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2.1 INTRODUCAO

O uso de substancias puras ou em formula¢des para diversos fins, sejam
extraidas de plantas e animais, sejam sintetizadas, € tio antigo quanto o
proprio homem e tem servido de base para o desenvolvimento de diversos
setores industriais.
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Apesar do grande desenvolvimento da sintese organica e de novos proces-
sos biotecnoldgicos, o interesse pelas drogas de origem vegetal permanece
e, atualmente, 25% dos medicamentos prescritos nos paises industrializados
sao originarios de plantas e 44% de todas as novas drogas tém envolvimento
de produtos naturais. Por exemplo, de acordo com Hostettmann (2003), dos
medicamentos prescritos, 56 % sdao produtos sintéticos, 24 % sio derivados
de produtos naturais, 9% sdo produtos sintéticos modelados a partir de
produtos naturais, 6% sao produtos naturais e 5% biologicos'.

A adultera¢do de um produto, seja ele alimentar, farmacéutico, combusti-
vel ou outro, inclui a substituicio do produto original por um similar mais
barato. Por exemplo, no caso de um medicamento, inclui a substituicao
do principio ativo mais caro por placebos, tal como ocorreu no episédio
da “pilula de farinha”, em que houve a substitui¢do do principio ativo da
pilula anticoncepcional por farinha. A adulteragiao pode se dar também pela
redugdo da quantidade do principio ativo, o que pode diminuir o efeito do
medicamento, provocar o retardo do tratamento ou a morte de pessoas com
problemas cronicos tratadas com remédios falsificados?.

No caso de alimentos, um exemplo frequente de adulteracdo é a do azeite
de oliva, que muitas vezes é adulterado com azeites de oliva de menor quali-
dade ou com outros 6leos comestiveis, como de soja, milho, canola, algodao,
girassol, amendoim e améndoa.

Adulteracoes de combustiveis ocorrem por adi¢do de produtos mais bara-
tos e que possuem boa miscibilidade no diesel, tais como 6leos vegetais
resultantes de fritura (ndo transesterificado) ou solventes, como querosene
ou aguarras. Combustiveis adulterados provocam aquecimento e aceleragao
do motor, além de aumentarem o consumo de combustivel, a emissao de
material particulado e de gases de exaustao®.

Na andlise quimica de materiais, substancias puras ou em formulag¢des,
as principais técnicas utilizadas sdo as técnicas espectroscoOpicas, nas quais
os dados fisico-quimicos sdo levantados através da transmissido, absor¢do
ou reflexdo da energia de radiac¢do incidente em uma amostra. Fazem parte
das técnicas espectroscOpicas a espectrometria de massas (EM), a espectros-
copia de ressonancia magnética nuclear (RMN), no infravermelho (IV), no
UV/Visivel e de fluorescéncia, bem como a rotacdo 6ptica especifica, [a]tD,
dicroismo circular (CD) e cristalografia de raios X, entre outras?.

A identificagdo de substancias por RMN, principalmente de 'H e de 3C,
€ uma das técnicas mais usadas para se obter informacdes sobre a estrutura
quimica de compostos organicos conhecidos ou ndo. O espectro RMN 'H é
facilmente obtido, pois os nucleos de hidrogénio sio abundantes e a analise
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pode ser realizada em cerca de dez minutos. No entanto, a técnica de RMN
13C pode exigir um tempo de medida tdo grande quanto 24 horas, devido
a baixa sensibilidade inerente do nucleo de *C (1,59% relativa ao 'H) e,
normalmente, a pouca quantidade de amostra disponivel, frequentemente
menor que 20 mg.

Além desses espectros rotineiros, muitas vezes faz-se necessario usar
técnicas para obtencao de espectros em duas dimensdes (2D), tais como
homonuclear correlation spectroscopy (COSY, correlagdes entre hidrogé-
nios que estao acoplados por 2-3 liga¢des - J,, ), nuclear overhauser effect
spectroscopy, (NOESY, correlacdao entre hidrogénios espacialmente pro-
ximos), heteronuclear multiple-bond correlation spectroscopy (HMQC/
HMBC) e heteronuclear single-quantum correlation spectroscopy (HSQC),
dentre outras técnicas, para elucidar as estruturas das substancias. Todas
essas técnicas tém custo elevado, além de serem demoradas®.

O desenvolvimento de métodos cromatograficos, tais como o
high-performance liquid chromatography (HPLC), para identificacao
de substancias puras, medicamentos ou drogas ilicitas, além de demorar,
envolve custos adicionais com solventes e problemas ambientais relaciona-
dos com a disposicao de grande volume de solvente residual?.

Tratando-se de substincias desconhecidas, é imprescindivel, para a deter-
minac¢ao de suas estruturas, a utilizacdo de técnicas avancadas e a andlise
integrada dos vdrios espectros obtidos. Entretanto, a situacdo mais corri-
queira € a analise de substancias com estruturas ja conhecidas. Ainda assim,
na maioria dos casos, a confirmacao das estruturas é feita utilizando varias
técnicas sofisticadas, o que resulta em gastos desnecessarios de tempo e ele-
vagdo dos custos®.

A necessidade de economicidade de tempo e aumento da eficiéncia indi-
cou a conveniéncia de desenvolver um método para a confirmagdo da iden-
tidade das substidncias ja conhecidas, que agregasse os requisitos de alta
sensibilidade, simplicidade, baixo custo e rapidez. O método aqui descrito
consiste na identificacdo de substancias aromaticas por comparacio de seus
espectros obtidos por espectrofluorimetria e espectroscopia no UV-Vis com
os espectros correspondentes de substancias padrdes e andlise destes através
de métodos quimiométricos, tais como a analise de componentes principais
(PCA). Além disso, também ¢é possivel quantificar essas substincias através
de técnicas de calibragdo multivariada, como, por exemplo, minimos qua-
drados parciais (PLS)*.

O método também pode ser aplicado com sucesso na identificaciao de
adulterag¢dao do diesel por 6leo residual por comparagdo de seus espectros
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obtidos por Espectrofluorimetria com os espectros correspondentes de mis-
turas preparadas e a analise destes espectros através da analise de compo-
nentes principais (PCA)%. A aplicacdo da espectrofluorimetria associada a
técnica de calibra¢ao multivariada, como, por exemplo, minimos quadrados
parciais (PLS), permite a determinacdo de importantes propriedades de bio-
combustiveis, como estabilidade oxidativa®, viscosidade, massa especifica
e concentragao®.

2.2 PROSPECCAO TECNOLOGICA DE METODOS
DE ANALISE ESPECTROSCOPICOS

A prospeccdo tecnoldgica é uma ferramenta essencial para que se pos-
sam decidir os rumos da pesquisa, do desenvolvimento tecnoldgico e da
inovacdo de base tecnolégica” como, por exemplo, em associacdes como a
RENORBIO, que focam o desenvolvimento de biotecnologia'®, ou em estra-
tégias de desenvolvimento regional'!.

Recentemente, algumas prospecc¢des tecnoldgicas mostraram aspectos
especificos da identificagao de Oleos vegetais e combustiveis de substancias
puras ou em formulacdes mapeando patentes e artigos, tais como uso da
fluorescéncia da clorofila para determinar adulteracdo de 6leos vegetais!?,
analise da matéria-prima para produciao de biodiesel'?, avaliacio da qua-
lidade de 6leos por fluorescéncia'¥, determinagao do grau de oxidacio de
6leos e biocombustiveis por métodos 6ticos'’, monitoramento do processo
de transesterificagdo bdsica com énfase em producao de biodiesel'®.

2.2.1 Metodologia da prospeccao

A metodologia foi desenvolvida especificamente para se analisar a evolu-
¢ao dos métodos analiticos baseados em propriedades 6ticas para determi-
nacdo da qualidade de combustiveis, 6leos e misturas. Foi utilizado o banco
eletronico Espacenet, do European Patent Office (EPO)", que atualiza perio-
dicamente a sua base, incluindo patentes depositadas em mais de 90 paises,
tendo boa cobertura e menos repeticdes que outras bases, além de permitir
o livre acesso.

* Disponivel em http://www.epo.org/searching/free/espacenet.html.
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Foi utilizada a classificagcao europeia (European classification system —
ECLA), por ser um sistema de classificacdo internacional mais detalhado e
preciso, com menos repeti¢des e melhor cobertura.

Os codigos (Tabela 2.1) foram selecionados privilegiando a especificidade
e pertinéncia para o tema.

Foram considerados todos os pedidos de patentes, independentemente de
seu exame e concessao, dado que o objetivo é avaliar o que a humanidade
tem apropriado e desenvolvido nesse tema. Dessa forma, o propésito foi
encontrar gargalos e oportunidades nas analises com métodos espectros-
copicos para determinacdo da qualidade de combustiveis, 6leos e misturas.

Foram identificadas 1.129 solicitacdes de patentes relacionadas ao tema,
todas baixadas e organizadas em uma planilha do programa Excel e depois
importadas pelo software de mineracao de textos Vantage Point, sendo, em
seguida, processadas.

Tabela 2.1 Principais cddigos de classificado obtidos na revisdo sistemtica de patentes

(0DIGOS DESCRICAO

Guias de luz; detalhes estruturais de disposicdes, incluindo guias de
luz e outros elementos dticos, p. ex., acoplamentos.

60286,/00

Acoplamentos de guias de luz com combinagdes compreendendo vdrios elementos optoeletrdnicos
602B6/43 ¢ interconexdes dticas associadas (dispositivos semicondutores emissores de luz ou sensiveis
@ luz; lasers semicondutores monoliticamente integrados com outros componentes).

Espectrometria; espectrofotometria; monocromadores; medicdo

60113/08 das cores em sistemas para comutaco do feixe.

Investigacdo do espectro (usando filiros de cor) aplicando técnicas analiticas de:
601J3/42 espectrometria de absorcdio; espectrometria por raios duplos; espectrometria por
cintilagdio; espectrometria por reflexdo (disposicdes para a interrupcdo de raios).

Investigagdo ou andlise de materiais pelo uso de meios Gficos, p. ex.,

60TNZ1/00 usando raios infravermelhos, visiveis ou ultravioletas.

Investigagdo ou andlise de materiais pelo uso de meios Gficos em sistemas, nos quais a luz incidente ¢
60TN21/17  modificada em concorddncia com as propriedades do material investigado (nas quais o material investigado
¢ oticamente excitado, provocando uma modificacGo no comprimento de onda da luz incidente).

Investigacdo das propriedades dticas (cor; propriedades espectrais) do material com
60TN21/39 relacdo a comprimentos de ondas caracteristicos de elementos ou moléculas especificas,
. ex., espectrometria de absorctio atomica usando fasers sinfonizdveis.

Investigagdo ou andlise de materiais pelo uso de meios Gticos, em sistemas nos
GOIN21/41 quais a luz incidente & modificada em concorddncia com as propriedades do material
investigado pela refratividade e propriedades que afetam as fases.
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(0DIGOS DESCRICAO
Investigactio ou andlise de materiais pelo uso de meios dticos em sistemas nos
GOTN21/62 quais o material investigado é excitado, de modo que ele emita luz ou faca com

que ocorra uma modificagdio no comprimento de onda da luz incidente.

Investigagdo ou andlise de materiais pelo uso de meios Gticos em sistemas nos quais o
GOIN21/63 material investigado é excitado, de modo que ele emita luz ou faga com que ocorra uma
modificagtio no comprimento de onda da luz incidente, oticamente excitados.

Investigacdo ou andlise de materiais pelo uso de meios dticos em sistemas nos quais o material
GOIN21/64 investigado é excitado, de modo que ele emita luz ou faga com que ocorra uma modificagdo no
comprimento de onda da luz incidente, oficamente excitados. Fluorescéncia; fosforescéncia.

aon Combustiveis carbondceos liquidos
Investigacdo ou andlise de materiais por métodos especificos ndo
G0TN33/00 abrangidos pelos grupos GOTN1/00-601N31,/00.
60TN33/03 Investigacto ou andlise de materiais por métodos especificos ndo abrangidos pelos
grupos GOTN1,/00-60TN31/00 de 6leos ou gorduras comestiveis
60TN33/18 Investigacdo ou andlise de materiais por métodos especificos ndo
abrangidos pelos grupos GOTN1/00-6G0TN31,/00 de dgua.
60TN33/26 Investigacdo ou andlise de materiais por métodos especificos ndo

abrangidos pelos grupos GOTN1,/00-601N31,/00 de Gleos.

Investigacdo ou andlise de materiais por métodos especificos e andlise quimica
60TN33/52 de material bioldgico com a utilizagdio de compostos ou composicdes para
investigacdo colorimétrica, espectrofotométrica ou fluorométrica.

Foram examinadas e retiradas as patentes repetidas, duplicidades e paten-
tes pertencentes a mesma familia obtidas mais de uma vez, devido aos depo-
sitos independentes em diferentes institui¢des de propriedade industrial.
Com este pré-tratamento, restaram 309 patentes de interesse para o controle
da qualidade de combustiveis, 6leos e misturas.

Avaliaram-se em cada patente, aspectos relacionados ao depdsito de
patentes (evolug¢do anual, pais e continente), depositantes (setor, organi-
zagdo, empresa, independente, instituicio de pesquisa, governo), tipo da
patente (método, aparato, processo, produto), método e/ou técnicas empre-
gadas, componentes e fluidos de analises. Na analise estatistica das patentes,
utilizaram-se lineamentos e indicadores de reporte de desempenho, segundo
os conceitos da World Intellectual Property Organization (WIPO, 2013):

® A construgdo de indicadores foi realizada a partir da data de deposito
da patente; dessa forma, as patentes protocoladas 18 meses antes da
pesquisa foram incluidas.
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® Os dados de familias de patentes foram baseados em data de priori-
dades (primeiro depdsito).

e O pais de origem foi estabelecido em relacao ao pais de residéncia do
primeiro depositante.

® No caso de empresas com depdsitos em varios paises ou subsididrias,
os resultados das estatisticas por depositante foram somados e apre-
sentados sob um unico titular.

A estratégia da revisio sistematica de artigos cientificos consistiu inicial-
mente na definicdo e classificagdo das palavras-chave mais pertinentes para
realizar o mapeamento tecnoldgico e revisdo sistemadtica de artigos relacio-
nados a sensores espectrofluorimétricos e/ou meios 6ticos para controle da
qualidade de combustiveis, 6leos e misturas (Tabela 2.2).

A classificagao dos artigos se deu em relagdo a invencdo e/ou aperfeigoa-
mento de equipamentos (sensores), aos métodos empregados (infravermelho,
absorcao UV, fluorescéncia e espectrofluorimetria), materiais (combustiveis,
6leos, diesel, biodiesel e biocombustiveis) e aplicagdes das tecnologias em
funcdo de analisar as propriedades para o controle da qualidade de com-
bustiveis, 6leos e misturas (adultera¢do, concentracao, mistura, qualidade,
determinacio, detec¢ao, mensuracao, monitoramento e/ou identificacio).

Tabela 2.2 Classificag@o das palavras-chave utilizadas na busca de artigos cientificos

EQUIPAMENTOS Sensor* Adulter*
Infrared* Concentra™
, UV Absorpt* Mixtur*
METODOS — ————
Fluoresc* Qualit*
Spectrofluor* . Determinat®
APLICACOES ———
Fuel* Detect*
0il* Measurem*
OLEOS Diesel* Monitor*
Biodiesel™ N
Identific*
Biofuel*

* Indica que qualquer substituicdo é possivel.

Nessa fase preliminar, foi observada uma elevada generalidade do
campo tecnoldgico associada as palavras-chave selecionadas acima, ou
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seja, encontrou-se uma extensa quantidade de registros de artigos cientifi-
cos publicados por cada palavra-chave. Para evitar generalidades que nao
incluissem artigos de interesse, o que tornaria o volume de informacio ope-
racionalmente invidvel para a triagem, processamento e analise, realizou-se a
combinacdo dessas palavras-chave, em fun¢do das suas classifica¢oes (equi-
pamentos, métodos, 6leos, aplicacdes), conforme a Tabela 2.3, excluindo
aplicacdes médicas, microbiologicas e animais.

Tabela 2.3 Busca de artigos com combinacGes de palavras-chave no campo “topico”

CAMPO LOGICA PALAVRAS-CHAVE
1 - Equipamento (Sensor®)
2 AND Métodos (Spectrofluor®)
3 AND Materigis (Biodiese*)
4 AND Aplicagdes (Adulter*)
5 NOT Medic* or Microb* or animal*

*Indica que qualquer substituicdo é possivel.

Foram selecionados e exportados 4.225 artigos da base Web of Science,
da ISI Web of Knowledge®. Foram examinados e retirados os artigos em
duplicidade, restando 1.764 artigos de interesse.

Avaliaram-se em cada artigo aspectos relacionados a publica¢ido (evolugao
anual, pais e continente), as organiza¢des (setor, empresa, independente, ins-
tituicdo de pesquisa, governo), ao tipo de artigo (método, aparato, processo,
produto), método e/ou técnicas empregadas, componentes e fluidos de analises.

2.2.2 Resultados da prospeccdo

Até 1990, foram publicados sete artigos sobre o tema e solicitadas 86
patentes que se referiam essencialmente a métodos tradicionais, cujos equi-
pamentos ja se encontram em uso em escala comercial ha décadas. A partir
de 1990, (Figura 2.1) sdo identificadas duas ondas tecnoldgicas: uma inicial,
referente a melhorias de tipos de amostras e a lasers; e outra mais recente,
referente a novos materiais e componentes, como LEDs e fotodiodos.

*  Ver http://www.webofknowledge.com.



Identificactio de substancias puras ou em formulagdes por meio de andlise espectral e quimiometria

Quanto aos sete artigos publicados até 1990, foram selecionados apenas
aqueles que propoem o desenvolvimento de novas técnicas ou novas meto-
dologias, excluindo os que focavam, essencialmente, no uso dos métodos
tradicionais, por isso a sua contagem. A partir de 1990, o crescimento dos
artigos € exponencial, sendo varios os métodos propostos e diversos os equi-
pamentos descritos para operar com esses métodos.

A razdo entre patentes e artigos mostra pouca estabilidade, tipica de tec-
nologias que eram maduras e que estdo apresentando vertentes tecnoldgicas
emergentes. De fato, vdrias técnicas espectroscopicas estio sofrendo melho-
rias ou mudando radicalmente o tipo de componentes dos equipamentos,
ou ainda sendo integradas e focando em portabilidade, uso em tempo real,
técnicas ndo invasivas e nao destrutivas.

Os varios métodos e as relacoes entre eles foram analisadas, tanto para
patentes (Figura 2.2) como para artigos (Figura 2.3).

Patentes

4 - I
—_ - W = s S = Lo B e } b = =
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Figura 2.1 Evolugdo anual desde 1990 das solicitagdes de patentes, das publicacdes de artigos e da razdo percentual anual entre elas.
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Os métodos mais referidos nas patentes sdo fluorescéncia, absor¢ao, infra-
vermelho, marcadores em geral, refletincia e colorimetria, sendo observada
também a cromatografia. Sio observadas muitas patentes em associacdes
com fluorescéncia e absor¢do, e em absor¢ao com infravermelho. Associa-
¢oes de trés técnicas mostram, principalmente fluorescéncia com marcadores
e absorcdo. Uma patente associa colorimetria com cromatografia e marcado-
res. Aqui se identifica uma oportunidade em métodos de fluorescéncia que
nao estejam associados a marcadores, ou seja, que utilizem a fluorescéncia
intrinseca das amostras.

Exemplos de patentes pertinentes a0 nosso tema sao poucos e ocorre-
ram hd algumas décadas, como, por exemplo, a da empresa Conoco Inc.
(1980), referente a um método utilizando fluorescéncia para determinagao
da presenca de hidrocarbonetos em dgua. Ou o exemplo da empresa Baileys
Meters Controls Ltda (1977), referente a um processo e um equipamento
para monitoramento por fluorescéncia de polui¢ao ambiental'”8,

Reflectincia (12)

JLJJ

i

Figura 2.2 Rede de relacionamento entre patentes no que tange a tipos de técnicas (cada bolinha representa um documento).
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Os artigos focam essencialmente fluorescéncia, infravermelho, cromato-
grafia, absorcdo e marcadores, tendo ainda uma pequena contribui¢iao de
refletidncia e colorimetria. Ora, como os artigos sdo indicadores de para onde
a ciéncia esta se dirigindo e sdo os precursores das patentes, pode-se consi-
derar que as tecnologias de refletincia e de marcadores estio se tornando
maduras, sem grandes descobertas cientificas que levariam a novas patentes.

Por exemplo, Wang et al. (2009) analisaram 6leos através de fluorescén-
cia, estudando os efeitos substituintes e solventes de derivados de benzo-
tiazol'. Changchuan et al. (2010) usaram luminescéncia e polarizagio da
fluorescéncia para determinar a presenca de tracos de europium (III) em
Oleos e sistemas micelares em terras raras?’. Sahiner et al. (2007) monitora-
ram in situ a sintese de micro e nanogéis a partir de derivados de acriloa-
mida num sistema organogel de lecitina de soja?!. Janusziewicz et al. (1992)
utilizaram tragadores fluorescentes no ultravioleta para monitorar a conta-
minag¢do de 6leos?. Xu et al. (2008) determinaram a presenga de antraceno

Infravermeino (262)

Figura 2.3 Rede de relacionamento entre artigos no que tange a tipos de técnicas.
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em microemulsdes SDS/dlcool benzilico/dgua, mostrando que este tende a se
localizar na membrana da interface e na fase oleosa®.

E grande a associacdo entre absorcdo e fluorescéncia nos artigos, indi-
cando uma tendéncia da ciéncia de ter as duas técnicas num mesmo método
de andlise de qualidade. As publicacdes de artigos com associagdes das pala-
vras-chave “infravermelho e absor¢do” e “fluorescéncia, infravermelho e
refletincia” sio numerosas, o que pode ser atribuido, especialmente, a espec-
troscopia de infravermelho com transformada de Fourier (Fourier transform
infrared spectroscopy — FTIR) e a espectroscopia no infravermelho préximo
(near infrared — NIR).

Em cada documento de depdsito de patentes foram mapeados os usos
das técnicas de andlise (Figura 2.4). A maioria delas se refere as caracteris-
ticas de compostos, sendo predominantes os hidrocarbonetos e os 6leos. As
aplicacdes em satide de novas técnicas sao também bastante referidas. S3o
ainda relativamente poucos os documentos de patentes referentes a analitos

(Caracteristicas, Compos... (109) )  Hidrocarbonetos e Oleos... (50)

2%
T
D05

(Aplicagdes na Saude (48) ) (Analitos (29) )

Qualidade e Misturas de ... (23)

—-% &
J‘?)%‘?J Gases, Poluentes e Derr... (14)

%

(Gleos Comestiveis (10) ) (Dispensadores de Liquid.. (5) )

ﬁ Poluigio em Amostra (7)  (Consumo de Oleos e Co...(3) )
2 2
B ADUNA

(Rlimento e Produtos Agri... (9))

Figura 2.4 Distribuicto por temas das patentes envolvendo métodos Gticos de andlise.
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e qualidade de misturas, mostrando que ainda vale a pena investir em pes-
quisa e desenvolvimento neste tema. Estio também presentes alimentos,
6leos comestiveis, consumo de 6leos e produtos agricolas, aspectos ambien-
tais como gases poluentes, derramamentos e detec¢do de grau de poluigao
em amostras.

Exemplos de usos de patentes sdo o uso da espectroscopia de absor¢do no
UV-vis para determinar propriedades de 6leos e sua presenc¢a ou contami-
na¢ao?*, da quimioluminescéncia para detectar contaminacdes de superficies
por micro-organismos? e para determinar o teor de 6leo em sementes?®, da
espectroscopia de absorcao e reflexao para determinar o nivel de estresse
oxidativo utilizando os acidos graxos de um tecido?” e da fluorescéncia
intrinseca para monitorar qualidade em processos de obten¢ao de combusti-
veis e dispositivo sensor para sua opera¢ao?®, para identificacao de substan-
cias, puras ou em formulacdes, através de andlise espectral e quimiometria?
e método para predizer propriedades quimicas e fisico-quimicas de 6leos
através de analise multivariada associada com espectrofluorimetria®’.

Observou-se que a técnica de espectrofluorimetria a LED associada a
quimiometria é uma oportunidade, tendo em vista o desenvolvimento de
componentes nas ultimas décadas que permitem desenvolver equipamentos
de baixo custo, portateis e com boa relagao sinal/ruido.

2.3 METODOS ESPECTROSCOPICOS

Métodos que se baseiam na detecg¢dao e andlise de um feixe de radia-
¢ao eletromagnética vinda de uma amostra que estd sob investiga¢do sdo
denominados espectroscopicos. Sio métodos que determinam a interagdo
dos diferentes tipos de radiagdo com a matéria, fundamentados na absor-
¢do ou emissdo de radiagao eletromagnética por muitas moléculas, quando
seus elétrons movimentam-se entre niveis energéticos. Diferentes interva-
los no amplo espectro da radiacdo eletromagnética, desde os raios X até
micro-ondas, sdo cobertos pelos diferentes métodos ditos espectroscopicos.
Considerando que as intera¢des da radiacdo com a matéria podem ocorrer
tanto em nivel atdmico como em nivel molecular, os métodos instrumen-
tais espectroscopicos compreendem (Tabela 2.4) emissdo (emissdo atomica),
luminescéncia (fluorescéncia atdbmica e molecular, fosforescéncia), espalha-
mento (Raman, turbidimetria e nefelometria) e absor¢iao (absor¢ao atdémica
e molecular)*.
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O espectro de radiacdes eletromagnéticas estende-se, em ordem crescente
de energia, das ondas de radio, com longos comprimentos de onda (de 10° m
a 100 m), até radiacdes de altissima energia (raios X e raios gama) com com-
primentos de onda muito curtos, entre 10 m e 10 m. O espectro inclui
também regides de radiagdes com energias intermediarias, entre micro-ondas
e o ultravioleta de vicuo. Cada uma dessas regides tem suas formas proprias
de serem produzidas e detectadas, e ndo existe uma interface perfeitamente
definida entre regides adjacentes, sendo o espectro continuo do ponto de
vista macroscopico’’.

Tabela 2.4 Faixa de comprimento de onda de cada técnica espectroscépica

FAIXA DE FAIXA DE .
TIPO DE ESPECTROSCOPIA COMPRIMENTO DE  NUMERO DE ONDA Y glfATNRTAIgICAO
ONDA USUAL USUAL CM-1
Emissdo de raios gama 0,005Aa1,4R - Nuclear

Absorcdo, emissdo, fluorescéncia

e difracio de raios X 0,1Aa100A -

Elétrons internos

Absorctio no ultravioleta a vdcuo

10 nm a 180 nm

1x104a5x%10*

Elétrons ligados

Absorgdio, emissdo e

. . o
fluorescéncia no UV Avisiel 180 nm a 780 nm 5x10*a1,3x10 Elétrons ligados
Absorcdo no IV e 0,78 ym 0 300 pm 13x10'033 Rotagﬁo/yibrugﬁo

espalhamento Raman de moléculas

Absorgdo de micro-ondas 0,75 mm 375 mm 1300,03 Rotagdo de moléculas

Ressondncia de spin eletrdnico 3m 0,33 Spin de eIeTrons’e.m um
campo magnético

Ressondncia magnética nuclear 0,6mal0m 1,7x102a1x103 Spin de nicleos em um

compo magnético




|dentificagdo de substdincias puras ou em formulagGes por meio de andlise espectral e quimiometria

2.3.1 Espectrofluorimetria

A luminescéncia molecular é a emissdo de radiagdao eletromagnética na
regido do ultravioleta proximo-visivel, por moléculas que foram excitadas e
retornaram ao seu estado fundamental. A luminescéncia se divide em fluo-
rescéncia e fosforescéncia, que diferem pela natureza do estado excitado
envolvido. Na fluorescéncia, o spin do elétron excitado mantém sua orien-
tacdo original, sendo denominado estado excitado singleto, no qual o inter-
valo de tempo entre a captacdo do féton e a emissao da energia captada é
extremamente curto (<107 s, podendo ser de até 10-'? s) (Figura 2.5)3".

el S

Estado fundamental Estado excitado Estado excitado
singleto Tripleto

Figura 2.5 Representagdo do estado fundamental e dos estados excitados singleto (fluorescéncia) e tripleto (fosforescéncia).

Quando, durante a promocgdo do elétron ao estado excitado, ocorre inver-
sdo do spin eletronico, o intervalo de tempo entre a captacdo e a emissao de
energia é bem maior (de alguns segundos ou até mais), sendo o fendmeno
chamado de fosforescéncia (Figura 2.5)3!.

A espectrofluorimetria é uma técnica analitica que possui grande sensibi-
lidade, e, por isso, tem sido amplamente aplicada para analitos que requerem
baixos limites de deteccao®*?’. A sensibilidade da espectrofluorimetria é con-
sideravelmente maior que da espectrofotometria UV/visivel, apresentando
limites de deteccao de até trés ordens de grandeza menores, geralmente na
faixa de ng.mL!, em fun¢do do baixo sinal de fundo que as medidas fluores-
centes apresentam?®.

Outra vantagem importante da espectrofluorimetria é a maior seletivi-
dade, o que pode ser explicado considerando que substancias fluorescentes
sdao menos comuns do que substincias ndao fluorescentes. Dessa forma, as
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substincias fluorescentes apresentam espectros caracteristicos de excitacao
e/ou emissio. A sensibilidade, seletividade e, adicionalmente, a simplicidade
instrumental e o baixo custo de manutenc¢do e de andlise, quando compara-
dos com os de outros métodos analiticos, fazem da espectrofluorimetria uma
poderosa técnica com amplo uso na andlise de diversos principios ativos de
uso farmacéutico, biol6gico, ambiental e industrial3”-3°.

A limitacdo da espectrofluorimetria é que somente certas classes de subs-
tancias exibem luminescéncia intrinseca, como consequéncia dos processos
de desativacdo que ocorrem em uma molécula. No entanto, é muitas vezes
possivel a derivatizacdo de analitos ndo fluorescentes em compostos fluo-
rescentes ou a detec¢do indireta através da fluorescéncia de compostos que
reagem quantitativamente com o analito!?40-44,

O equipamento utilizado para medir a fluorescéncia é o espectrofluo-
rimetro (Figura 2.6). A maioria dos espectrofluorimetros opera no visivel,

Y

\

Figura 2.6 Equipamento do espectrofluorimetro Q798FILL: 1) fonte de radiagdo (LED); 2) blogueio de entrada de luz; 3) amostra; 4)
ajuste da amostra; 5) detector (fotodiodo); 6) fibra Gtica; 7) separador de comprimentos de onda da fluorescéncia*>*.
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estendendo-se um pouco para o infravermelho e para o ultravioleta. Um
espectrofluorimetro compreende: (a) uma fonte de radiagio com compri-
mentos de onda conhecidos, que pode ser uma lampada associada a um
monocromador ou pode ser um arranjo de LEDs; (b) um sistema de transfe-
réncia da radiagao emitida até a amostra, que pode ser de fibra 6tica ou um
percurso envolvido por protecdo para impedir a entrada de outra radiagio;
(c) um suporte de amostra sobre o qual a luz incide; (d) um sistema de coleta
da radia¢do emitida pela amostra, que pode ser de fibra ética e/ou sistema
de lentes ou espelhos; (e) um sistema de deteccdo que pode ser de fotodio-
dos, por exemplo.

Nos equipamentos tradicionais, utilizam-se monocromadores para iso-
lar uma linha de comprimento de onda (A) oriunda da fonte de radiagdo
policromatica. Um monocromador é composto por um arranjo 6tico que,
através de uma grade de difra¢ao, decompde em diferentes comprimentos de
onda uma fonte de luz policromatica incidente. Nos modernos, se utilizam
LEDs de excitagao monocromdtica no comprimento de onda de interesse.
Nos equipamentos tradicionais, a radiagio emitida é separada em compri-
mentos de onda por um monocromador e detectada em cada comprimento
de onda por uma fotomultiplicadora. Nos dispositivos modernos se utilizam
dispositivos eletronicos que separam a radiacdo em seus comprimentos de
onda, e a radiagdo é detectada integralmente e a0 mesmo tempo por foto-
diodos ou por arranjos de sensores.

Os espectrofluorimetros desenvolvidos no meio e final do século passado
sdo equipamentos pesados, nos quais é dificil manter o alinhamento dos
componentes Oticos, motivo pelo qual ndo devem ser transportados para o
local de analise. Usualmente a fonte de radiagdo é uma lampada de emissao
continua, que pode ser de xenonio ou mercurio. O critério para a seleciao de
uma ou outra ldmpada depende da condi¢dao necessaria para o procedimento
analitico. Na hipoétese de se precisar do maior nimero de comprimentos
de onda possiveis para a excitacdo da amostra, opta-se pela lampada de
xendnio, mas, no caso de a amostra apresentar fraca absorc¢ao, é mister uma
maior intensidade nos comprimentos de onda emitidos, entao a escolha deve
ser pela lampada de mercurio®’.

Nos espectrofluorimetros atuais, utilizam-se como fontes de radia¢ao os
LEDs, tornando os equipamentos mais versdteis, leves e passiveis de trans-
porte para o local da analise. Neles deve-se se escolher o LED com a emissdo
de interesse. E comum se fazerem arranjos de dois ou mais LEDs e se esco-
lher o mais adequado a medida de interesse utilizando andlise covariante

de dados.
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Os espectrofluorimetros que possuem fonte de emissio continua forne-
cem dois tipos de espectros: espectros de fluorescéncia (emissdo) e espectros
de excitacao.

Na obten¢ao do espectro de fluorescéncia ou de emissdo a amostra deve
ser irradiada com um comprimento de onda fixo, e a intensidade de luz ree-
mitida é medida em uma faixa espectral definida. A escolha do comprimento
de onda de excitac¢do ideal para o registro do espectro de emissido é feita, em
geral, com base no espectro de absor¢ao. Na espectrofluorimetria tradicio-
nal se utilizava, comumente, o comprimento de onda de maxima absorcio.
Hoje em dia, busca-se nio o maximo da emissdo fluorescente, mas sim a
faixa de comprimento de onda na qual a emissdo fluorescente é mais sensivel
a propriedade ou substancia que se quer medir.

Para o registro do espectro de emissdo, apds a definicio do comprimento
de onda de excitac¢do, este deve permanecer fixo, e passa-se entao a registrar
as intensidades de emissao nos diversos comprimentos de onda da banda
de emissao*’. Essa técnica é mais utilizada em medidas rotineiras ou em
tempo real.

Para o registro do espectro de excitagdo, seleciona-se o comprimento de
onda de emissdo correspondente ao maximo da banda de absor¢do e faz-se
variar os comprimentos de onda de excitacdo sobre toda a faixa do seu
espectro de absor¢ao*’. Essa técnica é mais utilizada em laboratérios para
fins puramente cientificos ou didaticos.

2.3.2 Espectroscopia no UV-Vis

A espectroscopia, de forma genérica, consiste no estudo da radiacio
eletromagnética emitida ou absorvida por um corpo. A espectroscopia no
UV-Vis permite determinar a absor¢cdo da luz numa amostra no intervalo
de comprimentos de onda compreendido entre 200 nm e 800 nm. A regido
ultravioleta no espectro é geralmente considerada na faixa de 200 nm e 400
nm, e a regido do visivel entre 400 nm e 800 nm. As energias corresponden-
tes a essas regides sao ao redor de 150 K.cal.mol ! a 72 K.cal.mol! na regido
ultravioleta, e 72 K.cal.mol* a 36 K.cal.mol! para a regido visivel*®. Ener-
gias dessa magnitude correspondem, muitas vezes, a diferenca entre estados
eletronicos de muitas moléculas. A absor¢do da regido visivel e ultravioleta
depende, em primeiro lugar, do nimero e do arranjo dos elétrons nas molé-
culas ou ions absorventes. Como consequéncia, o pico de absor¢dao pode
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ser correlacionado com o tipo de ligagdo que existe na espécie que esta
sendo estudada*.

Para a determinacdo espectrofotométrica na regido ultravioleta é
necessario empregar células de quartzo que nao absorvem nessa zona do
espectro. E um método de analise baseado na propriedade de que espécies
quimicas ionicas ou moleculares absorvem radiacdes na regido do ultravio-
leta e visivel. As radiacdes nessas regides envolvem fotons com energia sufi-
ciente para provocar transi¢cdes de elétrons de valéncia, sendo um processo
especifico relacionado com a estrutura molecular da espécie absorvente. A
quantidade dos fétons absorvidos serd sempre proporcional ao niumero de
centros absorventes que a radiacdo encontra ao longo do seu percurso atra-
vés da solucao?’.

&C
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Figura 2.7 llustracio da lei de Lambert-Beer: Log (I,/'1) = A =e.cl.

O método esta fundamentado nos principios teéricos da lei de Lambert-
-Beer, que estabelece uma relacdo entre a absorbancia de uma solucdo e a sua
concentragdo. A absorbancia é o logaritmo do quociente entre a intensidade
da luz incidindo na solugdo (I ) e a intensidade da luz saindo da solugao (I):

Log (1,/1) =A=g.c.l
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Em que A = absorbancia; ¢ = absortividade molecular ou coeficiente de
extingdo; ¢ = concentra¢ao do material absorvedor; [ = espessura da amostra
através da qual a luz passa.

A absorg¢do na regido visivel e ultravioleta depende, em primeiro lugar,
do nimero e do arranjo dos elétrons nas moléculas ou ions absorventes.
Como consequéncia, o pico de absor¢dao pode ser correlacionado com o tipo
de ligacao que existe na espécie que estd sendo estudada. Do ponto de vista
pratico, o aspecto mais importante do cdlculo quantico é a determinagao
de quanta luz é absorvida pela amostra. Entre os compostos organicos, os
que possuem dupla ligacao absorvem fortemente no ultravioleta remoto. Os
compostos que possuem ligacoes simples e duplas alternadamente, chama-
das de ligacoes conjugadas, produzem absor¢do em comprimentos de ondas
maiores. Quanto mais extenso for o sistema conjugado, mais longos serao
os comprimentos de onda absorvidos, podendo chegar a regido do visivel®.

O processo instrumental de medicao baseado nas propriedades de absor-
¢ao e emissao de energia eletromagnética em alguma regido do espectro
eletromagnético, ou seja, que mede a radiagdo eletromagnética emitida ou
absorvida por um corpo, é designado espectrofotometria.

Denominam-se de espectrofotOmetros os instrumentos capazes de regis-
trar dados de absorbancia ou transmitancia em fun¢io do comprimento
de onda. O espectro é o registro dos dados, sendo denominado espectro de
absor¢do e espectro de transmissio, de acordo com o dado registrado, se
absorbancia ou transmitincia, respectivamente. O espectro de absor¢do é
caracteristico de cada espécie quimica, sendo possivel a identificacio de uma
espécie quimica por seu “espectro de absor¢do”.

Uma particularidade importante dos espectrofotémetros é a selecio de
radiagdes monocromaticas, o que possibilita inimeras determinacdes quanti-
tativas regidas pela Lei de Beer. Quando a regido espectral usada é a UV/Vis,

Fonte de Monocromador .| Amostra »| Detector
radiagdo il
Amplificador
Referéncia
Sinal

Figura 2.8 Esquema de um espectrofotdmetro. Fonte prdpria.
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sdo necessarios componentes Oticos de quartzo e detectores altamente sensi-
veis, capazes de detectar radiacdes nessa extensa faixa espectral em que atua
o instrumento. Os espectrofotometros, em geral, contém cinco componentes
principais: fontes de radiagdo, monocromador, recipientes para conter as
solucdes, detectores e indicadores de sinal (Figura 2.8)%°.

2.4 QUIMIOMETRIA

A introducdo da instrumenta¢do analitica fornecendo respostas multi-
variadas para cada amostra analisada associada a disponibilidade de com-
putadores, bem como de programas estatisticos sofisticados, fez surgir a
quimiometria’!, que é uma area especificamente destinada a analise de dados
quimicos de natureza multivariada, podendo ser definida como uma drea
da quimica que visa planejar ou otimizar a selecio de procedimentos expe-
rimentais, empregando métodos matematicos e estatisticos na analise dos
dados resultantes que terminam por fornecer o maximo de informagdo qui-
mica relevante, além de conhecimentos sobre sistemas quimicos’>3*.

A analise multivariada consiste na verificacao da rela¢dao entre grupos de
varidveis dependentes coletadas sobre a mesma amostra e corresponde a um
grande nimero de métodos e técnicas que utilizam, simultaneamente, todas
as variaveis na interpretagao tedrica do conjunto de dados obtidos’>.

Com o crescimento da aplicacio da quimiometria foram desenvolvidas
novas ferramentas, ndo s6 para o planejamento de experimentos®*3®
para o tratamento de dados, encontrando aplica¢des distintas conforme o
objetivo do estudo, por exemplo, a otimiza¢do de processos, a classificacao
de dados e as determina¢des qualitativas e quantitativas. Podem ser citadas
como exemplos as técnicas de: analise por componentes principais (PCA),
regressao por minimos quadrados parciais (PLS), regressio por componen-
tes principais (PCR), andlise paralela de fatores (PARAFAC) e Tucker. Da
mesma forma, podem ser citadas técnicas fundamentadas em distancias,
como: andalise hierarquica de agrupamentos (HCA), técnicas baseadas em
inteligéncia artificial como redes neurais e algoritmo genético, técnicas de
l6gica como logica £, entre outros métodos, que tém sido utilizadas por déca-
das para tratamento de dados complexos?%¢-5%-60,

como



Biotecnologia Aplicada a Agro&IndUstria

2.4.1 Andlise de componentes principais (PCA)

Uma das ferramentas mais utilizadas da quimiometria nas mais diversas
areas de pesquisa tem sido a analise de componentes principais (PCA), que
visa, principalmente, reduzir o numero de variaveis, eliminar dados redun-
dantes e facilitar a interpreta¢do dos dados, sendo considerado um método
descritivo e exploratorio.

Os componentes principais resultam da transforma¢do de um conjunto de
variaveis aleatérias correlacionadas em um conjunto de varidveis ndo cor-
relacionadas e ortogonais entre si. Essas varidveis sio combinagdes lineares
das varidveis originais, sendo que a primeira variavel ou primeira compo-
nente principal obtida com essa transformacio é responsavel pela maior
variancia do conjunto original de dados, em sequéncia a segunda compo-
nente ou segunda varidvel é responsavel pela maior variancia restante, nao
havendo correlagdo com a primeira. Nessa mesma linha, a terceira compo-
nente é responsavel pela maior variancia restante e nao é correlacionada
com a primeira e com a segunda componentes, e assim por diante. Dessa
forma, a importancia relativa das componentes principais decresce da pri-
meira para a ultima®l.

No entanto, as componentes principais de interesse em cada caso devem
ser escolhidas de modo que expliquem a anadlise da propriedade ou de subs-
tancias de interesse em cada caso. Pode acontecer, por exemplo, de as com-
ponentes principais com maior variancia explicarem a propriedade de inte-
resse®? ou aspectos basicos, como variacoes de temperatura de tubos de aco
expostos ao sol, e ndo a propriedade de interesse, no caso, a microdegrada-
¢ao estrutural desses mesmos tubos de ago®.

Além de ser capaz de separar informagdes importantes das incertas, des-
necessdarias e repetidas, a PCA auxilia na elabora¢do de hipoteses gerais a
partir dos dados coletados, sendo, por conseguinte, um método exploraté-
rio®*. Neste tipo de analise, o agrupamento das amostras define a estrutura
dos dados, mediante a geracao de graficos de scores e loadings, cujos eixos
sdo componentes principais (CP), nos quais os dados sao projetados. Os
scores fornecem a composi¢ao das componentes principais, relativamente as
amostras. Os loadings, por sua vez, fornecem a composicao das componen-
tes principais em relagdo as variaveis. Tendo em vista que as componentes
principais s3o ortogonais, ou seja, estao todas a 90° uma em relacdo a outra,
¢ possivel examinar as relagdes entre amostras e variaveis através dos gra-
ficos dos scores e dos loadings. O estudo do conjunto de scores e loadings

permite, ainda, estimar a influéncia de cada variavel em cada amostra’3¢5-,
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2.4.2 Regressdao por minimos quadrados parciais (PLS)

O processo que possibilita relacionar um sinal analitico ou resposta ins-
trumental com uma determinada propriedade da amostra é denominado de
calibracdo. O modelo ou método de calibragdo é a equagdao matematica que
ira descrever a relagdo sinal versus propriedade, podendo ser definido ainda
como o processo matemadtico ou estatistico de extra¢ao de informagio a par-
tir do sinal instrumental. A representagao grafica da relacio sinal versus pro-
priedade € feita mediante construgdo da curva analitica ou de calibragcao®”¢".
O método de calibracio pode ser classificado em univariado e multivariado,
linear e ndo linear, direto ou indireto, cldssico e inverso, respectivamente, de
acordo com critérios relativos ao numero de variaveis, tipo de funcdo mate-
matica, obtencdo dos pardmetros de calibracido e a varidvel independente®®.

Denomina-se calibrag¢do univariada quando a relacio matematica esta-
belecida ocorre entre uma unica variavel dependente e uma tnica varia-
vel independente. Na calibra¢do multivariada a rela¢ao envolve mais de
uma variavel.

A calibra¢do multivariada tem sido aplicada em estudos relacionados com
os alimentos, agricultura, industria e meio ambiente’**’. Dentre os métodos
de calibrag¢ao multivariada empregados com maior frequéncia, a regressao
por minimos quadrados parciais (do inglés, partial least square — PLS) é um
dos métodos principais®’.

Para um modelo de calibragdo ser dito linear, as varidveis dependentes
estdo relacionadas com fungoes lineares das variaveis independentes; nao
se observando essa relacao, o modelo é nio linear. A calibracao é direta
quando os parametros sao conhecidos diretamente a partir do sinal analitico
de cada um dos analitos de forma individual, e indireta quando os parame-
tros sao determinados a partir dos sinais analiticos de misturas de compo-
nentes. Quando a concentragido é a variavel independente e o sinal analitico
a variavel dependente, caracteriza-se a calibrag¢do cldssica; em caso reverso,
a calibracdo é inversa’®®,

O principio basico da calibracdo multivariada é a quantificacdo de uma
variavel dependente, mediante a utilizacio concomitante de muitas varia-
veis independentes para quantificar. No campo das analises quimicas, com
o avango da instrumenta¢do e automacao dos laboratorios gerando uma
enorme quantidade de dados, tabelas e graficos para serem identificados,
classificados e interpretados de forma eficiente, a calibragao multivariada
passou a ser largamente empregada, principalmente nos casos em que os
resultados da andlise gerados pelo equipamento apresentam superposi¢ao
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de sinais ou quando se deseja fazer determinag¢des simultaneas de analitos.
A calibragcdao multivariada é uma técnica aplicada a matrizes reais comple-
xas, em que os procedimentos de separacdo e tratamentos quimicos necessa-
rios para aplicar a calibracdo usual simples sdo caros e demorados. Dentre
os métodos de calibragio multivariada, como previamente dito, destaca-se
o método de regressio por minimos quadrados parciais, por ser um dos
empregados com maior frequéncia®’.

O método de regressao por minimos quadrados parciais é um modelo
baseado em variaveis latentes (fatores), em que cada fator é definido como
uma combinag¢ado linear das varidveis originais das matrizes X (variaveis
independentes) ou Y (varidveis dependentes). Assim sendo, é um método
linear de calibra¢ao multivariada, pois os dados das varidveis independentes
X e dependentes Y sdo utilizados para estabelecer um modelo de regressio
linear. Esse método consiste em decompor ou modelar as matrizes origi-
nais, tanto a matriz X como a matriz Y, formando dois conjuntos de fato-
res lineares ou grupos de matrizes denominados de escores (scores) e pesos
(loadings), sendo, por conseguinte, um método bilinear®®7°,

A regressdo por minimos quadrados parciais (PLS) consiste em encon-
trar um conjunto de componentes principais (vetores base) para os dados
espectrais e um conjunto separado de componentes principais para os dados
da propriedade pesquisada, relacionando, em seguida, um conjunto com o
outro, buscando encontrar uma perfeita linearidade entre os escores, ou seja,
entre as projecoes dos dados espectrais e dos dados da propriedade sobre
seus respectivos fatores. Por exemplo, através do PLS é possivel correlacio-
nar dados espectrais de amostras com suas respectivas concentragdes.

2.5 DESCRICAO DO METODO

Recentemente, diversos artigos e patentes foram publicados associando
a espectrofluorimetria a LED com a quimiometria. Alguns exemplos sdo
listados a seguir:

1) Descrevem novos equipamentos®®*.

2) Identificam substancias puras ou em formulagdes>*7?.

3) Predizem o contetido de gordura animal em misturas com 6leo vegetal®.

4) Permitem determinar o teor de acetileno e gases combustiveis em 6leos
de transformadores®*7273,
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5)
6)

7)

Avaliam a degradacio do papel isolante em transformadores de
alta poténcia™.

Permitem a predicdo das propriedades de blendas de biodiesel em diesel
inclusive de massa especifica e viscosidade por métodos oticos®?*7,
Fazem a identificacdo de adulteracdo de biocombustivel por adicdo de
6leo residual ao diesel por espectrofluorimetria total 3D e andlise das
componentes principais®.

Determinam a adultera¢dao de 6leo vegetal por monitoramento da pre-
senca da clorofila’77,

Determinam a estabilidade oxidativa de 6leos e de biodiesel por espectro-
fluorimetria associada a quimiometria®.

2.5.1 Protocolo

O protocolo do método consiste nas etapas descritas a seguir.

1)

2)
3)

Defini¢ao da técnica espectroscopica. As técnicas ja testadas foram espec-
trofluorimetria e espectrofotometria no UV-Vis.

Preparacdo dos padroes.

Realizagdo da anadlise espectroscopica. Um exemplo é a obtencdo dos
mapas espectrofluorimétricos onde as substancias padroes siao coloca-
das em cubetas de quartzo de 1 cm de percurso 6Otico e analisadas em
espectrofluorimetro. As solug¢oes das substancias padroes sao submetidas
a radiagao de fonte com amplo espectro e realizam-se as medidas. A faixa
de excitagdo varia entre 200 nm e 900 nm, sendo preferida a faixa entre
400 nm e 600 nm. A faixa de comprimento de onda de emissdo varia
entre 230 nm e 950 nm, preferivelmente entre 430 nm e 650 nm. As medi-
das sdo feitas fixando o comprimento de onda de excitagdao no seu valor
inicial e variando o comprimento de onda de emissdo desde o valor inicial
até ao valor final, com um passo que pode ser entre 0,01 nm e 50 nm,
sendo preferido aquele entre 0,1 nm e 10 nm, e preferido ainda aquele
entre 0,5 nm e 1 nm. As fendas de emissdo e excitacdo variam entre
2,5 nm e 10 nm, preferivelmente 2,5 nm com velocidade de varredura
de 1.200 nm/min. As medidas sdo feitas fixando o comprimento de onda
de excitacdo inicialmente em 400 nm, com incremento de 25 nm a cada
aquisi¢do e variando os comprimentos de onda de emissao de 430 nm a
650 nm com incremento de 0,5 nm. Sdo elaborados a seguir os mapas
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de curvas de nivel de fluorescéncia para cada amostra com o auxilio de
software adequado, por exemplo, o Origin 8® (Figura 2.9).

4) Aplica-se o tratamento matematico aos dados coletados, com base em
metodologias covariantes. As matrizes dos mapas espectrofluorimétricos
sdo superpostas e organizadas sob a forma de uma matriz tridimensional
em que a terceira dimensdo é cada substancia. Podem-se utilizar todos
os dados obtidos ou apenas parte destes para se proceder a analise cova-
riante. Os dados sdo processados por uma ou mais metodologia cova-
riante. PCA e HCA podem ser utilizados para analise qualitativa como
exemplos demonstrativos ndo restritivos. Ja para a andlise quantitativa
empregam-se PLS e PCR.

5) Identificacio da amostra desconhecida através da comparacdo com os
padrdes por aplicagdo da analise covariante de dados.

2.6 EXEMPLOS DE APLICACAO DO METODO

2.6.1 Andlise de substdncias fenélicas por
espectrofluorimetria e quimiometria

Os padroes de 4cido cafeico, dcido p-cumarico, 4cido ferulico, acido
galico, vanilina e quercetina adquidos de laboratério com certificagao sdao
utilizados para preparar solugdes na concentracdo de 2 mg/mL em metanol.
Cada uma dessas solucdes foi analisada em seis replicatas por espectrofluo-
rimetria e os espectros submetidos a andlise covariante (PCA). Foram sele-
cionados acido cafeico, acido ferulico, vanilina, quercetina e acido salicilico
para a constru¢ao de modelos de calibra¢cao multivariada por PLS.

Os espectros de fluorescéncia dessas solucdes sio adquiridos em espec-
trofluorimetro Perkin-Elmer LS55 equipado com lampada de Xendnio de
150 W e cubetas de quartzo com 1 ¢cm de percurso 6tico e operando com
o software PerkinElmer FL Winlab (versdo 4.0). A excitagdo ¢é iniciada em
400 nm com incremento de 25 nm, e a emissao € obtida na faixa de 430 nm
a 650 nm com incremento de 0,5 nm, sendo obtidos nove espectros de emis-
sao para cada leitura. As fendas de emissdo e de excitacdo sao de 2,5 nm e
a velocidade de scan ou varredura é de, aproximadamente 1.200 nm.min"!.

As matrizes e mapas sao geradas com auxilio do software Origin 8.0°.
No Matlab 6.1® é construida uma matriz 3D com dimensdes equivalentes
a 36 (namero de amostras) x 442 (comprimentos de onda de emissdo) x 9
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(comprimentos de onda de excita¢do). Na sequéncia, a matriz 3D é transfor-
mada em uma matriz 2D com dimensdes 36 (nimero de amostras) x 3.978
pelo comando unfoldm do Matlab® 6.1, centrada na média e submetida a
analise covariante.

Apbs a retirada das leituras anomalas restaram 32 amostras para a PCA,
sendo seis de acido cafeico, seis de dcido p-cumadrico, seis de acido fertlico,
seis de acido galico, trés de vanilina e cinco de quercetina. A Figura 2.9 mos-
tra os mapas de contorno de espectrofluorimetria dos compostos fenélicos
comerciais analisados: 4dcido cafeico, dcido p-cumadrico, acido ferdlico, dcido
galico, vanilina e quercetina. A substancia menos fluorescente é a vanilina, e
sua banda de fluorescéncia esta centrada em 400 nm de excita¢do e 450 nm
de emissdo. Provavelmente, essa substiancia fluoresce quando excitada em
comprimentos inferiores a 400 nm.
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Figura 2.9 Mapas de fluorescéncia dos compostos fendlicos analisados.
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Os 4cidos cafeico, ferulico e cumdrico possuem mapas de contornos na
mesma regido do espectro. O pico maximo de fluorescéncia provavelmente
esta situado abaixo de 400 nm de excitacao e nao foi detectado na ana-
lise. O 4cido galico fluoresce quase que completamente na faixa do visivel
do espectro, com pico maximo de fluorescéncia em 425 nm de excitacdo e
em 450 nm a 500 nm de emissao. Como esperado, em virtude de possuir
cinco anéis aromaticos, a quercetina é a substancia mais fluorescente, e sua
banda de fluorescéncia se situa totalmente na regido visivel do espectro. Seu
pico de fluorescéncia se situa em 450 nm de excitacdo e em 475 nm a 500
nm de emissdo.

2.6.1.1 Andlise de componentes principais (PCA)

Na PCA obtida com os espectros de fluorescéncia do acido cafeico, acido
p-cumdrico, acido ferulico, dcido galico, vanilina e quercetina verifica-se
que, com apenas trés componentes principais é possivel explicar 99,87% da
variancia dos dados, sendo 74,42% para PC1, 20,48% para PC2 e 4,98%
para PC3 (Tabela 2.5). A Figura 2.10 mostra o correspondente grafico de

H]
x10

Autovalor

PC

Figura 2.10 Grdfico de cotovelo (autovalor x PC).
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cotovelo (screen plot), que é um grafico dos autovalores em fun¢ao da ordem
das componentes principais, em que se pode verificar que é possivel selecio-
nar apenas os trés primeiros componentes principais, pois a partir deste
ponto se encontram apenas os residuos, ou seja, componentes principais com
menores porcentagens de varidncia.

A Figura 2.11 mostra o grafico dos escores de PC1 x PC2 x PC3 para
as matrizes dos espectros de fluorescéncia centradas na média. Analisando
a distribui¢ao das amostras no grafico de PC1 x PC2 (Figura 2.12), pode-
-se observar que na segunda componente principal as amostras de quer-
cetina apresentam os valores mais negativos, separando-se das demais. Ja
as amostras de dcido cafeico apresentam os valores mais negativos na pri-
meira componente principal, afastando-se também das demais. Contudo,
em PC1 x PC3 (Figura 2.13) verifica-se que as amostras de acido galico
apresentam os escores mais negativos em PC3 e se separam das demais. As
amostras de dcido p-cumarico, acido fertlico e vanilina apresentaram-se
bastante proximas.

Nos graficos de loadings (pesos) os comprimentos de onda que mais
influenciam sao 400 nm de excita¢do e 448 nm de emissao para PC1 (Figura
2.14), 450 nm de excitagao e 487,5 nm de emissao para PC2 (Figura 2.15)
e 425 nm de excita¢do e 476 nm de emissdo para PC3 (Figura 2.16). Com
base nesses dados, para separar o acido cafeico das demais substancias o
melhor comprimento de onda de excita¢ao é 400 nm de excitacdo e 448 nm
o melhor comprimento de onda de emissio, pois estes sio 0s comprimentos
de onda que mais influenciam no grafico de loading para PC1 (Figura 2.14).

Do mesmo modo, para separar quercetina das demais substdancias o
melhor comprimento de onda de excita¢ao é 450 nm e o melhor compri-
mento de onda de emissdo é 487,5 nm, pois estes sio os comprimentos de
onda que mais influenciam no grafico de loading para PC2 (Figura 2.15).

Tabela 2.5 Percentagem de varidncia capturada pelo modelo PCA

oAb st
] 6,05e+005 74,42 74,42
2 1,66e+005 20,48 94,89
3 4,04e+004 4,98 99 87
4 6,90e+002 0,08 99.96
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IO st OOOR
5 1,07e+002 0,01 99,97
6 3,36e+001 0,00 99,97
7 2,62¢+001 0,00 99,98
8 2,57¢+001 0,00 99,98
9 1,66e+001 0,00 99,98
10 1,54e+001 0,00 99,98
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Figura 2.11 PC1 x PC2 x PC3 de espectros de fluorescéncia de alguns compostos fendlicos.

2.6.1.2 Calibracao Multivariada por PLS

Acido cafeico, 4cido ferilico e acido galico, substancias selecionadas para
a constru¢ao dos modelos PLS sdo analisadas em solu¢ao metanolica.

As solugdes estoques de acido cafeico e acido fertilico sdo preparadas
pesando-se 100 mg de cada substancia separadamente e dissolvendo-se cada
uma em 20 mL de metanol. Dessa forma, sao obtidas solucoes individuais na
concentracao de 5 mg/mL, respectivamente de dcido cafeico e acido ferulico.
A seguir, de cada solugdo estoque sdo preparadas as solugdes:
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Figura 2.12 PC1 x PC2 de espectros de fluorescéncia de alguns compostos fendlicos.
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Figura 2.13 PC1 x P(3 de espectros de fluorescéncia de alguns compostos fendlicos.
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Figura 2.16 Loading para PC3.

e Solugao A: pipetar 1 mL da solucao estoque e completar 5 mL com
metanol. Concentracido da solu¢ao A = 1 mg/mL

e Solucao A1l: pipetar 2 mL da solu¢do A e completar 4 mL com meta-
nol. Concentragao da solu¢io Al = 0,5 mg/mL

® Solu¢do B: Pipetar 2 mL da solugdo estoque e completar 5 mL com
metanol. Concentrac¢do da solucdo B = 2 mg/mL

e Solugdo C: Pipetar 2,5 mL da solugdo estoque e completar 5§ mL com
metanol. Concentracio da solu¢io C = 2,5 mg/mL

e Solugdo D: Pipetar 3 mL da solucdo estoque e completar 5 mL com
metanol. Concentracido da solugio D = 3 mg/mL

e Solugao D1: Pipetar 2 mL da solug¢do D e completar 4 mL com meta-
nol. Concentragdo da solu¢io D1 = 1,5 mg/mL

e Solugido E: Pipetar 3,5 mL da solucdo estoque e completar 5 mL com
metanol. Concentracdo da solugdo E = 3,5 mg/mL

e Solugido F: Pipetar 4 mL da solucdo estoque e completar 5 mL com
metanol. Concentracdo da solugdo F = 4 mg/mL
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Sao desenvolvidos modelos de regressio para acido cafeico, acido ferua-
lico e acido galico. Cada modelo PLS é desenvolvido usando-se regressio
por PLS através do software Unscrambler® 10.1. As matrizes espectrais de
cada substancia sdo organizadas em uma matriz geral centrada na média em
que as amostras estao nas linhas. Na sequéncia por inser¢ao de uma nova
coluna para essa matriz geral sdo adicionados os valores de concentragio
da substancia. Através do software define-se a coluna das concentragdes
como a variavel dependente e os espectros de fluorescéncia como as varia-
veis independentes.

Através do software Unscrambler® 10.1 s3o construidos os modelos PLS
relacionando os espectros de fluorescéncia com os valores de concentragio.
O PLS consiste de dois passos, denominados de calibragao e validacdo. No
passo de calibragdo, o software estima a relagdo entre os espectros e as
concentrac¢des do conjunto de amostras padroes. No passo de validagao, o
software avalia a capacidade do modelo de realizar determinacgdes, isto é, a
sua capacidade preditiva.

A Tabela 2.6 apresenta as concentragdes usadas de acido cafeico e de
acido fertulico na construgdo dos respectivos modelos PLS, e a Tabela 2.7
apresenta as concentra¢oes usadas de dcido gdlico no seu modelo PLS. As
figuras 2.17 a 2.19 apresentam as curvas dos modelos PLS para as substan-
cias acido cafeico, acido ferulico e acido galico.

Tabela 2.6 ConcentracGes usadas de dcido cafeico e de dcido ferdlico para construcio dos modelos PLS

AMOSTRA  CONCENTRACAO (MG/ML)

1 0,5
2 1
3 1,5
4 2
5 2,5
6 3
7 3,5
8 4
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Tabela 2.7 ConcentracGes usadas de dcido gdlico para construcdo do PLS

AMOSTRA CONCENTRACAOQ (MG/ML)

1 2
2 2,5
3 3
4 35
5 5

Cada grafico mostra para cada substancia os valores preditos versus os
valores de referéncia das concentragoes.

Existem varias medidas estatisticas que fornecem informagdes sobre o
modelo PLS. As mais usadas sdo o coeficiente de correlagao (R), coeficiente
de determinac¢ido (R?), coeficiente angular e coeficiente linear.

O coeficiente de correlagdo linear (R) mede a grandeza da correlacido
linear entre varidveis intituladas. O valor da correlacao varia entre +1 e
-1. Uma correlagdo préxima a zero indica que ndo ha correlacio entre as
duas varidveis. Uma correlagao positiva indica que as duas variaveis movem
juntas, ou seja, quando uma cresce a outra também cresce, e a relagdo é
forte quanto mais o valor do coeficiente de correlagao se aproxima de +1.
Uma correla¢do negativa indica que as duas varidaveis movem-se em direcoes
opostas, ou seja, quando uma variavel aumenta, a outra diminui e que a
relacio também fica mais forte quanto mais proxima de -1. Os coeficientes
de correlagdo proximos a 1, nos modelos das figuras 2.17 a 2.19, respecti-
vamente de 0,992507, 0,9940584, 0,9911911, mostram a forte correlacao
entre os dados da andlise espectrofluorimétrica e os dados das concentra-
¢oes, e indica que as variaveis dependentes e independentes estdo perfeita-
mente correlacionadas positivamente, movendo-se essencialmente em per-
feita propor¢dao na mesma direcio.

O coeficiente de determinacido (R?) indica o grau de ajuste da reta aos
dados. Utiliza-se o simbolo R? porque é o quadrado do coeficiente de cor-
relacio amostral entre as duas varidveis. Os parametros da regressio sao
sempre estimados com algum ruido, em funcio do fato de que todo dado é
medido com erro. R? mede a propor¢ao da variabilidade em Y que é expli-
cada por X. E uma funcio direta da correlacdo entre as variaveis. O R-qua-
drado indica a precisdo da reta de regressao, isto é, o grau de ajuste da reta
aos dados. Quanto mais proximo de +1 ou de -1 o valor do R-quadrado,
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maior a eficiéncia do modelo para realizar as predi¢des. Nos modelos das
figuras 2.17 a 2.19, os valores de R-quadrado sdao respectivamente de
0,98507, 0,98815, 0,98246, indicando a eficiéncia dos modelos para reali-
zar as predicoes das concentragdes a partir dos espectros de fluorescéncia.

O coeficiente angular (slope) da reta do modelo PLS indica o grau de
eficiéncia do modelo nas predi¢oes das propriedades consideradas. Quanto
mais proximo de 1, maior a eficiéncia do modelo, pois o coeficiente angu-
lar indica a tangente do angulo entre a reta e a abscissa. Um coeficiente
angular de 1 indica que o angulo entre a reta e a abscissa é de 45°, ou seja
que os valores preditos pelo modelo sdo iguais aos valores de referéncia.
Quanto mais proximo de 1 o valor do coeficiente angular, maior a eficiéncia
do modelo nas predi¢des das concentragdes. Os coeficientes angulares dos
modelos das figuras 2.17 a 2.19, respectivamente de 0,9850701, 0,9881522
e 0,9824599, estao proximos de 1, indicando modelos eficientes.

O coeficiente linear (offset) é a intercep¢ao da reta no eixo das ordenadas,
ou seja, o valor que Y (predito) terda quando Y (referéncia) é zero. Os valores
dos coeficientes lineares indicam a ocorréncia de erros determinados nas
predigoes realizadas pelos modelos. Quanto mais proximo de zero os valores
dos coeficientes lineares, menores sio os erros determinados. Nos modelos
das figuras 2.17 a 2.19, os valores dos coeficientes lineares de 0,038, 0,030
e 0,056 estio proximos de zero, demonstrando que hd pouca ocorréncia de
erros determinados na predicio dos modelos.

A linha vermelha mostra a valida¢ao do modelo através da validacao
cruzada feita pelo software Unscrambler®. A validacdo consiste em testar o
modelo prevendo concentragdes de amostras. O software realiza a valida-
¢ao cruzada, isto é, seleciona subconjuntos do conjunto de calibracio que
sao utilizados no calculo do modelo. Quanto mais coincidentes as retas de
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Figura 2.17 Modelo PLS para o dcido cafeico na faixa de 0,5 mg/mlL a 5 mg/mL.
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calibragdo e validacdo, mais eficiente o modelo PLS. Com relacdo ao pro-
cesso de validacdo, a linha de validagao para o modelo PLS do 4cido ferulico
¢ pouco coincidente com a linha de calibrag¢io.
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Figura 2.18 Modelo PLS para o dcido ferdlico na faixa de 0,5 mg/mL a 5 mg/mL.
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Figura 2.19 Modelo PLS para o dcido gdlico na faixa de 2 mg/mL a 5 mg/mL.

2.6.2 Andlise de combustiveis e suas formulacoes

O método foi usado para determinar simultaneamente a concentragdo, a
viscosidade e a massa especifica de misturas de biodiesel em diesel.
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2.6.2.1 Amostras

O conjunto de dados foi constituido de misturas preparadas usando
amostras de biodiesel e diesel fornecidas pela Petrobras. Foram utilizados
dois tipos de biodiesel: o biodiesel de soja e o biodiesel de algodao. Misturas
de biodiesel em diesel foram feitos nas concentra¢des de 0 a 100% como
mostrado na Tabela 2.8.

2.6.2.2 Método de referéncia para medicées de viscosidade

As medidas de viscosidade de misturas de biodiesel de soja em diesel e
biodiesel de algodao em diesel (Tabela 2.8) foram feitas usando o MCR 501
redmetro Anton Paar a 25 °C, com taxa de cisalhamento na faixa de 10 s!
a 100 s,

2.6.2.3 Método de referéncia para medicées de massa
especifica

As densidades especificas foram determinadas por céalculo, dividindo a
massa de cada amostra de um volume fixo (5 mL), medido na micropipeta
pela massa do mesmo volume de dgua destilada a temperatura ambiente
(25 °C). A medida foi realizada trés vezes para cada amostra.

Tabela 2.8 Concentractio, viscosidade e massa especifica a 25 °C

% DE VISCOSIDADE VISCOSIDADE MASSA ESPECIFICA ~ MASSA ESPECIFICA
AMOSTRA BIODIESEL (CP) DE MISTURA (CP) DE MISTURA DE MISTURAS DE DE MISTURAS DE
EM DIESEL DE BIODIESEL DE DE BI_ODIESEL DE BIODIESEL DE BIOPIESEL DE

SOJA EM DIESEL ~ ALGODAO EM DIESEL ~ SOJA EM DIESEL ~ ALGODAO EM DIESEL
] 0 3,6015 3,5915 0,821 0,823
2 5 3,6635 3,6835 0,824 0,828
3 10 3,665 3,687 0,832 0,830
4 15 3,13 3,712 0,834 0,832
5 20 3,7545 3,7785 0,836 0,834
6 25 3,7995 3,8435 0,838 0,841
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% DE VISCOSIDADE VISCOSIDADE MASSA ESPECIFICA  MASSA ESPECIFICA
AMOSTRA BIODIESEL (CP) DE MISTURA (CP) DE MISTURA DE MISTURAS DE DE MISTURAS DE
EM DIESEL DE BIODIESEL DE DE BI_ODIESEI. DE BIODIESEL DE BIOPIESEL DE

SOJA EM DIESEL ~ ALGODAO EM DIESEL ~ SOJA EM DIESEL ~ ALGODAO EM DIESEL
1 30 3,858 3,8875 0,851 0,842
8 35 3,9375 3,974 0,844 0,846
9 40 3,998 4,017 0,851 0,852
10 50 4,255 4,128 0,852 0,858
11 60 4,2555 4,308 0,865 0,863
12 70 4,391 4,463 0,867 0,867
13 80 4,533 4,6655 0,876 0,875
14 90 4,6865 4,8505 0,887 0,883
15 100 4,8655 5,046 0,898 0,885

As medidas de fluorescéncia foram realizadas em um espectrofluorimetro
UV-Vis = Quimis modelo Q798FIL com LED (light emitting diode) com
cubetas de quartzo e caminho 6tico de 1 cm. Os espectros de fluorescéncia
das amostras foram obtidas excitando as amostras com LED centrado em
400 nm, e a emissdo captada no intervalo de 350 nm a 1.000 nm com um
incremento de 1 nm (651 comprimentos de onda de emissdo). Os espec-
tros foram organizados em uma matriz geral de 15 x 651 (amostras contra
comprimentos de onda de emissdo), centrados na média e depois analisados
por PLS.

2.6.2.4 Calibracées multivariadas

Neste estudo foram desenvolvidos trés modelos de regressao: um para
determinar a concentracdo de biodiesel em misturas com diesel, outro para
determinar a massa especifica e outro para estimar a viscosidade de mis-
turas de biodiesel em diesel. Cada modelo de calibragao multivariada foi
desenvolvido por regressio PLS utilizando a regido previamente estabelecida
por PCA. Os modelos de calibracdo foram construidos usando o software
Unscrambler® 10.0.1. As matrizes gerais (15 x 651) foram utilizadas para
construir os modelos matematicos por PLS pela adi¢io de uma coluna cor-
respondente a cada propriedade de interesse (concentragdo, massa especifica
ou viscosidade). Cada modelo PLS foi construido e calibrado utilizando os
dados dos espectros de fluorescéncia centrados na média como variaveis
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independentes e a medida dos valores da propriedade de interesse (concen-
tra¢do, massa especifica ou viscosidade) como varidveis dependentes. Na
validacdo do modelo os dados espectrais foram utilizados para predizer os
valores da concentragao, viscosidade e massa especifica das correspondentes
misturas de biodiesel de soja em diesel ou de biodiesel de algoddo em diesel
(Tabela 2.8).

2.6.2.5 Resultados e discussao

O PCA construido usando como variaveis todo o espectro de fluores-
céncia das misturas de biodiesel de soja em diesel mostrou que dois com-
ponentes principais (PC1 e PC2) foram responsaveis por capturar 99,8%
da variancia (Figura 2.20). Para as misturas de biodiesel de algodiao em
diesel, também construido com todo o espectro de fluorescéncia, mostraram
que PC1 e PC2 foram responsaveis pela captura de 99,9% da variancia
(Figura 2.21).
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Figura 2.20 Escores PC1 x PC2 de misturas de biodiesel de soja em diesel.

Inicialmente, cada modelo PLS foi construido com todos os dados e
foram avaliadas a seguir, a fim de detectar amostras anomalas. Em seguida,
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Figura 2.21 Escores PC1 x PC2 de misturas de biodiesel de algoddo em diesel.

os modelos foram reconstruidos com o conjunto restante das amostras. A
amostra 7, com 30% de biodiesel de soja em diesel, foi detectada como
anomala e removida do conjunto de dados no desenvolvimento dos modelos
PLS para a determinagdo da concentragdo, massa especifica, viscosidade de
misturas de biodiesel de soja em diesel (figuras 22 a 24). Do mesmo modo,
a amostra 15, com 100% de biodiesel de algoddo em diesel, foi detectada
como anomala e removida do conjunto de dados no desenvolvimento do
modelo PLS para determinar a concentra¢do, massa especifica e viscosidade
de misturas de algodao de biodiesel a diesel (figuras 25 a 27).
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Figura 2.22 Modelo PLS para determinagdo da concentragio de misturas de biodiesel de soja em diesel.
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Predicted vs. Reference
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Figura 2.23 Modelo PLS para determinacto da concentracto de misturas de biodiesel de algoddo em diesel.
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Figura 2.24 Modelo PLS para determinacio da viscosidade a 25 °C de misturas de biodiesel de soja em diesel.
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Figura 2.25 Modelo PLS para determinacto da viscosidade a 25 °C de misturas de biodiesel de algoddo em diesel.
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Predicted vs. Reference
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Figura 2.26 Modelo PLS para determinacto da massa especifica a 25 °C de misturas de biodiesel de soja em diesel.
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Figura 2.27 Modelo PLS para determinagiio massa especifica a 25 °C de misturas de biodiesel de algod@o em diesel.

Os modelos de calibragio foram examinados a partir dos valores do coefi-
ciente de determinacdo (R?), que é definido como a percentagem de variabili-
dade em Y que pode ser atribuida a variabilidade em X, indicando a precisiao
do modelo para prever respostas a novas observagdes. Para misturas de biodie-
sel de soja e algodao em diesel, os modelos mostraram-se eficazes para predizer
mudangas na concentra¢ao com base em variagdes espectrais de fluorescéncia.
Os valores de R? de 0,99892 € 0,99936 para as misturas de biodiesel de soja
em diesel e biodiesel de algoddao em diesel, respectivamente, demonstraram a
eficicia dos modelos para prever as concentragdes (figuras 2.22 e 2.23).

Os modelos de calibracio multivariada (PLS) para determinac¢ao da vis-
cosidade de misturas de biodiesel de soja em diesel e misturas de biodiesel
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de algodido em diesel foram desenvolvidos usando os dados de fluorescéncia
como as varidveis independentes para cada mistura de biodiesel e os valores
de viscosidade como as variaveis dependentes (Tabela 2.8). As figuras 2.24 ¢
2.25 mostram que os respectivos modelos PLS foram eficazes, tendo em vista
os valores de R? de 0,99275 e 0,9924 para as misturas de biodiesel de soja
em diesel e biodiesel de algoddao em diesel, respectivamente.

Modelos de calibragao multivariada para a massa especifica foram tam-
bém desenvolvidos para as misturas de biodiesel de soja em diesel e misturas
de biodiesel de algodiao em diesel usando fluorescéncia como as variaveis
independentes para cada tipo de biodiesel e os valores de massa especifica
como as variaveis dependentes (Tabela 2.8). As figuras 2.26 e 2.27 apresen-
tam os modelos PLS para determinacdo da massa especifica de misturas de
biodiesel de soja em diesel (R? = 0,99196) e misturas de biodiesel de algodao
(R?2 = 0,97652) em diesel, respectivamente. Os valores de R? proximos de 1
indicou a capacidade dos modelos PLS para prever com precisdo a massa
especifica destas misturas.

2.7 POSSIBILIDADES INDUSTRIAIS

O método proposto tem as vantagens de permitir 0 monitoramento remoto
in loco e em tempo real das alteragdes de tipo e composi¢do de um processo de
substancias puras ou em formulacdes, por exemplo, a obten¢ao de combusti-
veis de um modo rapido, nao destrutivo e ndo intrusivo. Tem ainda a vantagem
competitiva de o custo analitico ser inferior ao de outras técnicas tradicionais
e poder ser aplicado para identificagdo e determinagao de propriedades fisicas
e quimicas em substancias puras, isoladas de produtos naturais ou sintetizadas
em laboratorios, ou presentes em formulacdes, tais como em medicamentos ou
em drogas ilicitas. Também pode ser aplicado para confirmar a identidade de
substancias utilizadas como matéria-prima na produgiao de biodieseis, alimen-
tos e firmacos, assim como monitorar o respectivo processo de obten¢do de
substancias e suas formulagdes como, por exemplo, biocombustivel ou identi-
dade de um farmaco ou de uma droga ilicita. Tem ainda a vantagem de dispen-
sar as etapas de prepara¢ao da amostra quando medido in situ.

A tecnologia baseia-se em diversas patentes, e a empresa QUIMIS j4 esta
comercializando o primeiro equipamento de uma linha. Este é mais versatil
e foca laboratérios de andlises (QUIMIS, 2013). Estao em desenvolvimento
protétipos para andlises on-line e em tempo real, que devem chegar ao mer-
cado nos préximos anos.
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2.8 CONCLUSOES

Faz parte da rotina nos laboratérios de pesquisa de produtos naturais,
de sintese e na industria farmacéutica o uso de técnicas espectroscopicas
diversas para a elucidacido estrutural de substancias isoladas de produtos
naturais ou resultantes de sinteses. A realizacao de todas as técnicas neces-
sarias para elucidagdo estrutural de uma unica substancia resulta geralmente
em consumo de tempo dos equipamentos, bem como do especialista para
a interpretagao dos espectros. Tratando-se de substancias desconhecidas é
imprescindivel, para a determinagao de suas estruturas, a utiliza¢ao de téc-
nicas espectroscOpicas avangadas e a analise integrada dos varios tipos de
espectros obtidos. Entretanto, a condi¢do mais constante é o isolamento de
substancias com estruturas ja conhecidas, mas, ainda assim, na maioria dos
casos, a confirmacao das estruturas é feita utilizando varias técnicas sofisti-
cadas, resultando em gastos desnecessarios de tempo e eleva¢do dos custos.

Com o método proposto para a identificacdo e quantificagdo de subs-
tancias, sejam elas puras sejam em formulacdes, pode-se ganhar tempo e
economizar recursos financeiros, devido ao uso de técnicas mais simples e
de menor custo, tais como, espectrofluorimetria e espectroscopia no UV-Vis
associadas as técnicas quimiométricas.

2.9 PERSPECTIVAS FUTURAS

A partir dos dados obtidos pelo método proposto, é possivel a constru-
¢do de equipamentos dedicados a andlises especificas e de baixo custo para
determinacdo de qualidade de outras propriedades de interesse em mistu-
ras das industrias farmacéutica, alimenticia e de combustiveis. Outros 6leos
derivados de plantas ou do petrdleo, como gasolina automotiva, querosene
de aviacao, 6leo combustivel, 6leo lubrificante e 6leos isolantes de transfor-
madores, que sao naturalmente fluorescentes, firmaco ou ainda pode ser
usado pelos 6rgaos reguladores para certificar se determinado medicamento
vendido ndo estd adulterado. Outra possibilidade é o uso deste método para
determinar propriedades de 6leos vegetais para serem construidos para iden-
tificar drogas ilicitas ou suas adulteragdes, como por exemplo, do azeite de
oliva extra-virgem em substiancias usadas em dopping.
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