hidrélise do ester e do glicerol.

O monitoramento da quantidade de metais, tais como Na, K, Ca e Mg no
biodiesel & necessario devido a questdes ambientais e de prejuizos causados ao
motor. As normas determinam o emprego da espectrometria de absorcao atébmica e
de emissao 6ptica com plasma induzido para a sua determinacao em biodiesel.

Assim como para 0 monitoramento da transesterificacdo, a determinacao
dos ésteres graxos e dos acil-derivados do glicerol presentes no biodiesel é
realizada principalmente por CG. De fato, as técnicas estabelecidas nas
regulamentagdes brasileiras e internacionais estdo baseadas no uso de CG-FID
para a quantificacdo de ésteres graxos e do conteudo de glicerina “livre” e total.

Segundo Mittelbach!'*?, somente esta técnica possui todos os requisitos para a
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determinacao do baixo conteldo destes compostos em biodiesel. Além disso, varios
trabalhos na literatura!™®®'®, descrevem o uso de CG, com diversos modos de
deteccao, para o mesmo fim. Nessas analises, emprega-se geralmente coluna
capilar e a amostra deve ser previamente derivatizada, assim como padroes tém que
ser usados para a quantificagao!'®°!.

O uso de HPLC para a quantificacao de ésteres graxos, glicerol e seus
derivados em biodiesel também foi proposta em diversos trabalhos.Varios métodos
de deteccdo (ELSD, EM, etc.) foram empregados com sucesso!'®172,

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

desenvolvido para quantificacdo de glicerol em biodiesell'”

. Esse tipo de técnica
cromatografica é bastante rapida, simples e confiavel.

Além dos métodos cromatograficos e espectroscépicos, técnicas
baseadas em propriedades fisico-quimicas também foram desenvolvidas para a
determinacdo do contetido de ésteres em biodiesel. O trabalho de Filippis et. al '"*
(1995), descreve o0 uso de medidas de viscosidade para avaliagcdo do conteudo de
ésteres metilicos em biodiesel. Essas medidas sdo Uteis ja que ha uma relacao
inversa entre a concentracdo dos ésteres e a viscosidade do meio. Segundo o0s
autores, o método é rapido, simples e especialmente Gtil para o controle do processo
produtivo.

Para a determinagéo de glicerol “livre” e total em biodiesel sdo descritos
ainda o uso de titulacdo com periodato, e um método enzimaticol'”®. O primeiro
apresentou alta precisdo e exatidao e o segundo foi muito complexo e com baixa
reprodutibilidade. Recentemente, a Sigma-Aldrich Fine Chemicals desenvolveu um

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

baseado em uma reagédo enzimatica e em medidas espectrométricas.
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A determinacdo do conteldo de biodiesel em misturas com 6leo diesel é
geralmente realizada pelo uso de métodos espectroscépicos, ja que técnicas
cromatograficas ndo sdo adequadas devido a complexidade da composicao quimica

[175]

do oleo diesel"™™. A ANP e as normas internacionais estabelecem o uso da

espectrofotometria no infravermelho médio com transformada de Fourier (FT-1V)
para essa quantificagao!' 6180,

Para o monitoramento da reacdo de transesterificacdo, utiliza-se com
frequéncia CG-FID, mas os métodos espectroscopicos, tais como RMN e IV sao
também muito Gteis. Por outro lado, a determinacéo do conteldo de biodiesel nas
misturas biodiesel/diesel é realizada principalmente por métodos espectroscopicos
(RMN e 1V) devido a grande variabilidade de compostos quimicos presentes no
diesel, que tornam os cromatogramas bastante complexos.

No contexto brasileiro, a experiéncia na producao de biodiesel ainda esta
em desenvolvimento. Desta forma, a pesquisa de novas técnicas analiticas que
sejam mais adequadas a nossa realidade é um campo bastante promissor. Além
disso, a busca por técnicas analiticas mais simples e de menor custo continua sendo
de essencial importancia para a area.

Este trabalho relata o emprego da técnica RMN de 'H para a
quantificacdo dos teores de biodiesel em amostras padrées e comerciais de 6leo
diesel, levando-se em consideracdo aspectos metrolégicos, fato esse nunca antes
abordado para essa técnica. Este estudo levou a separagdo de dois conjuntos de
amostras os quais, por quimiometria de classificacao utilizando-se o algoritmo
Successive projection algorithm — Linear discriminant analysis (SPA-LDA), obteve-se
a separacao das amostras de éleo diesel contendo teor de enxofre em 1800 e 500

ppm. A seletividade foi calculada pela quimiometria de quantificacdo, através do
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algoritmo SPA - Multiple linear regression (SPA-MLR), do teor de enxofre, da massa
especifica a 20 °C, da temperatura de destilacdo a 50% e a 80% do produto de 6leo
diesel BX, do indice de cetano e do ponto de fulgor comparados aos resultados
obtidos pelo Laboratério de Combustiveis (LABCom) do CCDM/DEMa da

Universidade Federal de Sao Carlos.
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2. OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar a espectroscopia de RMN de 'H e *C como métodos analiticos
para as medidas quantitativas e o controle de qualidade a partir de amostras

padrées e comerciais de 6leo diesel.

Objetivos especificos

. Validar o emprego da técnica de RMN de 'H de acordo com a norma ISO/IEC

17025 para a analise quantitativa do teor de biodiesel em dleo diesel;

e Aplicar o algoritmo SPA-LDA aos espectros de RMN de 'H e *C para

classificar o BX com relacao a sua quantidade de enxofre;

e  Avaliar a seletividade das técnicas de RMN de 'H e '*C para quantificar o

diesel/biodiesel aplicando o algoritmo SPA-MLR.

41



Materiais e método

MATERIAIS E METODO

42



Materiais e método

3. MATERIAIS E METODO

As principais fontes de incerteza da técnica RMN de 'H sdo aquela que
vao desde o preparo da amostra até a atuacdo do analista homogeneizando o
campo magnético para obter um bom espectro de RMN. Portanto, foram
considerados a balanca analitica, a pipeta volumétrica, a temperatura da BVT, a

repetitividade e reprodutibilidade (figura 5).

Balanca analitica RMN de 'H
Temperatura (BVT)
Repetitividade
Reprodutibilidade Incerteza
» expandida
(Uos2)

Pipeta volumétrica

Figura 5. Diagrama de Ishikawa mostrando a relacdo causa/efeito para uma
incerteza expandida (Ugss) do método para medidas de RMN de 'H.

3.1. Preparacao de amostras

As 75 amostras de 6leo diesel BX empregadas neste estudo, 61 foram
coletadas em diversos postos revendedores de diferentes bandeiras, do interior e da
capital do Estado de Sao Paulo. As amostras foram coletadas em frascos PET,
ambar, de 1 litro e conduzidas ao laboratério para analise.

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

apresentavam-se em conformidade com os limites estabelecidos pela Resolucao
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ANP no. 42/2009 para 6leo diesel. As analises foram realizadas no Laboratério de
Combustiveis e Biocombustiveis do CCDM/DEMa/UFSCar, que tem sua
competéncia técnica reconhecida na realizacdo de ensaios em combustiveis
automotivos. Este laboratério tem certificacdo INBR ISO 9001:2008 e ensaios em
gasolina, etanol e éleo diesel acreditados pelo INMETRO.

Das 75 amostras analisadas, 61 sdo oriundas de coletas em postos
revendedores de combustiveis, 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 laborato6rio a partir de 6éleo diesel sem biodiesel e biodiesel (B100). A tabela 1

apresenta a classificacdo do conjunto de amostras avaliadas.

Tabela 1. Classificacdo das 75 amostras de éleo diesel comercial, suas misturas e
padrbes preparados em laboratério.

Laboratério

Teor de enxofre Comerciais (Padréo)

BO
BX 31 B4
B5
B6
Mistura BX 1~ 1 B10
B20

S1800

BO
BX 30 B4
B5
B6
Mistura BX 2~ 1 B10
B20

S500

— )t ) e e e | e e e e e

"BX =45 a 55 % (viv);  Obtida a partir da mistura de todas as amostras
comerciais.
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As misturas de 1 e 2 foram obtidas a partir de 100 pL de cada amostra
comercial, sendo 31 amostras de BX S1800 e 30 amostras de BX S500.

As amostras padrao foram utilizadas de modo a determinar a curva de
linearidade do conjunto. Para tal, estas foram preparadas no laborat6rio de maneira
a alcancar a concentragao desejada, exemplificando: para B5 (v/v) foi adicionado 50
uL de biodiesel em 950 uL de diesel, empregando pipetas de 10-100 e 100-1000 pL
(Gilson®). Desta mistura, um volume de 470 pL foi retirado e colocado num tubo de
RMN de 5 mm de diametro e inserido um capilar coaxial contendo 200 uL de
cloroférmio deuterado com tetrametilsilano (TMS), conforme descrito na figura 6a.
Espectros de RMN de 'H da amostra contendo 0,1% de etilbenzeno em CDCl;
(figura 6b) foram obtidos para calcular a exatidao e a precisdo da RMNgq, utilizando
oito promediagdes (ns) e sem o uso de funcdes de apodizagdo no tratamento dos
espectros. A coleta da aliquota das amostras foi feita uma Unica vez e as aquisi¢cdes
dos espectros foram realizadas em triplicata com giro no tubo em torno do eixo

central a uma frequéncia de 20 Hz.

i
0,200 mL q
(€Del, +
TMS)
| - Trés (3) vezes
cada amostra;
0.437 mL ] - Amostra girando.

/

a) b)
Figura 6. Desenho esquematico dos tubos de RMN de 'H de 5 mm de diametro

externo para as amostras de: (a) BX e b) o padréo certificado contendo 0,1% de
etilbenzeno em CDCls.
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Os espectros de RMN de *C foram obtidos em um tubo de 10 mm de
didmetro contendo 2 mL das amostras, exemplificando: B5 (v/v) foi 100 uL de
biodiesel e 1900 pyL de diesel. Foi utilizado apenas uma pipeta de 100-1000 pL
(Gilson®) para as tomadas de volume. Em seguida, foi adicionado um tubo lacrado
de 5 mm de didmetro externo, contendo 600 uL de agua deuterada (D-O) e tracos
de trimetilsililpropandico (TMSP-d4), conforme indicado na figura 7. A coleta da
aliquota das amostras foi feita uma Unica vez e as aquisicoes dos espectros foram

realizadas sem o giro no tubo.

- Uma (1) vez cada
amostra;

0,600 mL
(D20 +
TMSP-d4)

- Amostra sem girar.
2.0mL

Figura 7. Desenho esquematico dos tubos de RMN de 10 mm utilizados nas
medidas de '*C para a amostra de BX.

3.2. Materiais e reagentes

Todos os reagentes, substancias e padrdes utilizados foram de grau
analitico e sao listados abaixo juntamente com os materiais:
v' Tetrametilsilano (TMS), 99%;
v Acido 3-(trimetilsilil)-2,2',3,3"-tetradeuteropropandico (TMSP-d4), 99%:;
v" Cloroférmio deuterado (CDCl3), 99%;
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v' Agua deuterada (D»0) 99,9%;

v 0,1% de etilbezeno em CDClI; (Bruker®);

v" Pipetas automaticas de 10-100 e 100-1000 pL (Gilson®);
v' Balanca analitica de 4 casas decimais (Shimadzu®);

v' Tubos de 5 e 10 mm de didmetro externo;

v' Tubos capilar de 3 mm coaxial de 5 mm;

v" Vidrarias.

3.3. Instrumentacao

Utilizou-se um equipamento da marca Bruker, modelo DRX 400, de 9,4
Tesla, equipado com uma sonda de 5 mm de didmetro interno, com deteccao
inversa (BBI), para a obtencéo dos espectros de RMN de 'H. Para a obtencéo dos
espectros de RMN de "*C utilizou-se um equipamento Bruker, modelo Avance Ill, de
9,4 Tesla equipado com uma sonda de 10 mm de diametro interno com deteccéo
direta (BBO). Todos os dados foram processados usando o programa TOPSPIN® 2.1
(Bruker). Para os calculos quimiométricos empregou-se o programa MatLab® e

programa ACD® para fazer as simulagdes dos espectros de RMN de 'H.

3.4. Parametros de aquisicao

Na tabela 2 estdo resumidos os principais parametros utilizados na
aquisicdo dos espectros de RMN de 'H e '3C. 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 equilibrio 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 parametros de aquisicao utilizados para as medidas de RMN de
1 13
He °C.

Parametros H 3c
Dummy scan (DS) 0 1
Tempo de espera de pré-scan (DE) 6,00 ps 6,50 ps
Numero de promediagao (scan) 128 4096 (4k)
Pulso 30¢° Desacoplado 30°
Ganho do receptor(RG) escala 3,2 203
OFFSET 15,0 ppm 211,7 ppm
Largura espectral (SW) 20,0 ppm 219,3 ppm
Numero de pont?_?Du)tilizados no FID* 65.536 (64K) 32.768 (32k)
Tempo de aquisicao (AQ) 4,09 s 0,74 s
Tempo de espera (D1) 2,00s 0,20 s
Tempo de relaxacao (T+) 2,40 s nao obtido
Sequéncia de pulso (Bruker) zg30 zgpg30

3.5. Parametros de processamento

Todos o0s espectros foram processados utilizando uma funcéo
exponencial para apodizacdo, com um fator de multiplicacao (/ine broadening — Ib)
de 0,3 e 5 Hz para os hidrogénios e carbonos, respectivamente. Para os espectros
de hidrogénio, a correcéao de fase e a da linha base foi feita automaticamente e para
os espectros de carbono manualmente. Esses tratamentos reduzem o ruido dos
espectros e igualam a linha de base dos mesmos, deixando apenas a resposta

guimica como a variacao a ser estudada.
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Finalmente, as amostras foram calibradas com relagdo ao eixo zero da

abscissa por um algoritmo criado com a programagao C** (Anexo 1).

3.6. Validacao do método RMNq

A validacido do método utilizando a RMNq foi realizada depois que o
método foi introduzido, desenvolvido e usado para analisar uma série de compostos
organicos da matriz do biodiesel. Foram utilizadas para definir os parametros do
método, uma amostra B5 e uma de 0,1% de etilbezeno em CDCl; (padrao utilizado
pela empresa Bruker para controle de qualidade da linha de base nos espectros de
RMN de 'H) para as medidas de exatiddo e precisdo do método na RMN de 'H.
Considerando os requisitos preconizados na norma ISO/IEC 17025, foi proposto

oprotocolo de validacdo mostrados na tabela 3.

Tabela 3. Componentes do método de validagdo de RMN de 'H.

Validacdo de RMNq de 'H

> Robustez: v' Materiais e reagentes
v' Parametros de aquisicao
v' Parametros de processamento
v Avaliagdo de espectro de RMN de 'H
> Especificidade
> Exatidao
> Precisao v Repetitividade
v" Reprodutibilidade
» Linearidade
> Incerteza de medicao v GUM
> Seletividade v" Quimiometria
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3.6.1. Robustez

3.6.1.1.

Avaliacao do espectro de RMNq de 'H

Protocolos de desenvolvimento de método ou a validagcao exigem que a

sensibilidade a parametros especificos sejam investigados diretamente. Isso foi feito

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

parametros fossem observados, como a mudanca de matriz ou mudancas de

configuragdo de equipamentos e que tém efeitos imprevisiveis sobre o resultado

[72]

Por tanto, estiveram envolvidos os materiais e regentes, parametros de aquisicao,

parametros de processamento e a avaliacdo da qualidade do espectro obtido,

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

figura 8 em que se observa a deconvolugdo Laurentziana-Gaussiana no sinal da

metoxila (H3CO-) de uma amostra de BX.

Hz
®
A
H;CO-
Altura / \ 3
I 3.§45 3.5140 1 ppm
b)
14 12 10 8 6 4 2 0 p:prn
a)

Area =

base (Hz) - Altura

e T T e ] B M M R ¥
15 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2

T T (AR AAMAY L

o -1 -2 -3 ppm

Figura 8. (a) Espectro de RMN de 'H para a amostra de B5 com uma (b) ampliagcéo

do sinal da H3CO- deconvoluida.
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3.6.1.2. Homogeneidade do campo magnético

A homogeneidade do campo magnético é imprescindivel para o controle
de qualidade dos espectros. Portanto, antes de iniciar as medidas, foi realizada uma
afericdo dessa homogeneidade pela medida da largura de linha na base do pico do
TMS para o hidrogénio, sendo considerada como aceitavel a faixa de 0,7 a 1,1 Hz,
conforme pode ser visto na figura 9. Para os espectros de RMN de '3C, aferiu-se
essa homogeneidade com o uso do espectro de hidrogénio obtido anteriormente e

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

2,2 rel.

_—
-—

0,8 Hz
- :

7 — — T
0.005 0.000 -0.005  ppm

/

-—

151413121110 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1 -2 -3 ppm
Figura 9. Espectro de RMN de 'H com a medida da largura de linha do sinal para o
controle do shimming da amostra B5 padréo.
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3.6.2. Seletividade e especificidade

Os ensaios de seletividade e especificidade foram feitos utilizando a
regido da metoxila nos espectros de RMN de 'H, em que pode-se observar na figura
10 que esse pico nao sofre interferéncia nem de contaminantes e nem de outros

picos do analito.

Biodiesel ||
H,CO-

by _igh_,_/" ‘l\\

I L
362 360 358 356 354 352 ppm

\ LAY

14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1 -2 -3 ppm

Figura 10. Espectro de RMN de 'H para a amostra de B5 (a) com uma ampliacdo do
sinal especifico da metoxila (H;CO-) do biodiesel (b).

3.6.3. Exatidao

A exatidao foi medida pela RMN de 'H em que foi utilizado uma amostra
contendo 0,1% de etilbenzeno em CDCl3, em um tubo selado, de 5 mm de diametro
externo, com oito promediacdes (ns) e sem o uso de func¢des de apodizacao. Pode-
se verificar que o valor da integracdo para os grupos metila e metilena séo
respectivamente de 3:2 como o esperado. O espectro da figura 11 mostra esse

resultado.
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Integracao experimental:

f CH, : CH,4
( 2,000 : 3,006 b
I
u"U|U\._ A U
b) T T T T T T T T T T T T T T T T T
2.7 2.6 25 2.4 2.3 2.2 21 2.0 1.9 1.8 1.7 1.6 1.5 1.4 1.3 1.2 ppm
Lo
L o
Integracao padrao:
CH, : CH4
2,000 : 3,000
a) T T T T T T T T T T T T T T : T T T T T T T
15 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1 -2 -3 -4 ppm
Figura 11. Espectro de RMN de 'H do etilbenzeno 0,1%em CDCls. a) espectro

normal, b) expansao.

3.6.4. Precisao

A precisdo de um método analitico é o grau de concordancia entre
resultados de testes independentes obtidos em condicdes estipuladas!’?. Isso foi
medido pela varidncia entre os resultados obtidos de analises multiplas da amostra
0,1% de etilbezeno em CDCI;. Normalmente, a precisdo € determinada por
circunstancias especificas de variaveis, portanto, pode ser obtida por demonstracao
da repetitividade e da reprodutibilidade de um método®""?. Um método é repetitivo
para analises com os mesmos parametros e analista (medidas de RMNqg em dias
diferentes), e € reprodutivo quando se altera algum pardmetro e/ou analista

(medidas de RMNq por analistas diferentes e/ou equipamentos diferentes)!'®"..
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3.6.4.1. Repetitividade

Repetitividade é o grau de concordancia entre os resultados das
medi¢Oes sucessivas de um mesmo mensurado realizada sob as mesmas condigdes
de medicdo!”®. De acordo com a EURACHEM!"2, as condigdes de repetitividade sdo
resultados dos testes independentes que sao obtidos: com o mesmo método, no
mesmo laboratério, o mesmo analista, o0 mesmo equipamento e com curtos
intervalos de tempo, e para a mesma amostra certificada.

Neste trabalho, a repetitividade dos espectros de RMN de 'H foi adquirida
com os parametros de aquisicdo descritos na tabela 3.1, usando o mesmo
espectréometro RMN, 9,4 T- 400 MHz para frequéncia do hidrogénio, pelo mesmo
operador, no mesmo laboratério e no mesmo dia. A pureza foi calculada usando a

equacao 3.1.

Area = base (Limites de deconvolugao esquerda — direita Hz) * Altura (3.1)

3.6.4.2. Reprodutibilidade

Grau de concordancia entre os resultados do mesmo mensurando foi
realizado em condicdes alteradas de medicao!™ e de acordo com a EURACHEM!"2,
Foram obtidos os dados utilizando: o mesmo método, no mesmo laboratério, o
mesmo equipamento, para a mesma amostra certificada, mas por diferentes
operadores e diferentes intervalos de tempo (manha e tarde). Assim, a precisdo da

RMNq foi estabelecida pela demonstracdo de repetitividade e reprodutibilidade do

método.
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3.6.5. Linearidade

Para o teste experimental de linearidade foi necessario determinar a faixa
de concentracdo analitica para o método na RMNg. Estabelecida a linearidade, uma
curva de calibracdo foi usada para determinar a faixa de trabalho do método
analitico empregando as amostras padrao.

Os residuos da linearidade, apresentados na figura 12, foram usados para
estimar o erro aleatério na linha de regressdo conforme equacao 3.2, o qual pode
ser usado para calcular o ponto de intercepcédo no eixo y (interceptor) descrito pela

equacao 3.3 e ainclinagao (slope) da reta definida pela equacao 3.4.

@

Residuos (M@

5 10 15 20

Amostras de BX (%) corrigidas do
erro da pipeta volumétrica

Figura 12. Residuos aleat6rios da regressao linear da resposta da sonda BBl 5 mm
para RMN de 'H.

(v: — ¥)2
Zl(yl yl) DP da regressao,s, /, = 0,27 (3.2)
n—2

Sy/x =
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_ Sy/x _
Sa = =V DP da intersec¢do,s, = 0,06 (3.3)
Vil = %)
Ax. — x)2
Sp = Zl(xl x) DP da inclinagao, s, = 0,01 (3.4)

n—2

3.6.6. Incerteza de medicdo em RMNq de 'H

Utilizou-se para o estudo da incerteza de medigdo os dados rastreaveis
da balancga analitica de quatro casas decimais (Shimadzu®), a curva de calibracido
da pipeta volumétrica 100-1000 pL (Gilson®), a temperatura medida no equipamento
de RMN utilizando uma unidade de controle de temperatura variavel (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 'H (Figura 1

na pagina 18) empregado neste estudo.

3.7. Tratamento dos dados de RMN de 'H e *C para quimiometria

Antes da construcdo dos modelos, os dados das amostras padrdao e
comerciais foram divididos em trés subconjuntos (calibracdo, validagdo e previsao)
com o uso do algoritmo Kennard-Stone (KS)'®?. Nesse algoritmo, as distancias
Euclidianas entre os vetores das respostas instrumentais (x) das amostras
selecionadas foram maximizadas.

Para uma melhor compreensao da forma como o algoritmo KS executa a

busca por amostras mais representativas para o conjunto de calibracdo, uma
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representacado grafica simplificada encontra-se na figura 13. Os detalhes de cada

passo sao apresentados em seguida.

Figura 13. Representagcdo do mecanismo de busca do algoritmo KS com trés
amostras circuladas.

1° Passo: Selecionam-se as duas amostras que apresentem a maior distancia
euclidiana entre si. Nesse caso, as amostras 1 e 2.

2° Passo: As menores distancias entre as amostras remanescentes e as
selecionadas sao calculadas: D3-1; D5-1; D4-2 e D6-2.

3° Passo: Seleciona-se aquela amostra cuja distancia 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 numero de
amostras estipulado pelo analista seja alcancado.

O algoritmo foi aplicado separadamente para cada classe. As amostras
do conjunto de treinamento foram inicialmente selecionados e os remanescentes
foram divididos em validacdo e teste, de acordo com a ordenacdo do KS. As
amostras de treinamento e validacdo foram utilizadas para o procedimento de
modelagem, incluindo a sele¢ao de variaveis para os modelos LDA. J4 o conjunto
externo deteste foi utilizado apenas para uma avaliagdo final dos modelos de
classificacdo SPA-LDA.

As setenta e cinco (75) amostras de BX foram separadas nos conjuntos
de calibracao, validacao e previsao (tabela 4) usando o algoritmo KS para que nao

houvesse erro no modelo de classificagéo.

Tabela 4. Separacdo dos conjuntos de classificacdo das amostras S500 e S1800
utilizando o KS.

S$1800 S500
Calibracao 21 21
Validacao 7
Previsao 10
Total 75

Das 75 amostras 46 foram utilizadas em funcdo destas terem sido
avaliadas pelo Laboratério de Combustiveis do CCDM/DEMa/UFSCar em todos os
ensaios utilizados na construcao do modelo. Essas amostras foram separadas em
conjunto de calibracdo e validagao utilizando-se o algoritmo KS para seis (6)
medidas diferentes: teor de enxofre,massa especifica a 20 °C (ME), temperatura de

destilacéo a 50% (T50) e 80% (T80), indice 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 informacdes quantitativas das amostras o que nao foi possivel para as S500.

Tabela 5.Classificacdo dos seis(6) conjuntos de quantificacdo das amostras de BX
utilizado o algoritmo KS.

Enxofre ME T50 T80 IC PF
Calibracao 36
Validacao 10
Cal. + Val. 46

Todos os modelos foram validados por série de teste, ou seja, foram

separadas 10 amostras para validacao dos modelos SPA-MLR.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Metrologia em RMN de 'H

4.1.1. Erro da pipeta volumétrica

Antes de utilizar uma pipeta é importante verificar se ela foi calibrada, se
nao ha algum defeito aparente, quantas vezes foi revisada ou se é feito um
acompanhamento do seu desempenho, pois para que se possa obter sempre o0s
melhores resultados, em termos de exatidao e precisdo, é necessario que as pecas
da pipeta estejam em boas condi¢des de funcionamento.

Uma balanga analitica (Shimadzu UX 620H) aferida foi utilizada para
realizacdo dos testes de verificacdo da performance da pipeta. Conforme observado
na tabela 6, o erro variou de 3 a 10 %, sendo necessario avaliar e reduzir, onde for
possivel, os erros sistematicos e aleatérios que possam influenciar o bom

desempenho da analise.

Tabela 6. Erro da pipeta 100-1000 uL (Gilson®) calculado usando o biodiesel e uma
balanca analitica (Shimadzu) com calibracao RBC.

Replicatas (mg) Erro da pipeta em pL

Pipeta (uL) (d = 0,8749 g/mL)
a b C Médio D. Padrao
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

—
—
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O erro da pipeta 100-1000 pL (Gilson®) foi calculado usando o biodiesel,

cuja densidade (d) foi 0,8749 g/mL medida pelo LABCom, e uma balanca analitica

(Shimadzu®) calibrada e com certificados rastredveis pela Rede Brasileira de

Calibragao (RBC). Na figura 14 sdo apresentados os dados obtidos.

Equation y=a+b*x
10004 |Adj. R-Squa 0,99878 .
Value Standard Err
a Intercept 3,4147 2,68905
b Slope 0,9150 0,00862
800
-
=2
(@)
& 600+
>
1S
©
(&)
£ 4004
=]
=)
>
200
0 T T T T T
0 200 400 600 1000

Volume esperado (ulL)

Figura 14. Grafico do erro da pipeta 100-1000 uL (Gilson®) calculado usando o
biodiesel e uma balanca analitica (Shimadzu) acreditada pela NBR ISO/IEC 17025,

a temperatura de 25°C.

No entanto, a calibracdo das pipetas, por si s6, ndo garante a qualidade

de seu uso. As pipetas tém que ser mantidas em bom funcionamento por meio de

um programa de manutencédo adequado, incluindo limpeza, lubrificagdo, substituicdo

de vedantes e ajuste.
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4.1.2. Parametros de aquisicao

A sintonia da sonda (tunning/matching) foi realizada de forma manual
antes de cada medida e os parametros de aquisicdo foram selecionados de modo
que os menores sinais do espectro fossem observados. Para isso, 0s seguintes
cuidados foram levados em consideragao:

1-) Em todas as medidas foram usados promediacdes para atingir o
equilibrio dos sistemas de spins antes da aquisicdo. Essas promediacées sao
chamadas de dummy scans (ds - Bruker) ou state scans (ss-Varian) e sao utilizados
antes e/ou durante as aquisicoes dos espectros de RMN. No nosso caso essas
promediacdes foram executadas antes das aquisi¢coes propriamente ditas;

2-) O Tempo de espera (DE) antes das promediacdes e logo apds o pulso
€ utilizado para que nao tenha resquicios das irradiacées do pulso. Nesse caso,
esse valor foi fixado em 6 us para ao hidrogénio e 6,5 us para o carbono 13;

3-) Numero de promediacdo (scan — ns Bruker ou nt — number of
transientes — Varian) foi escolhido em funcdo da melhor relacao sinal/ruido e do
tempo de maquina a ser utilizado em cada medida. Para os espectros de RMN de 'H
o ns foi igual a 128 e o de '°C igual a 4096;

4-) O pulso de RF em microssegundos (us) foi calibrado tanto para o
hidrogénio como para o carbono 13 sendo utilizados pulsos de 30° para ambos. A
sequéncia de pulso utilizada para o hidrogénio 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:

63



Resultados e Discussdo

O ganho do receptor (RG) de um espectrometro de RMN é muito préximo
do controle do volume de um radio. Quando é configurado para valores mais altos o
FID tera um ganho maior e consequentemente uma intensidade maior. Como
consequéncia, se esse valor ndo for ajustado, ter-se-4 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 angulo do pulso.

A) Pulso de 90° B) Pulso de 30°
RG: 1 RG: 2.8
NS: 64 scans NS: 64 scans

T T T T T T T
1.0 0.5 0.0 -0.5 ppm 0.5 0.0 -0.5 ppm

Figura 15. Espectros de RMN de 'H na sonda de 5 mm com os pulsos de 90° (A)e
30° (B) graus.

6-) As janelas espectrais selecionadas para os nucleos de hidrogénios e
carbono 13, foram de 20,0 e 219,3 ppm, assim como os valores dos limites
superiores das janelas (offsef) foram também fixados em 15,01 e 211,75 ppm,

respectivamente;
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7-) O numero de pontos utilizados para a digitalizacdo dos FIDs foi de
65.536 e 32.768 pontos para hidrogénio e carbono 13 respectivamente;

8-) O tempo de aquisicao (AQ) foi fixado em funcéo da janela espectral e
do numero de pontos, conforme pode-se observar pela relacdo descrita na equacao
4111831,

_ TD
AQ=DW x TD = — (4.1)

Utilizando essa relagéo, obtém-se uma resolugéo digital (DR) igual a 0,12
e 0,58 Hz/ponto para os espectros de RMN de 'H e *C respectivamente;

9-) O tempo de espera (D1) entre o final da aquisicéo e o inicio do pulso,
também chamado de tempo de relaxacao (relaxation time), foi otimizado em funcao
do tempo de maquina total e do tempo de relaxacédo longitudinal T1. Os valores
utilizados foram de 2 e 0,2 s para os espectros de RMN de 'H e '®C,
respectivamente. E importante salientar que o tempo de relaxacdo, de fato, deve
compreender também o tempo de aquisicdo, uma vez que ao término do pulso, o
processo de relaxacgao ja se inicia;

10-) O tempo de relaxacdo T; foi medido pela sequéncia de pulso
inversao-recuperacao (inversion recovery) cuja sequéncia de pulso esta
representada na figura 16 e calculado usando a equagéao 4.2. O valor de T; utilizado
nas medidas de RMN de 'H foi de 2,40 s para um angulo de pulso de 90°. Para o
nucleo de carbono 13 esse tempo nao foi medido pois envolve um longo periodo de

medida.

I(7) = 100(1 — Zexp(—T/Tl)) (4.2)
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Figura 16. Representacdo esquematica da sequéncia de pulso inversao-recuperagao
para calcular T;.

11-) Controle de temperatura da amostra:

As medidas de RMNq respondem a uma ampla faixa de temperatura, e
para controlar esse parametro procurou-se trabalhar com um valor fixo. Para
obtencdo de uma temperatura 6tima foram feitos espectros com a Bruker Variable
Temperature (BVT) em 297, 303 e 308 K por cerca de 7 meses, sendo que 303 K

apresentou um menor desvio padrdo, 1,60 area conforme pode ser observado na

figura 17.

520 4 Equation y=a+b™x
Ad) R-Squa 099749
] Yalue Standard Em|
500 4 a Intercept. 3179.91 | 208.11185
| b Sope 898143 0.6A679
8 aso-
o
L 4604
o 3
L
g 440 5
] 458,33 +1.,60
420 4
u = 160 = 093 = 41.0%
400 - V3

T I T T T T ' 1 T T T I
296 298 300 302 304 306 308
Temperatura (K)

Figura 17. Grafico com a avaliagdo da temperatura do BVT por 7 meses, realizadas
em 2009 versus a area do pico da metoxila (H;CO-) para a amostra B100.
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4.1.3. Precisao

4.1.3.1. Repetitividade

Os resultados da repetitividade obtidos para um dos analistas estédo
representados na figura 18 e na tabela 7. Utilizou-se uma amostra selada contendo

0,1% de etilbenzeno em CDCls.

120
100 I
80

©

2% # )
40
20 LT

0 T T T T T T T T T
30 28 26 24 22 20 18 16 14 12
ppm

e e e e S IR
1514 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1 -2 -3 ppm

Figura 18. Espectro de RMN de 'H obtido pelo analista A para o estudo da
repetitividade.

Tabela 7.Dados da repetitividade obtidos pelo analista A.

Manha Tarde Area média pesvio

ppm Megida Megida Megida Megida (Hz +Altura) padréo
4 2,70 1896 17,25 18,80 17,67 18,17 0,84
‘_E" o 2,68 58,42 54,58 62,54 58,12 58,41 3,26
§ = 2,66 61,04 5723 659 61,39 61,40 3,57
4 2,64 2229 2128 25,04 22,90 22,88 1,59
o 1,28 55,14 51,59 59,60 55,10 55,36 3,28
g_ 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
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A repetitividade tomada para as medidas de BX foi correspondente a area

do pico em 2,70 ppm (18,17 Hz - altura) da frequéncia externa e superior do

quadrupleto, e que, apresentou 0 menor desvio padrao (DP) e igual a 0,84 Hz -

Altura. Essa escolha levou em consideracao o fato do deslocamento quimico da
metilena do etilbezeno (2,70 ppm) ser o pico que fica mais préximo da frequéncia

basica do transmissor (01) 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 precisdo do que a
repetitividade e foi examinada levando em consideracdo apenas a troca de analista.
O analista B fez um estudo de repetitividade igual ao do analista A cujos resultados

estao resumidos na tabela 8.

Tabela 8.Dados em da repetitividade para o analista B.

Manha Tarde Area

‘o Desvio
PPM  Medida Medida Medida Medida n:edla padrio
a b C d (Hz*Altura)
d 2,70 18,04 17,40 21,19 19,68 19,08 1,71
g' o 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
o 2,64 21,88 23,42 26,24 27,02 24,64 2,40
o 1,28 53,32 54,72 66,96 63,09 59,52 6,57
g_ 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 sdo apresentados na Tabela 9. Um grafico convencional

para expressar esses resultados é o gréafico de caixas (box plot), apresentado na

figura 19.
Tabela 9.Reprodutibilidade de RMN de 'H dos analistas A e B.
Analistas A B
ppm 2,70
Area média (Area) 18,17 19,08
Desvio padrao (Area) 0,84 1,71
Reprodutibilidade (Area) 18,62
Desvio padrao (Area) 1,34
24 -
-2 Média
22 | T [ ] média +DP
. _" T Meédia + 2*DP
20
S 1 -
-<1: _ =
18 - =
16 - l l
14 T T I
Analista A Analista B Reprodutibilidade

Figura 19. Grafico de caixa da repetitividade dos analistas A e B e de
reprodutibilidade de uma porcdo do pico em d42,70 ppm para a amostra de 0,1%
etilbenzeno em CDCI; em um equipamento de RMN de 9,4 Tesla.
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A figura 19 indica que o analista B obteve resultados com a area maior do
que o analista A, no entanto, o desvio padrdo foi quase duas vezes maior. Isso
demonstra que para uma analise quantitativa devem ser considerado um maior
numero de parametros para o shimming, tais como: largura da base e a altura do
sinal do TMS considerados pelo analista A e que muito provavelmente nao foi
considerado pelo analista B, uma vez que, ele foi informado que era necessario um
bom shimming da amostra, mas ndo quais seriam o0s parametros a serem

considerados.

4.1.4. Linearidade

A faixa linear do BX para a RMN de 'H foi medida para amostras
contendo de 0 a 20% (v/v) de biodiesel no 6leo diesel, conforme descrito na tabela
10. Considerando o erro da pipeta de 100-1000 pL, foram retirados 437 uL das
amostras e introduzido um tubo concéntrico de referéncia externa contendo CDCl; e
TMS cuja intensidade do TMS era semelhante a da metoxila existente no biodiesel.
Para os espectros de RMN de '°C, os erros corrigidos para a pipeta foram os

mesmos aos do 'H porque utilizou-se a mesma pipeta de 100-1000 pL (Gilson®).
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Tabela 10. Volume das amostras para a determinacao da faixa de linearidade.

Oleo diesel*** I?g’ﬂ;g;‘f' BX (%) c?))r(ri(gEi:;g)
RMN de 'H 1000,0 0,0 BO 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 "°C 2000,0 0,0 BO 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 adicao de biodiesel; ** Expresso em pL.

Os resultados das integracdes das areas das metoxilas para as cinco

amostras de BX S1800 estdo mostrados na tabela 11 e, a linearidade e a curva de

calibragdo para o RMN de 'H, estdo representados na figura 20. A curva de

calibracdo apresentou a funcao linear y = -1,08 + 3,54*x onde R? é igual a 0,9968.

Tabela 11. das integracdes das areas das metoxilas (H3CO-) de BX S1800.

BX (%) $S1800
(sem erro)

4,3
53
6,3
10,3
20,2

Medidas (area deconvoluida)

a
14,76
18,70
20,20
34,14
71,09

b
14,80
18,65
20,09
33,93
70,98

C
14,70
18,34
20,19
33,81
70,87

Média
(area)
14,75
18,56
20,16
33,96
70,98

Desvio Padrao

(DP)
0,05
0,19
0,06
0,16
0,11
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80
Equation y=a+b*x
Adj. R-Squar  0,99684
70 1 Value Standard Erro
a Intercept  -1,0779 0,06218
b Slope 3,5378 0,00734
60
50 1
©
o
S
T 40-
30 1
20 +
1 O ' L) ' L) ' L) L) L) L) L) L) ' L) '

| | | | |
10 12 14 16 18 22
BX (%) (sem o erro da pipeta volumétrica)

Figura 20. Gréfico da linearidade e da curva de calibragdo de RMN de 'H da
metoxila (H3CO-) do BX.

20

4.1.5. Incerteza de medicdo na RMN de 'H

Fonte de incerteza de um resultado de medida pode ser expressa como
um desvio padrao experimental da média conforme equacgao 4.3 e que se origina da

dispersao dos resultados "s" equacéao 4.4.

ulx) = DP experimental da média[| ~ ]=—— (4.3)
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(4.4)

Em que x: representa o resultado da i-ésima medicdo e * representa a média
aritmética dos n resultados considerados.

Esse valor da fonte de incerteza € sempre acompanhado de uma unidade
de medida que precisa ser transformado pelo coeficiente de sensibilidade (<i)
conforme equacdo 4.5 para que o efeito causado no mensurado pela variagcdo de

outras grandezas |Ihe afetem.

O célculo do < é feito pela derivada parcial do modelo matematico (f ) em relagao
a variavel que se deseja alterar (¥i).

Quando as unidades de medida (*:) estiverem na mesma unidade em
que se deseja, o0 i é igual a um.

Para expressar todas as componentes da incerteza padrao (u;), conforme
equacao 4.6, do tipo A e/ou B é necessario, para cada contribuicdo, que seja
dividido pelo valor atribuido pela distribuicdo de probabilidade como mostrado na

tabela 12.
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~u(x) X ¢

— (4.6)
Divisor

U;

Tabela 12. Valor do divisor de acordo com cada distribuicdo de probabilidade.

Distribuicao de

probabilidade* Valor do divisor

Normal 1 (incerteza padrao Tipo A)
Normal (k) k (do Certificado de Calibracao - Tipo B)
Retangular V3
Triangular V6
Forma de U V2

* Assunto detalhado no GUM.

Quando a incerteza padrdao € do tipo B, ou seja, vem citada em um
certificado de calibragéo, a incerteza expandida de acordo com a probabilidade (Up)
devera ser transformada em u; dividindo-se pelo valor de abrangéncia (k) que é dado
pelo valor do grau de liberdade que também vem citado no certificado.

Os valores das fontes de incerteza que estdo mostrados na tabela 13
estdo de acordo com as medidas de cada um deles: Ugsy esta no certificado de
calibracao da balanca analitica, urss € a resolucao da balanca calculada juntamente
com a anterior como uma incerteza de medicao do tipo B, a calibracdo da pipeta
volumétrica é a fonte de incerteza upy, € a temperatura, a repetitividade e a
reprodutibilidade (ur, Urepe © Urepro) S0 as fontes de incerteza principais do RMN. Os

valores de funcgdes descritos nas equacodes 4.3 e 4.6 estdo presentes na tabela 13.
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Tabela 13. Planilha contendo as férmulas para transformar a fonte de incerteza em
incerteza padrao (u;).

Ensaio Valor de referéncia Ugfa
RMN de 'H Deconvolugéo da metoxila Area

Balanga i
Ugses analitica 0.0002 | g m’\;cl)zk) 2 | 1 Alg | 0.00010 | « | 0.00
(Tipo B)
Resolugéo da Retan-
lyes balanca 0.00005 | g e | 173 1| Ag | 000003 | = | 0.00
(2a = LS-LI) 9
Pipeta de
tp) 100pL 0.00058 | mL ':‘nogl' 1 | 1 | AmL | 0.00058 0.03
(Tipo A)
Pipeta de
Ups 250uL 0.00289 | mL ’:lnoe:l_ 1 | 1 | A/mL | 0.00289 0.13
(Tipo A)
Pipeta de
lps 470uL 0.00058 | mL ’:lnoe:l_ 1 | 1 | A/mL | 0.00058 0.03
(Tipo A)
Pipeta de
Uy 500uL 0.00115 | mL ':'Tgl 1 1 | AmL | 0.00115 0.05
(Tipo A)
Pipeta de
lps 750uL 0.00346 | mL ':'Tgl 1 | 1 | A/mL | 0.00346 0.15
(Tipo A)
Pipeta de
Ups 1000uL 0.00058 | mL ':'Tgl 1 1 | A/mL | 0.00058 0.03
(Tipo A)
Temperatura ] :
ur do RMN 0.92528 | Area ':'nogl 1 1 A | 092528 40.95
(Tipo A; 303K)
Repetitividade 1 Nor-
URepe Tino A) 0.85252 |Area| " | 1 | A | 0.85252 37.73
Reprodutibili- ) Nor-
Ukepro dade 047223 |Area| "0 | 1 | A | 047223 20.90
(Tipo A)
Pode-se observar a percentagem (%) de contribuicdo de cada

componente de incerteza padrdo e nota-se que a temperatura do equipamento RMN

medida pela unidade BVT tem a maior contribui¢do, com 40,95%, conforme indicado

na figura 17 (pagina 63), acompanhada da repetitividade com 37,73% e da
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reprodutibilidade com 20,90%. Valores estes que eram esperados, porque as trés
maiores contribuicdes sdo devido ao equipamento de RMN de 'H, sendo que a
maior percentagem é dada pela temperatura uma vez que a temperatura indicada
pela BVT ndo necessariamente € a mesma aferida na amostra; a repetitividade e a
reprodutibilidade por terem o shimming manual, mas que nao ultrapassam a
incerteza da temperatura que é automatica. Ha realmente a necessidade de se
verificar a temperatura da amostra antes de comegar a fazer medida e esta € uma
das razdes para esperar cinco minutos antes de iniciar o shimming a fim de
estabilizar a temperatura do sistema.

A incerteza padrdao combinada (u;) € uma funcdo matematica que une
todas as incertezas padroes e estdo representadas na tabela 13. A RMN é uma
técnica que tem muitas fontes de incerteza padrao que sdo somadas para chegar a
um resultado, entdo, u. € a raiz da soma quadratica de todas as incertezas padréao

conforme mostrado pela equacao 4.7.

Ue = Ju(Ugs9,)? + -+ u(P1)? + -+ + u(T)? + u(Repe)? + u(Repro)? 4.7

Em que Uy, P1, T, Repe e Repro sao abreviacdes de cada fonte de incerteza
padrao.

A grandeza que define um intervalo em torno de uma incerteza padrao
combinada de uma medicédo, que pode englobar uma grande fracdo da distribuicdo
de valores ou o fator de abrangéncia (k) que podem ser atribuidos ao mensurado, é
a incerteza expandida (Up). A fracdo pode ser entendida como o grau de liberdade

efetivo (ver) e 0 nivel de confiangca (95%) da incerteza expandida (Ugsy). O ver da
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incerteza padrao combinada é calculada pela equagcao de Welch Sattethrwaite

mostrada na equagéo 4.8.

n i

Em que u; é a incerteza padrao combinada, u; representa cada i-ésima incerteza
padréo e v; sao os graus de liberdade de cada respectiva u;.
A incerteza expandia (Usss) € obtida pela multiplicacdo do fator de

abrangéncia (k) pela incerteza padrdao combinada conforme equagéo 4.9.

Ugsy, = k X u, (4.9)

Os resultados da aplicacdo das formulas oriundas das equacgdes 4.7, 4.8e

4.9 estao na tabela 14 com todos os valores pertencentes ao método RMNq de 'H.

Tabela 14. Tabela da incerteza expandida (Ugss) para o método de RMNq de 'H
com um nivel de confianca de 95%.

1.34386 Normal 6 2.09 2.8 Area
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A amostra utilizada para a construcdo da curva de linearidade B5,3
apresentou uma area de 18,6 + 2,8, ou seja, a unidade de medida na incerteza
expandida é a area que estd de acordo com os espectros de RMNq de 'H, mas

convertidos para BX% resulta nos dados mostrados na figura 21:

B5=18,6 + 2,8 Area

Pipeta volumeétrica corrigida: RMNq de 'H
o } u_=08% P4 2057
Ugs 2,8 o

—

Figura 21. Incerteza de medida com a conversao da unidade de area para BX%.

Com a concentracao convertida para a percentagem v/v € possivel aplicar
um grafico onde constam as concentragdes dos sinais das metoxilas do BX em
RMNg de 'H (y) versus as concentracdes fornecidas pelo Laboratério de
Combustiveis e Biocombustiveis do CCDM/DEMa/UFSCar, e forneceu as

concentragdes do B5 + 0,5% de desvio padrao conforme indicado na figura 22.
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6.4 - Diesel com as quantidades de enxofre:
T ® 1800 ppm
6,2+ 500 ppm
6,0
5,8 -
5,6 - 4
5,41
5,2 - 1 il
5,0_' ] 1
4,8
4,6 s T o
4,4 -
4,2
4,0 1
3,8-
3=6 I ' I ' I ' I ' I |
4.4 4,6 4.8 5,0 5,2 5,4 5,6
LABCom - B5 + 0,5% (DP)

Figura 22. Grafico com as concentracbes das amostras de BX fornecidos pelo
Laboratério de Combustiveis (LABCom - B5 + 0,5%) versus concentracédo obtida
pela técnica RMN de "H com o BX +Ugss;.

L

RMN de'H - B5 + 0,8% (Ugses)

H.l_

Os resultados do teor de biodiesel em BX através dos resultados da
espectroscopia de RMN de "H foram piores do que os obtidos em laboratério, mas a
RMN tem o calculo da incerteza expandida (Uss%) igual a 0,8%, enquanto que a
metodologia empregada no laboratério apresentou desvio padrao DP igual 0,5%, o
que torna muito menor do que qualquer incerteza de medicéao.

Na figura 22 sado apresentados os resultados de 36 amostras de 6leo
diesel BX, sendo 29 contendo 1800 ppm de teor de enxofre e 7 com 500 ppm. Como

o grafico é construido sobre a curva de calibracéo do éleo diesel BX S1800, a média
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das 7 amostras S500 apresentam-se abaixo da concentracdo de todas as amostras
analisadas em laboratério. Fazendo-se um estudo de classificacado para avaliar se os
espectros das amostras de S1800 e S500 apresentavam separacdo em funcao da
quantidade de enxofre, isto porque, apesar da diferenca entre elas ser grande em
funcdo dos seus teores de enxofre obtidos pela técnica de fluorescéncia de raios-X,

para a RMN de 'H a variagdo da quantidade de enxofre ndo é tao expressiva.
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4.2. Quimiometria em RMN de 'H e '3C

4.2.1. Classificacdo da RMN de 'H e °C

Os espectros de RMN de 'H e '*C foram obtidos com os parametros de
aquisicao e de processamento descritos na tabela 2 e no tépico 3.5 respectivamente

e estéo representados na figura 23.

1.4e+008 - a) RMN de 1H

1.2e+008
1.0e+008
8.0e+007 -
6.0e+007 -

4.0e+007

2.0e+007

0.0e+000 — L
" T i T g [ ' T ' T " T k T - T X I T
14 12 10 8 6 4 2 0 -2 ppm

1.4e+008- b) RMN de *C

1.2e+008 —
1.0e+008
8.0e+007 -
6.0e+007

4.0e+007 |

2.0e+007
0.0e+000 — . . — WJ

—r— &1 ft 1 = I * I * I &= * I ¢ [ & J & | ¢
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Figura 23. Espectros de RMN de (a) 'H e (b) '®C da amostra de BX 5% exceto o
ruido das extremidades e com 65.536 e 32.768 pontos respectivamente.
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Os espectros apresentados na figura 22 foram concatenados, para cada
amostra, utilizando o programa MatLab®, ou seja, cada linha contém informacdes de
RMN de 'H e '®C de cada BX. Os espectros foram retirados os ruidos das
extremidades e o sinal (TMS e TMSP-d4) em zero (0) ppm e reunidos em uma unica

matriz conforme mostrado na figura 24.

56.083 colunas

0.20E+09 — l

[ 1
1H = 28.801 colunas 13C = 27.282 colunas

0.15E+09 —

0.10E+09 —

|
056408 — |

|
I

| | 1

8.90117 78933 6.88544 587757 48697 386183 285307 18461 0838231 185249 163147 141044 118942 968399 747377 526355 305333

Variables

Figura 24. Espectros de RMN de 'H e de *C calibrados no zero, sem a referéncia
(TMS e TMSP-dy4) e o ruido das extremidades. A matriz completa tem 75 amostras e
56.083 pontos.

Apesar do sinal do ruido dos espectros de '*C serem naturalmente mais
intensos que os do hidrogénio, conforme pode-se observar na figura 25. Isso nao

interfere na analise dos dados quando feitos em conjunto.
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Line Plat
0.25E+09 —
. 0.6E+07 —
0.20E+09 —
0.4E+D7 — I
0.2E+07
0.15E+09 — i
| it
0 R
|
0 10E+09 —
FE40T —
Vanables
0661343 0570717049002 0407486 0377841 0238215 015350 100481 _ 188625 18677 184814 183058 181202 _ 179346 177481 175635 173778
RO Tel DT T IEFIETS EFITo [ B R F LT [N R E Tol (DX Tk R TRY ¥ TR T I TN AT
0.5E+08 —
I ‘
1 : v % 11
Vanables

800117 78033 688544 587757 48697 386183 285307 18461 0838231 185240 163147 141044 118942 068399  7A7377 526355 305333

Figura 25. Gréaficos de RMN de 'H e ®C sem a referéncia (TMS e TMSP-d4) e com ampliagdo 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 calibracdo, validacdo e previsdo escolhendo-se
apenas uma variavel das 56.083 (em 8,26 ppm) e que foi utilizada para a
classificacao entre 6leo diesel BX S1800 ou S500, provavelmente porque é a regiao
de deslocamento quimico do anel benzénico com um heteroatomo de enxofre. Os
espectros foram centrados na média e validados por série de teste. O menor custo

obtido no conjunto teste da validacao foi 0,018 conforme figura 26.

o
o
(o)

o
o
()

o
NN
N

o
o
N

©
—

0.08

Custo - Validagao

0.06

0.04

0.02

5 10 15 20 25 30 35
Numero de variaveis

Figura 26. Grafico com o numero de frequéncias (variaveis) versus custo do modelo
de validagéo.

A variavel 1 foi escolhida para montar o modelo de classificacdo com o
custo da validacao 0,018 e corresponde a 8,26 ppm. O nimero que a priori seria um
céalculo errado do algoritmo por ter uma quantidade de variaveis inicial muito alta
(56.083), simplesmente colocou uma (1) variavel como o melhor resultado, sendo
obtido com as amostras de previsdo que continham as duas misturas BX e

apresentando uma 6tima classificacdo conforme apresentado na tabela 15.
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Tabela 15. Dados da previsdo das 19 amostras de BX S500 e S1800 usando os
modelos SPA-LDA com erro igual a zero.

AMOSTRA CODIGO DA CLASSIFICACAO DO

AMOSTRA SPA-LDA
1 1
1 1
1 1
1 1
Mistura BX 1 1 1
2 2
2 2
2 2
2 2

A representacdo desta variavel selecionada pelo SPA-LDA esta
representada na figura 27, em que realmente, a variavel selecionada estd no
comeco do grafico e se apresenta com uma variagdo 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. Ha uma ampliagdo de todas as amostras para

mostrar o sinal selecionado em 8,261 ppm.
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| A

e

| -
L

10000 —

[

! |

! H\ ,"\\. | (.J)

W*wa&\’\ ““%f
W iy

0o

-10000 —
Variables

890117 873009 8550 838792 621684 804575 187467 770358 75325 736142 719033 701925 684816 667708 6506 633491 616383 599274 582166 565058
S$1800100uLC S500100uLC

Figura 27. Representacdo do modelo SPA-LDA para duas amostras (B5%) S1800
(espectro maior) e S500 (espectro menor).

O grafico simulado de um espectro de RMN de 'H de um composto
contendo anel benzénico e com um heteroatomo de enxofre, € mostrado na figura
28. Nele pode-se observar que o deslocamento quimico estd muito proximo do

deslocamento quimico observado nos espectros de RMN de 'H do éleo diesel BX.
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140 72 ] \

8] h 8 \>[7.34]
0] [7.27]
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T T T T
T80 750 TAD T30 720

Figura 28. Simulacdo de um espectro RMN de 'H de um anel aromatico sulfurado
presente no diesel.

Observa-se que a variacdo da quantidade de enxofre presente nas
amostras desloca os espectros de RMN de 'H para regido mais desprotegido,
fazendo com que o algoritmo SPA-LDA classifigue as amostras de S500
diferentemente das S1800. Isso se deve devido a mudanca nos valores dos
deslocamentos quimicos assim como da sua intensidade, principalmente, na regiao

centrada em 8,261 ppm.

4.2.2. Quantificacdo de RMN de 'H e °C

O teor de biodiesel ndo tem a calibragdo interferida pela variagcdo na
quantidade de outros elementos contidos na matriz éleo diesel. Para comprovar esta
afirmacao foi realizada uma quantificacdo dos parametros: teor de enxofre, massa

especifica, temperatura de destilacao a 50% e 80%, indice de cetano e ponto de
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fulgor que sao alguns dos parametros determinados pelo Laboratério de

Combustiveis do CCDM/DEMa/UFSCar para avaliar a qualidade do produto.

As variaveis que foram escolhidas para o teor de enxofre sdao as que
condizem com a simulacdo anterior, apresentada na figura 28, somadas a algumas
outras variaveis no espectro, como as frequéncias dos grupos -CH,, e que ajudaram
a obter um bom modelo de regressédo multilinear, conforme figura 29. Nela, podemos
observar as regides em azul (na direcdo x - horizontal) que representa os teores de
enxofre e fornecida pelas andlises realizadas no CCDM e as intensidades (na

direcéo y - vertical) representa a quantidade de substancias detectadas pelo RMN.

RMSE

NuUmero de variaveis de RMN incluidas no modelo
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Figura 29. Gréaficos do modelo SPA-MLR para o indice de enxofre com as amostras

autoescaladas. (a) 4 variaveis incluidas no modelo de RMN para indice de enxofre;
(b) 4 variaveis de RMN de 'H nenhuma de '®C; (c) validagdo do modelo SPA-MLR

de RMN com um R?

0,9954.
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O modelo SPA-MLR foi realizado para os demais indices, incluindo os

ao

fisico-quimicos como: massa especifica (ME) e a temperatura de destilag

que séo

T50 e T80) conforme vistos nas figuras 30, 31, 32, 33 e 34.

a 50 e 80% (

14

12

10

8

6

4

2

NUmero de variaveis de RMN incluidas no modelo

3 4

2
Variaveis de RMN de 'H e'3C
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Figura 30. Modelo SPA-MLR para a massa especifica a 20 °C com as amostras

0,4972

RMSEV

autoescaladas. (a) 8 variaveis incluidas no modelo de RMN para ME; (b) 6 variaveis
de RMN de 'H e 2 de '®C; e (c) validagdo do modelo SPA-MLR de RMN com um R?
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Modelo SPA-MLR para a temperatura de destilacido a 50% (T50) do

produto com as amostras centradas na média. (a) 15 variaveis incluidas no modelo

Figura 31.

de RMN para T50; (b) 11 variaveis de RMN de 'H e 4 de '*C; e (c) validagdo do

modelo SPA-MLR de RMN com um R? = 0,9804.

92



Resultados e Discussdo

e

3
Variaveis de RMN de "He'®C

NUmero de variaveis de RMN incluidas no modelo
2

93



Resultados e Discussdo

340

335

olsinaid Jojep

Valor de referéncia
Figura 32. Modelo SPA-MLR para a temperatura de destilacdo a 80% (T80) do
produto com as amostras centradas na média. (a) 15 variaveis incluidas no modelo

de RMN para T80; (b) 11 variaveis de RMN de 'H e 4 de '*C; e (c) validagdo do

modelo de SPA-MLR de RMN com um R? = 0,9944.
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Figura 33. Modelo SPA-MLR de RMN para o indice de cetano (IC) com as amostras

autoescaladas.(a) 7 variaveis incluidas no modelo de RMN para IC; (b) 4 variaveis

de RMN de 'H e 3 de '3C; e (c) validagdo do modelo de SPA-MLR de RMN com um
R? = 0,9927.



Resultados e Discussdo

25

0,7312

RMSEV

20
4

15

3

10

2
Variaveis de RMN de 'H e '®C

5
Numero de variaveis de RMN incluidas no modelo

1.327_1.328 1329 1.33

1.325 1.326

96



Resultados e Discussdo

[8)
N

(&)
o

N
(0]

|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
o _4_____4_____2

N
(o]

Valor previsto
N
N

N
N

e
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|

40t-----f A oo

3%8 40 42 44

Valor de referéncia
Figura 34. Modelo SPA-MLR de RMN para o ponto de fulgor (PF) com as amostras
centradas na média. (a) 15 variaveis incluidas no modelo de RMN para PF; (b) 15
variaveis de RMN de 'H e 0 de '°C; e (c) validagdo do modelo de SPA-MLR de RMN
com um R? = 0,9600.
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Os resultados para as 6 calibragdes SPA-MLR de RMN de 'H e *C sao

mostrados na tabela 16.

Tabela 16. Resultados para os modelos de validagao usando o algoritmo SPA-MLR
de RMN 'H e '®C para o biodiesel em diesel.

Variaveis (x) RMSEV R? Pretratamento

Enxofre 4 ("H) 0,0039 0,9954 Autoescalonado

ME 6 ("H) e 2 (**C) 0,4360 0,9983 Autoescalonado
T50 11 ("H) e 4 (**C) 0,4972 0,9804 Centrado na média
T80 11 ("H) e 4 (**C) 0,8539 0,9944 Centrado na média

IC 4 ("H)ye 3 (**C) 0,1451 0,9927 Autoescalonado
PF 15 ("H) 0,7312 0,9600 Centrado na média
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Conforme apresentado na figura 30, a maioria das variaveis selecionadas
para a massa especifica foi das regides dos aromaticos, tanto no RMN de 'H quanto
no de "*C.

Os modelos SPA-MLR de RMN para a temperatura de destilacao (figuras
31 e 32) sdo coerentes porque as 14 variaveis que foram selecionadas tanto do
hidrogénio como do carbono tém os deslocamentos das metilenas (-CH.) que
formam as grandes cadeias de acidos carboxilicos que compdem o BX.

O indice de cetano, figura 33, selecionou a variavel correspondente ao
deslocamento quimico da metoxila na RMN de 'H porque ele depende da
quantidade de biodiesel adicionado no diesel.

Todos os parametros foram bem calibrados e apresentaram uma 6tima
validacdo do método SPA-MLR, mostrando que mesmo com a possibilidade de
variar as concentracoes de enxofre e de outros parametros como: teor de enxofre,
massa especifica, temperatura de destilacao a 50% e 80%, indice de cetano e ponto
de fulgor ainda conseguem calibrar o teor de biodiesel no éleo diesel BX, ou seja, a

RMNgq mostrou-se uma técnica muito seletiva.
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5. CONCLUSOES

Nesta tese foi apresentada uma nova proposta para validacao da técnica
RMNgq, seguindo a normalizagdo NBR ISO/IEC 17025 e o guia GUM para o célculo
da incerteza de medicao, para a quantificacao do teor de biodiesel em éleo diesel.

O método de RMNq de 'H foi uma técnica precisa e exata e com uma
linearidade de 4 a 20% para a determinacao do biodiesel em 6leo diesel. Com isso,
o0 método torna-se uma ferramenta analitica importante para o monitoramento dos
teores de biodiesel em diesel até os limites que hoje sdo estabelecidos para o uso
experimental em frotas automotivas ou em equipamentos industriais especificos, que
€ de 20% (v/v), conforme estabelecido pela Resolu¢cdo ANP no. 2 de 13 de janeiro
de 2011.

Considerando aos aspectos metrolégicos envolvidos nos calculos de
incerteza de medicdo para as medidas de RMNq de 'H, a principal componente de
incerteza determinada esta associada ao controle de temperatura pela BVT (unidade
controladora da temperatura), que apresentou uma contribuicdo de 40,95% na
incerteza padrao combinada. Este fato confirma algumas evidéncias experimentais
de que a temperatura da amostra deve ser calibrada.

O teor de biodiesel apresentou uma incerteza de medicao de + 0,8% para
o B5, que foi proximo da medida da concentracdo do desvio padrao * 0,5 %, obtido
pelo Laboratério de Combustiveis e Biocombustiveis do CCDM/DEMa/UFSCar.
Pressupdem-se que se a temperatura interna da amostra fosse calibrada, esse valor
tenderia a ser menor, uma vez que pode existir uma diferenga entre a temperatura
da amostra e a temperatura de entrada dos gases para aquecé-la.

Os teores de enxofre existente no biodiesel em diesel S500 e S1800 se
mostraram de suma importancia para a quantificacdo dos teores de biodiesel em

100



Conclusoes

6leo diesel BX. A curva linear de calibracdo do S1800 apresentou um erro para
todas as amostras de S500. Com base nessa constatacdo o modelo SPA-LDA
permitiu que as amostras de 6leo diesel BX fossem classificadas entre S500 e
S1800 com uma variavel de RMNg de 'H e *C, em 8,261 ppm, que tem o
deslocamento quimico muito proximo dos compostos aromaticos sulfonados.

A seletividade do espectro de RMNg de 'H e '*C é comprovada pelo
modelo SPA-MLR para o teor de enxofre, massa especifica, temperatura de
destilacdo a 50% e 80%, indice de cetano e ponto de fulgor que apresentaram um
R? 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 alcancados neste trabalho sdo passos importantes na
busca pela exceléncia da qualidade dos ensaios realizados pelo grupo do
Laboratério de RMN do DQ/UFSCar, principalmente em fungdo da introducao e
discussdao de aspectos metrolégicos envolvidos na RMN, incorporacdao de
experiéncias multidisciplinares, melhorias nos procedimentos laboratoriais e a
formagdo de recursos humanos voltados a uma Gestdo da Qualidade com

reconhecida competéncia.
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Anexo

ANEXO 1

Programa em C** de calibracdo dos espectros da RMN de 'H:

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 saida:

Yoeixox --> Eixo da abcissa em ppm;

%Matriz_cal --> Matriz com os espectros calibrados;

%

%Dados de entrada:

%01P --> Valor de O1 em ppm;

%SW --> Spectral width (ppm);

%Matriz  --> Matriz de espectros cujas variaveis estao nas linhas % e
as amostras nas colunas (igual ao Origin).

%N --> NUmero de amostras da Matriz de espectros.

%
%Autor: Francisco Fernandes Gambarra Neto
%Data: 02/03/2009

eixox=linspace(O1P+SW/2,01P-SW/2,TD); %0 numero 65536 corresponde ao TD
de 64K.

eixox_signal=sign(eixox); %transforma os numeros negativos, zero e positivos em -
1, 0 e 1, respectivamente.

eixox_positivo=find(eixox_signal==1); %Encontra as posicoes dos numeros 1 na
matriz anterior.

eixox_zero=eixox_positivo(1,end); %Esta é a posicao do numero mais proximo de
zero. Esta posicao sera tomada como referéncia para a calibragao dos espectros.

%load Matriz
TMS=Matriz;

TMS(eixox>0.25,:)=0; %Esta matriz € do mesmo tamanho da matriz de dados inicial,
sb que ela contém apenas os picos do TMS.

TMS(eixox<-0.25,:)=0; %Ela foi usada para definir a posicao real do pico de tms para
cada amostra

TMS_max=max(TMS); %Valores maximos dos picos de TMS.
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Anexo

for j=1:N %35 é o numero de amostras.
TMS_position(1,j)=find(TMS(:,j)==TMS_max(1,j)); %Encontrando a posicao real do
pico de TMS para cada amostra.

end

offset=TMS_position-eixox_zero; %Este caso resolve apenas o meu problema de
calibracdo. Para situacbes em que os sinais

Y%estejam deslocados positiva ou e negativamente, pode ser melhor trabalhar com
%0s 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
relacdo ao zero seja transferida para o final do spectro. Isto faz com que os sinais
spectrais recuem para o inicio 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 quimico (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 quimico (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 quimico (ppm)’)
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