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RESUMO

Neste trabalho as matrizes de excitagdo-emissdo, ndo polarizada (MEEne) e polarizada
(MEEy), de blendas de diesel-biodiesel ndo diluidas (BDBnp) e diluidas (BDBp), foram
analisadas através do método analise dos fatores paralelos (PARAFAC). Através dessa
andlise, modelos analiticos para predizer o teor de biodiesel em BDBnp € BDBp foram
construidos. Em relacéo a analise PARAFAC das MEEne das BDBnp (MEENe-BDBnD),
os valores dos “loadings” relacionados a concentragdo foram utilizados para a construgao
do modelo pseudo-univariado. Esse modelo apresentou limites de deteccdo (LOD) e
limite de quantificacdo (LOQ) de 2,5% e 11% (m/m), respectivamente. De acordo com
os valores da raiz do erro quadratico médio de predigdo (RMSEP) e desvio padrao relativo
de predicdo (RSDP), o modelo pseudo-univariado apresentou robustez na predicdo de
biodiesel nas amostras do conjunto de validacdo externa, com valores entre 0,53-0,70%
(m/m) e 3,65-5,10%, respectivamente. Para a analise das MEE, das BDBnp (MEEp(np)) €
das BDBp (MEEpp)), 0 PARAFAC foi aplicado para avaliar as melhores variaveis de
excitacdo-emissdo para a construcdo de modelos analiticos a partir dos resultados de
fluorescéncia polarizada. Adicionalmente, medidas de fluorescéncia 2D polarizada das
amostras de validacdo externa foram utilizadas para validacdo dos modelos. Para as
MEEpnp), as melhores curvas analiticas foram obtidas nas polariza¢ées HV e HH, com
valores de LOD iguais a 1,05% (m/m) e 0,12% (m/m) enquanto os valores de LOQ foram
de 3,31% (m/m) e 0,38% (m/m), respectivamente. Em relacdo ao teor de biodiesel predito,
0 modelo obtido na polarizacdo HV apresentou os melhores valores de RMSEP e RSDP,
o0s quais foram 0,32% (m/m) e 2,14%, respectivamente. Para as MEEpp), todas as curvas
analiticas apresentaram baixos valores de LOD e LOQ. No entanto, apenas o modelo
obtido na polarizacdo V'V, apresentou os melhores valores de RMSEP e RSDP, os quais
foram 0,49% (m/m) e 3,24%, respectivamente. Portanto, de acordo com os valores de
RMSEP e RSDP, o melhor modelo Optico analitico foi obtido através da analise das
MEEpnp) com PARAFAC com as polarizagbes HV e HH. Além dos modelos épticos
analiticos, as propriedades moleculares das BDBp foram avaliadas através da
espectroscopia de emissdo multidimensional resolvida por anisotropia (ARMES). Como
resultado, os mapas de anisotropia (MDA) foram construidos e evidenciaram baixos
valores de anisotropia de fluorescéncia dos fluoroforos que compdem as BDBp. Esses
baixos valores de anisotropia de fluorescéncia foram atribuidos a despolarizagdo por
rotacdo dos fluoroforos.

Palavras-Chave: Biodiesel; Diesel; Quantificagdo; MEE; MEEp; PARAFAC; ARMES
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ABSTRACT

In this work, the unpolarized (MEEnp) and polarized (MEEp) excitation-emission
matrices of undiluted (BDBnp) and diluted (BDBp) diesel-biodiesel blends were analyzed
using the parallel factor analysis method (PARAFAC). Through this analysis, analytical
models to predict the biodiesel content in BDBnp and BDBp were constructed. Regarding
the PARAFAC analysis of the MEENp of the BDBno (MEEne-BDBnpD), the loadings
values related to the concentration were used to construct the pseudo-univariate model.
This model presented limits of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ) of 2.5%
and 11% wi/w, respectively. According to the values of the root mean square error of
predictions (RMSEP) and relative standard deviation of prediction (RSDP), the pseudo-
univariate model showed robustness in predicting biodiesel in the samples from the
external validation set, with values between 0.53-0.70% w/w and 3.65-5.10%,
respectively. For the analysis of the MEEp of BDBnp (MEEp(np)) and BDBp (MEEp(p)),
PARAFAC was applied to evaluate the best excitation-emission variables for the
construction of polarized analytical models. Additionally, polarized 2D fluorescence
measurements of external validation samples were used to validate the polarized models.
For MEEpp), the best analytical curves were obtained in HV and HH polarizations, with
LOD values equal to 1.05% w/w and 0.12% w/w while the LOQ values were 3.31% w/w
and 0.38% w/w, respectively. In relation to the predicted biodiesel content, the model
obtained in HV polarization presented the best RMSEP and RSDP values, which were
0.32% wiw and 2.14%, respectively. Regarding MEEp(p), all analytical curves showed
low LOD and LOQ values. However, only the model obtained in VV polarization
presented the best RMSEP and RSDP values, which were 0.49% w/w and 3.24%,
respectively. Therefore, according to the RMSEP and RSDP values, the best analytical
optical model was obtained through the analysis of MEEpnpy with PARAFAC, in HV
and HH polarizations. In addition to analytical optical models, the molecular properties
of BDBp were evaluated using anisotropy resolved multidimensional emission
spectroscopy (ARMES). As a result, anisotropy maps were constructed and showed low
fluorescence anisotropy values of the fluorophores that belong to BDBp. These low
fluorescence anisotropy values were attributed to rotational depolarization of the
fluorophores.

Keywords: Biodiesel; Diesel; Quantification; EEM; EEMp; PARAFAC; ARMES
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Tyr - amino&cido tirosina

UV-vis - Ultravioleta-visivel

VH - Polarizadores de excitagdo-emissdo configurados nas posicdes Vertical-Horizontal
VV - Polarizadores de excitagdo-emissdo configurados nas posicdes Vertical-Vertical

r - Anisotropia de fluorescéncia

rgp - Anisotropia de fluorescéncia da rodamina B

1, - Residuo studentizado

RB - Rodamina B

Aem - comprimento de onda de emisséo

Aex - comprimento de onda de excitacdo
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Introducéo

Para mitigar os efeitos da emissdo de gases de efeito estufa, como diéxido de
carbono (CO>), a busca por fontes renovaveis de energia tem se tornado crescente nas
ultimas décadas. No Brasil, devido a utilizagdo de combustiveis fosseis, o setor do
transporte foi 0 que mais contribuiu para a emissdo de CO2 em 2022 [1]. Com objetivo
de reduzir essa emissao, o biodiesel foi incorporado a matriz energética Brasileira, o qual
juntamente com o diesel, forma as chamadas blendas de diesel-biodiesel (BDB). Todavia,
o teor de biodiesel nas BDB deve atender a legislacdo do pais que recorrem ao biodiesel
com uma fonte renovavel de energia.

Para atender a legislacdo vigente, varios meétodos analiticos baseados em
espectroscopia éptica tém sido propostos, tais como espectroscopia de absor¢do UV-vis,
espectroscopia na regido do infravermelho médio por transformada de Fourier (FTIR),
espectroscopia de espalhamento Raman, espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear (RMN) e espectroscopia de fluorescéncia (EF)[2-12]. Por apresentar alta
sensibilidade e seletividade, a espectroscopia de fluorescéncia (EF) apresenta potencial
para o desenvolvimento de método dptico analitico com objetivo de atender a legislacdo
vigente. Adicionalmente, existem trabalhos reportados na literatura que mostram o
potencial de aplicacdo da EF na quantificacdo do biodiesel nas BDB [5,6]. Entretanto,
esses trabalhos apresentam apenas o potencial da técnica e nao resultados referentes a
validacdo do método, além de propor modelos analiticos baseados em espectros
convencionais de fluorescéncia 2D, mesmo se tratando de analises de amostras
complexas, como é o caso das BDB que sao constituidas de multifluoréforos.

Para caracterizar amostras com multifluor6foros é recomendado a analise por
meio da fluorescéncia multidimensional, obtida a partir da construcdo da matriz de
excitacdo e emissdo (MEE), pois ela possibilita avaliar a emissao total dos fluor6foros
gue compBem a amostra, em um extenso intervalo de comprimento de onda de excitacédo
e emissdo [13,14]. Além disso, € importante que um método estatistico multivariado seja
aplicado sobre o grande volume de dados gerado pela fluorescéncia multidimensional,
que no caso das MEE, a analise dos fatores paralelos (“Parallel Factor Analysis -
PARAFAC”) ¢é recomendada [15-17]. Nessa perspectiva, este trabalho ira apresentar
resultados relacionados a utilizagdo das MEE, ndo polarizada e polarizada, associada com
a analise estatistica multimodos PARAFAC para o desenvolvimento de métodos dpticos-
analiticos com o objetivo de quantificar o teor de biodiesel em BDBnp € BDBp.

Adicionalmente, os resultados da aplicagcdo do PARAFAC na identificagdo dos principais
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fluoréforos que compdem as blendas serdo apresentados, pois esse procedimento foi de
suma importancia na avaliacdo das propriedades moleculares das BDBp, como por

exemplo, a anisotropia de fluorescéncia.
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Capitulo 1 — Revisdo da literatura
1 Emissao de didxido de carbono e o papel do biodiesel

De acordo com o crescimento econdmico e industrial dos paises, principalmente
0s asiaticos, a emissdo de dioxido de carbono (CO.) aumentou substancialmente entre
1940 e 2021, passando de 4,85 GtCO, em 1940 para 37,50 GtCO, em 2022 [18]. Em
contraste, a China contribuiu com aproximadamente 31% das emissdes de CO2 em todo
0 mundo no ano de 2021[19]. Em relacdo ao Brasil, o Balanco Energético Nacional
(BEN) mostrou que a matriz energética brasileira recebeu contribuicdo de 52,6% de
energia proveniente de fontes ndo renovaveis[1]. Impulsionado pelo setor de transporte,
o diesel representou 44,6 % de todo combustivel consumido por esse setor enquanto a
gasolina e o etanol contribuiram com 27,1% e 16,9%, respectivamente [1].
Adicionalmente, o setor do transporte contribuiu substancialmente com a emissdo de CO>
no Brasil em 2022, cuja contribuicdo foi de 49,73 % em relagdo aos outros setores
produtivos brasileiro (agricultura, elétrica, industrial etc.)[1].

Para mitigar os efeitos ambientais causados pela queima do diesel, o diesel
comercial contém biodiesel em sua composicdo, formando as BDB. E conhecido que a
queima de biodiesel em motores de combustéo interna, reduz cerca de 40 a 65 % da
emissdo de gases de efeito estufa [20]. Além disso, o biodiesel é um combustivel
biodegradavel obtido de fontes renovaveis (6leo vegetais e/ou gordura animal) e
comumente produzido através do processo transesterificacdo [21,22]. No processo de
transesterificacdo, os triglicerideos presentes nos 6leos vegetais e gordura animal reagem
com um alcool primario, metanol ou etanol, gerando éster (biodiesel) e glicerina como

produtos resultantes da reacdo[20-22].

1.1 Métodos espectroscépicos de analise do teor de biodiesel em blendas de diesel-
biodiesel

Com a introducdo das BDB no mercado, surgiu a necessidade de desenvolver
métodos analiticos que permitem avaliar o cumprimento das legislacdes e
regulamentacfes quanto ao percentual de biodiesel adicionado ao diesel comercializado
nos postos de combustiveis. Para avaliar o teor de biodiesel nas BDB, métodos analiticos
baseados em andlise espectral tem sido proposto[2—8,10-12,23,24]. Em relag&o ao uso da
espectroscopia de absor¢cdo UV-vis para quantificar o teor de biodiesel em BDB, Correa

et al. (2015) propuseram monitorar a porcentagem de biodiesel na BDB a partir da
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formacdo do composto acido hidroxadmico de ferro 111, que ocorre a partir da reacéo entre
os ésteres com hidroxolamina hidrocloridrica e nitrato de ferro 11l [2]. Os autores
identificaram que esse composto apresenta banda de absorcdo centrada em 435 nm, que
aumenta linearmente em funcao do aumento de biodiesel nas blendas [2]. Li et al. (2020)
monitoraram o comportamento da banda de absorcao centrada em 324 nm em fungéo do
teor de biodiesel nas BDB e encontraram boa correlacéo linear entre as duas variéveis [3].
Shimamoto et al. (2016) realizaram um estudo comparativo entre a espectroscopia de
absorcdo UV-vis e espectroscopia na regido do infravermelho, seguindo a norma EN
14078, e mostraram que a espectroscopia de absor¢do UV-vis apresenta potencial para
ser aplicada na quantificagcéo de biodiesel nas BDB [8]. Apesar do sucesso da aplicagéo
da espectroscopia de absorcdo UV-vis na quantificacdo do teor de biodiesel nas BDB,
algumas limitacdes, como utilizacdo de solventes para o preparo das amostras, ainda
persistem. Adicionalmente, sobreposicdes de bandas de absorcdo do diesel e biodiesel
podem ocorrer entre 230-260 nm, dificultando a obtencéo de informagdes relevantes para
construcdo de metodos analiticos que tem como objetivo quantificar biodiesel em BDB
[2].

A espectroscopia na regido do infravermelho médio por transformada de Fourier
(FTIR) é adotada como método padrdo de quantificacdo de biodiesel em blendas [25].
Esse método € norteado pelo método padrao europeu EN 14078, que consiste em construir
uma curva analitica a partir das BDB diluidas [9,23]. Adicionalmente, ele relaciona a
intensidade de absorcio da ligagio C=0 em 1745 cm™ em funcdo do teor de
biodiesel.[9,23]. Pinho et al. (2014) utilizaram essa metodologia para quantificar
biodiesel de soja e mamona nas BDB [9]. Como resultado, os autores mostraram que a
norma EN 14078 apresenta problemas, como alteracdo de intensidade e deslocamento de
banda em 1745 cm™, conforme o tipo de biomassa e o alcool utilizado no processo de
transesterificagao [9].

Liu et al. (2019) propuseram a espectroscopia de espalhamento Raman associada
com analise das componentes principais (“Principal Componet Analysis” - PCA) e PLS
para classificar e quantificar o biodiesel nas blendas [11]. Dantas et al. (2017) associaram
os resultados de espalhamento Raman com o método resolucdo multivariada de curvas
com minimos quadrados alternantes (“Multivariate Curve Resolution - Alternating Least
Squares” MCR-ALS) para quantificar biodiesel e adulterantes em diesel [12]. E
importante destacar que a espectroscopia Raman é uma técnica ndo destrutiva e necessita

minimos preparos das amostras [26]. Todavia, as amostras caracterizadas por essa técnica
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podem apresentar fluorescéncia, efeito que negligéncia de forma parcial ou total os
espectros Raman [26].

Yung et al. (2019) utilizaram a espectroscopia de RMN para caracterizar 6leo e
biodiesel de palma, além de identificar a presenca desse biodiesel nas BDB e adulteracfes
com 6leo [24]. Maquina et al. (2020) associaram a espectroscopia de RMN de *H com o
método projecBes ortogonais na analise de discriminacéo de estruturas latentes (OPLS-
DA) para monitorar biodiesel de crambe em blenda B10 [4]. De acordo com os resultados
reportados, a espectroscopia de RMN apresenta 6tima seletividade na diferenciacao e
quantificacdo de biodiesel em BDB, além de possibilitar a identificacdo de possiveis
contaminantes. Entretanto, devido ao alto custo do espectrometro de RMN, complexidade
na interpretacdo dos resultados e a necessidade da utilizacdo de solventes, essa técnica
fica limitada somente a analises laboratoriais especificas.

Devido a sensibilidade, seletividade, possibilidade de realizar anélises in loco e
ao potencial de desenvolvimento de dispositivos portateis, a EF tem se mostrado
promissora na quantificacdo de biodiesel em diesel [5-7]. Scherer et al. (2014)
monitoraram o comportamento da intensidade da fluorescéncia em funcao do teor de
biodiesel nas BDB. Os autores excitaram as BDB em 260 e 405 nm e monitoraram as
areas espectrais de emissdo nas regides de 280 a 800 nm e 415 a 800 nm, respectivamente.
Como resultado, encontraram uma excelente linearidade entre area e teor de biodiesel [5],
porém o método ndo foi validado externamente. Caires et al. (2014) explicaram o
comportamento da intensidade de fluorescéncia em fungdo do aumento do teor de
biodiesel nas BDB e atribuiram o aumento da intensidade ao aumento da viscosidade das
BDB [6]. Caires et al. (2012) avaliaram o comportamento da fluorescéncia em fungédo do
teor de biodiesel produzidos para diferentes fontes oleaginosas (6leo de canola, girassol,
milho e soja). Eles mostraram que o método proposto, baseado na fluorescéncia das
blendas, ndo depende da fonte oleaginosa utilizada na produgéo do biodiesel [7].

Particularmente, a EF se torna atraente, por ser capaz de identificar fluoréforos,
tais como, os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS) encontrados no diesel e
gasolina e os tocoferdis, carotenoides, clorofila, riboflavina, vitaminas (A, K e D) e
produtos de oxidagdo presentes em 0Oleos vegetais e biodieseis [27—33]. Por exemplo, a
EF pode ser utilizada como técnica analitica, ndo destrutivel, para identificar a
adulteracdo do oleo diesel com substancias com caracteristicas semelhantes ao do
biodiesel [5]. Todavia, os trabalhos que mostram a potencialidade da EF no processo de

quantificacdo do teor de biodiesel apresentam algumas limitagdes porque normalmente
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requerem um pré-preparo das amostras, como por exemplo a diluicdo. Ademais, as
escolhas dos comprimentos de onda de excitacdo e emissdo para construcdo de curva
analitica sdo baseadas em critérios que ndo fornecem informacdo completa da
fluorescéncia das blendas, visto que elas sdo amostras complexas por conter diferentes
fluordforos que absorvem e emitem em diferentes comprimentos de onda. Nesse cenério,
ainda existe a necessidade de desenvolver um método que permite determinar a
fluorescéncia total das blendas, bem como elucidar regifes de emissdo que apresentam
linearidade em fungdo do aumento do teor de biodiesel, para que seja possivel elaborar
um método analitico robusto que possibilite quantificar biodiesel nas blendas de forma
precisa e acurada.

1.2 Espectroscopia de fluorescéncia multidimensional

Conforme discutido anteriomente, o uso da fluorescéncia convencional (2D) na
caracterizacdo de amostras complexas, como por exemplo as BDB, néo é idal. Para esse
tipo de amostras, a fluorescéncia multidimensional (FM) é a mais indicada, pois ela
permite que toda as informacdes referente as excitagdes, emissdes e intensidades sejam
combinadas em uma matriz [13]. Adicionalmente, a FM fornece todas as assinaturas
espectrais dos multifluor6foros que compdem a amostra em estudo [13], a qual pode ser
aplicada de dois modos: no modo MEE e através da fluorescéncia total sincronizada
(“Total Synchronous Fluorescence Spectroscopy” - TSFS). Cada modo apresenta
vantagens e desvantagens [13]. No modo MEE, a vantagem é que a trilinearidade do
sistema é mantida, o que facilita a aplicagdo de métodos quimiométricos, como o
PARAFAC, sobre a sua estrutura de dados. Por outro lado, a presenca dos espalhamentos
Rayleigh e Raman podem dificultar a obtencdo de modelos que representam o sistema
em estudo [15,16,34]. Em relacdo a TSFS, é possivel obter a fluorescéncia total da
amostras sem a presenca dos espalhamentos. Porém, a aplicacdo de métodos
quimiométricos, como 0 PARAFAC, exigem que as matrizes sincronas sejam convertidas
em estruturas trilineares antes de serem analisadas, 0 que aumenta o nimero de passo no
pré-processamento de dados [35,36]. Nesse contexto, 0 modo MEE foi adotado neste
trabalho.
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1.3 Matriz de excitagdo-emissdo em analise quimica

Baseada na espectroscopia de FM, as MEE apresentam potencial na analise de
sistemas multifluoroforos [14]. Essa técnica consiste em coletar informacbes da
intensidade de fluorescéncia em funcdo da variacdo do comprimento de onda de excitacéo
e emissdo. Como resultado, é possivel construir um mapa de contorno multidimensional,
Aex(nm) X Aem(nm) X Intensidade (u.a.), contendo informacédo da fluorescéncia total do
sistema [13]. Os mapas de contorno (MEE) contém diversas informacfes das variaveis
excitacdo, emissdo e intensidade, portanto decompor esse conjunto de dados é importante
para extrair informacGes mais gerais e robustas do sistema em estudo [37].

Para decompor as MEE, métodos de analise multivariada s&o indicados, cujo mais
utilizado é o PARAFAC [15,16,37]. Em geral, o método PARAFAC consiste em
decompor o arranjo tridimensional de dados, gerados pelas MEE, em trés matrizes, A, B
e C, chamadas de “loadings”, cujo modelo trilinear € encontrado ao minimizar a soma

dos quadrados dos residuos eij da Equacédo 1 [15].

Xijk = Z?=1 air bjrcrr + ey Equacéo 1

Na Equacdo 1 temos que x; j, corresponde aos elementos da matriz de dados X e a;¢, bjs €
cks S@o elementos das matrizes A, B e C que fornecem, apos a decomposicdo para um
dado numero de fatores f, 0 comportamento das concentrac@es e 0s espectros de excitacao
e emissao bidimensional de cada componente que contribuem para a fluorescéncia total
do sistema em estudo [15,38].

A andlise das MEE associada com PARAFAC (MEE-PARAFAC) vem sendo
aplicada com sucesso em diversos tipos de amostras contendo multifluor6foros, como por
exemplo na anélise da matéria organica de solos e seus derivados. Zhu et al. (2021)
utilizaram MEE-PARAFAC para explorar as caracteristica de interacdo de componentes
individuais de matéria organica dissolvida (MOD), proveniente de esterco de galinha,
vaca e porco, com compostos de Cu(ll), Pb(Il) altamente toxico e Cd(ll) [39]. Qin et al.
(2021) avaliaram, através da MEE-PARAFAC, as propriedades Opticas e as contribuices
da MOD em amostras de quatro tipos de solos (negro, roxo, amarelo e vermelho) em
funcéo do uso (seco, arrozais e florestais) ao longo do tempo [40]. Tadini et al. (2015)
aplicaram EEM-PARAFAC para caractererizar o perfil de emissdo da humina e
identificar os fluoréforos de solos amazoénicos, além de avaliar as respectivas
contribuicdes [41]. Santos et al. (2015) utilizaram as EEM-PARAFAC para indentificar
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e avaliar as contribuicbes dos fluordforos presentes em solos do tipo espodossolo
humiltvico e latossolo amarelo. Os resultados encontrados sugeriram mudancas da
estrutura quimica, associadas aos acidos humicos, extraidos ao longo de diversas camadas
dos solos analisados [41]. Matos et al. (2022) utilizaram EEM-PARAFAC e PCA para
avaliar MOD de efluentes gerados por industria frigorifica [42].

As andlises EEM-PARAFAC tém sido reportadas na area de combustiveis
derivados de petréleo Kong et al. (2020) caracterizaram e identificaram HPAs de
derivados de petréleo, tais como gasolina, diesel, combustivel de avido e 0leo
lubrificante[43]. Os autores obtiveram um modelo de cinco componentes e relacionaram
o perfil de excitagdo (emisséo) aos HPAs naftaleno, fenantreno, dibenzotiofeno, fluoreno
e criseno [43]. Christensen et al. (2005) aplicaram MEE-PARAFAC para avaliar
contaminantes de derivados de petréleo proveniente de um acidente de navio. Como
resultado, os autores encontraram alta similaridade entre os componentes do dleo do
tanque do navio com os componentes de 6leo encontrados no local do aciente [44].
Alostaz et al. (2008) aplicaram MEE-PARAFAC e identificaram o perfil de emissao dos
principais HPAs presentes em derivados de petroleo (gas condensado, gasolina, diesel e
6leo cr) [45]. Camaraet al. (2024) desenvolveram um método para quantificar o solvente
querosene em combustivel de aviacdo através da associacdo MEE-PARAFAC e MEE-
MCR-ALS [46]. Nesse contexto, a combinacdo da analises de MEE com PARAFAC,
apresenta-se como uma potencial ferramenta para caracterizacdo das BDB e construcdo

de modelos analiticos para quantificar biodiesel em BDB.

1.4 Espectroscopia de emissdo multidimensional resolvida por anisotropia

(“Anisotropy Resolved Multidimensional Emission —pectroscopy” - ARMES)

Além de conter informag&o da fluorescéncia total, as MEE podem ser utilizadas
para gerar informacGes da anisotropia de fluorescéncia do sistema em estudo [13,47,48].
Para isso, polarizadores sdo adiconados nos monocromadores de excita¢do e emissao para
a obtencdo das matrizes de excitacdo-emissdo polarizadas (MEEp), nas polarizagdes
vertical-vertical (VV), vertical-horizontal (VH), horizontal-vertical(HV) e horizontal-
horizontal(HH) [49]. Sob posse dessas matrizes, a anisotropia de fluorescéncia do sistema
em estudo pode ser calculada [13,47,48,50]. Além disso, métodos quimiométrico, como

PARAFAC e MCR, sdo utilizadados para resolver problemas de sobreposicdo entre os
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constituites das amostras e possibilita a avaliacdo da anistropia de fluorescéncia das
constribuictes [13,47,48,51].

A anisotropia de fluorescéncia, FM e quimiometria sdo elementos que
combinados, geram a espectroscopia de emissdo resolvida por anisotropia (ARMES).
ARMES produz uma estrutura de dados multidimensional que correlaciona
comprimentos de onda de excita¢do (4.,), comprimentos de onda de emisséo (4.,,) ou
AL (TSFS), intensidade I e anisotropia (r). Devido a sua sensibilidade a mudangas
estruturais, os mapas de anisotropia (MDA), obtidos através da ARMES, fornecem
informacdes adicionais sobre a estrutura de sistemas moleculares [48], como por exemplo
rotacdo, volume hidrodinamico, difusdo molecular, entre outras propriedades [50].

Browne et al. (2019) utilizaram ARMES para avaliar as mudancas estruturais da
proteina Imonuglobulina G (IgG) em funcdo da temperatura. Nesse trabalho os autores
apresentaram diferentes pré-processamento das MEEp antes de obter os MDA [48].
Boucau et al. (2017) propuseram em seu trabalho um método baseado em MCR para
recuperar anisotropia do pirileno em glicerol e de uma mistura de Eritrosina B e Floxina
B [51]. Adicionalmente, Groza et al. (2015) utilizaram ARMES para avaliar as alteragdes
quimicas e estruturais induzida por temperatura da albumina sérica humana (“human s—
rum albumin” - HSA)[52]. Além disso, os autores aplicaram MCR nos dados das matrizes
polarizadas, geraram os MDA das HSA, e obtiveram como resultado a recuperacdo das
emissdes dos aminoacidos triptofano (Trp) e tirosina (Tyr) em diferentes ambientes, além
da fosforescéncia do Trp em temperatura ambiente [52]. Nesse cenario, as BDB
apresentam uma série de moléculas fluorescentes, que podem apresentar diferentes
comportamento em suas estruturas devido a adicdo de biodiesel ou a dilui¢do das BDB.
Dessa forma, a ARMES fornece possibilidade de avaliar o comportamento dos
fluoréforos que compdem as BDB em ambientes diluidos.
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Capitulo 2 - Objetivos

2.1 Objetivo geral

Associar a fluorescéncia multidimensional (ndo polarizada e polarizada), no modo

MEE, com o PARAFAC no desenvolvimento de métodos 6pticos analiticos para

quantificar teor de biodiesel em BDB (ndo diluidas e diluidas).

2.2 Objetivos especificos

v
v

<\

Produzir biodiesel de soja atraves do processo de transesterificacéo;

Avaliar a transesterificacdo do 6leo de soja através da espectroscopia infravermelho
por transformada de Fourier (FTIR);

Produzir blendas de diesel-biodiesel para construcgdo e validagdo de curvas analiticas;
Caracterizar as blendas ndo diluidas através da fluorescéncia multidimensional, no
modo MEE, ndo polarizada (MEEnp) e polarizada (MEEp);

Caracterizar as blendas diluidas em EGTWS80 através da fluorescéncia
multidimensional polarizada, no modo MEEpp), nas polariza¢cdes de excitacao-
emisséo: vertical-vertical (VV); vertical-horizontal (VH); horizontal-vertical (HV) e
horizontal-horizontal (HH);

Decompor as MEEnp através do PARAFAC (MEEnp- PARAFAC) para obtencédo de
contribuigdes (“loadings” do modo A, B e C);

Utilizar os resultados da MEEnr-PARAFAC para avaliar a composicdo das BDBnp
e construir um modelo analitico multivariado para quantificar biodiesel nessas
blendas;

Aplicar o PARAFAC sobre as MEEpp) (MEEpp)-PARAFAC) para obter os
espectros de excitacdo e emissdo em cada polarizagéo;

Utilizar os resultados MEEpp)-PARAFAC para selecionar as melhores variaveis de
excitacdo-emissao para construir modelos analiticos em cada polarizacdo e validar
esses modelos através da fluorescéncia 2D polarizada;

Aplicar a analise de residuos studentizados e o teste F para avaliar a presenca de
“outliers” e a linearidade dos modelos analiticos;

Determinar os LDD e LDQ das curvas analiticas;

Validar externamente os modelos analiticos;

Determinar acuracia e precisdo desses modelos na predicédo de biodiesel em BDBnp
e BDBp.
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Capitulo 3 — Materiais e Métodos

Neste capitulo serdo apresentados os materiais e os métodos utilizados para o
desenvolvimento deste trabalho. Eles foram reunidos em trés principais se¢des, as quais
sdo: Preparo das amostras (secdo 3.1), Caracterizacdo Optica e complementares (secéo

3.2) e analise de dados (se¢éo 3.3).

3.1 Preparo das amostras
3.1.1 Producéo do biodiesel

As amostras de biodiesel foram produzidas pelo processo de transesterificacdo do
6leo de soja refinado (LIZA®), na razdo molar de 1:6 (6leo/alcool). Como catalizador,
foi utilizado o hidréxido de potassio (KOH) (2% de massa em rela¢do a massa de 6leo)
dissolvido em metanol PA a 50 °C sob agitacdo em uma chapa de agitacdo magnética.
Apbs dissolucao total do KOH, o metdxido de potéssio foi adicionado ao éleo de soja
aquecido a 60 °C e em seguida, a mistura foi colocada sob agitacdo por 2 h para garantir
a completa transesterificacdo do 6leo de soja. Posteriormente, o resultante foi transferido
para um funil de decantag&o e mantido em repouso por 24 h.

Apbs 24 h de repouso duas fases foram observadas, conforme apresentado na
Figura 1: a primeira (inferior) contendo os residuos resultantes do processo de
transesterificacdo (glicerina, catalisador, &lcool e 6leo) e a segunda (superior) composta
principalmente de ésteres metilicos (biodiesel). Apds a remoc¢do da primeira fase, o
biodiesel foi submetido ao processo de lavagem, conforme as seguintes etapas: na
primeira, o biodiesel foi misturado com &gua destilada para eliminar tracos de
componentes polares (glicerina, KOH etc.) e na segunda, foi adicionado ao biodiesel
solucdo aquosa saturada de cloreto de sodio (NaCl). Nas duas etapas, a fase aquosa foi
eliminada por decantacéo.

Apds a lavagem, o biodiesel foi filtrado com papel de filtro qualitativo na presenca
de sulfato de magnésio (MgSOs) para a eliminacéo da agua remanescente. Em seguida, o
metanol residual presente no biodiesel foi rotaevaporado a 60 °C. Por fim, biodiesel foi
adicionado em um frasco ambar, embrulhado com papel aluminio e armazenado na

geladeira.
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Figura 1. Funil de decantacgdo apresentando as fases originadas do processo de producéo
do biodiesel. O biodiesel corresponde a fase superior e os residuos a fase inferior.

3.1.2 Producao das blendas de diesel-biodiesel ndo diluidas

As BDBnp foram preparadas com o diesel S500 padrdo, fornecido pela empresa
Taurus Petrdleo Ltda, juntamente com o biodiesel de soja produzido neste trabalho. Para
a producdo das blendas, dois conjuntos de amostras foram considerados: conjunto de
calibracdo e conjunto de validacdo. O conjunto de calibracdo foi utilizado para gerar as
curvas analiticas e o conjunto de validacdo para avaliar o potencial de predi¢do do
biodiesel nas blendas.

Para produzir as blendas do conjunto de calibracdo, uma massa total de 15 g foi
considerada, para cada blenda, e uma faixa de 0 a 100% m/m de biodiesel em sua
composicao foi escolhida. Em relacéo ao teor de biodiesel nas blendas, a porcentagem de
biodiesel foi aumentada em passos de 10 % m/m, totalizando 22 amostras, todas
preparadas em duplicatas. Para compor o conjunto de validacdo, quatro amostras de
BDBnp foram produzidas: duas contendo 13% m/m e o duas contendo 15% m/m de
biodiesel nas BDBnp. Adicionalmente, para as matrizes polarizadas, o conjunto de
validacao foi composto de trés amostras para cada blenda de validacdo. Todas as blendas
foram chamadas de Bxp), onde x corresponde a porcentagem, em massa, de biodiesel
na blenda e o indice ND significa ndo diluida e indica que as blendas n&o foram diluidas.

3.1.3 Producéo das blendas de diesel e biodiesel diluidas

Para preparar as blendas de diesel-biodiesel diluidas (BDBp), uma emulséo padrao
(EP) de Tween 80 (TW80) em etilenoglicol (EG) foi preparada. Para isso, 0,2% v/v do
emulsificante TW80 da marca Sigma Aldrich foram adicionados a 99,8 % de EG PA da
marca Synth Em seguida, essa EP foi agitada manualmente até ficar homogénea. E

27



importante destacar que essa quantidade de TW80 est4 acima da concentracdo micelar
critica (CMC) para esse emulsificante [53,54]. Apds a homogeneizagdo, emulsdes
trabalho (ET), contendo 0,12% v/v de BDBnp € 99,88% de EP foram produzidas em
baldes volumétricos. As ET foram produzidas em duplicatas para cada BDBnp no
intervalo de composicdo de 0% a 100% m/m de biodiesel nas blendas, em passos de 10%
m/m de biodiesel, totalizando 22 amostras. Em seguida, 30% da ET de cada blenda foi
diluida em 70% v/v de EG. Em relacdo a producdo das amostras de validacdo externa, o
mesmo procedimento foi adotado. Assim, seis amostras de validacdo externa, trés com
13 % m/m e trés com 15% m/m de biodiesel nas blendas foram produzidas. Amostras
com 30% da EP (sem BDBnp) foram diluidas em 70% de EG e chamadas de EGTW80.
Essas amostras foram adotas como referéncias (branco) na FM, EDL e AFM.

Todas as amostras foram rotuladas como Bxp), onde x corresponde a
porcentagem, em massa, de biodiesel das BDBnp e 0 indice D mostra que elas foram
diluidas de acordo com o procedimento descrito acima. Além disso, a emulsdo EGTW80
foi escolhida devido o EG apresentar valor de viscosidade (16,1 cP) maior do que 0s
solventes Diclorometano (0,45 cP) e Hexano (0,31 cP), os quais sdo normalmente

utilizados para diluir BDB.

3.1.4 Solucéo padrao de Rodamina B

Para avaliar o alinhamento dos polarizadores e a implementacdo do algoritmo de
processamento de dados para a obtencdo dos MDA, o valor da anisotropia de
fluorescéncia da Rodamina B (15p) em uma solucdo aquosa de glicerol foi utilizada como
padrdo. Para isso, o glicerol PA da marca Dindmica, Rodamina B (RB) PA da marca
Vetec, hidroxido de s6dio PA (NaOH) da marca Dindmica e agua destilada foram
utilizados. Primeiramente, uma solucdo aquosa contendo agua destilada e 0,5 mM de
NaOH foi preparada. Em seguida, o glicerol foi diluido na solugcdo aquosa na razdo de
95:5 (glicerol:solucdo aquosa). Apds a diluicdo do glicerol, a solucdo foi chamada de
GNaOH. Em seguida, a massa de RB foi aferida e dissolvida em GNaOH, considerando
uma concentracdo final de 0,2 mg.L, conforme descrito em Maruyama et al. (2019) [55].
Adicionalmente, RB em GNaOH foram produzidas em triplicatas e rotuladas de
RB(GNaOH).
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3.2 Caracterizagdes Optica
3.2.1 Avaliacéo da reacéo de transesterificacao

A reacdo de transesterificacdo do Oleo de soja foi avaliada através da
espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier. Para isso, 0s espectros de
absorcdo do 6leo de soja e biodiesel foram mensurados em um espectrémetro de
infravermelho médio Perkin-Elmer Spetrum 100 series, equipado com acessorio de
reflectancia total atenuada (“Attenuated Total Reflectance” - ATR) de cristal de germanio.
Todos os espectros foram coletados entre 3200 e 1600 cm™, com resolucdo de 1 cm™ e

10 acumulagdes, em temperatura ambiente.

3.2.2 Obtencédo das matrizes de excitacdo-emissdo ndo polarizada das BDBnp

As matrizes de excitacdo-emissao ndo polarizada (MEEnp) foram obtidas em um
espectrofluorimetro FluoroMate FS-2 (SCINCO, Seoul, Korea) composto por
monocromadores de excitacdo e emissdo, uma lampada de xendnio de 150 W e uma
fotomultiplicadora R-928 como detector. Para a obtencdo das MEEnp das BDBnp, uma
cubeta de quartzo com caminho Optico de 1 cm e quatro faces polidas foi utilizada. A
cubeta contendo amostra de BDBnp foi posicionada de acordo com a configuragéo
geométrica do angulo de 90° entre o feixe de excitacdo e emissdo. Em seguida, as MEEnp
das BDBnp foram coletadas nos intervalos de excitacéo e emissdo de 205 a 555 nm e 215
a 755 nm, com incrementos de 5 nm e 2 nm, respectivamente. Adicionalmente, a
sensibilidade da fotomultiplicadora foi ajustada em 550 V. Por fim, é importante destacar
que todas as MEEnp, conjunto de calibracdo e validagcdo, foram mensuradas a partir das
BDBnp como inicialmente preparadas, ou seja, sem serem diluidas ou passarem por

quaisquer pré-preparo e a temperatura ambiente.

3.2.3 Alinhamento dos polarizadores

Antes de obter as matrizes de excitagdo-emisséo polarizadas (MEEp), a janela
Optica e o alinhamento dos polarizadores de excitacdo e emissdo foram avaliados.
Primeiramente, os polarizadores de excitagéo e emisséo foram colocados em uma base
giratdria da marca Newport (RSP-1T), calibrada de 0 a 360° com erro instrumental de

+1,0°, conforme mostrado na Figura 2.
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Figura 2. Polarizadores de excitacdo (esquerda) e emissdo (direta) sobre uma base
giratoria Newport (RSP-1T).

Apds ajustar os polarizadores sobre as bases giratorias, o conjunto foi adicionado
no espectrometro de absor¢do UV-vis Lambda 265 (Perkin-Elmer, Waltham,
Massachusetts, USA), conforme apresentado na Figura 3. Em seguida os espectros de
transmitancia foram obtidos com a linha de base feita no ar, e com os polarizadores de
excitacdo e emissdo nas posicdes VV e VH. Adicionalmente, VV significa que 0s
polarizadores de excitagdo-emissdo foram orientados na vertical enquanto VH significa
que o polarizador de excitacdo foi orientado na vertical e de emissdo na horizontal. Apos
a obtencdo dos espectros, 0s seguintes critérios foram considerados para avaliacdo da
janela éptica e alinhamento dos polarizadores: (1) na polarizacdo VV espera-se que a
transmiténcia da radiacdo ocorra entre os polarizadores; (2) na polarizacdo VH espera-se

valores de transmitancia préximo de zero.

Figura 3. Polarizadores de excitacdo (esquerda) e emissdo (direta) adicionados e
alinhados ao espectrofotdmetro UV-vis.

Além dos espectros de transmitancia, o valor da anisotropia de fluorescéncia da
solucdo de RB(GNaOH) foi utilizada como padrdo para avaliar o alinhamento e
funcionamento dos polarizadores. Para isso, amostras de RB(GNaOH), cujo preparo esta
descrito no item 3.1.4, foram adicionadas em uma cubeta de quartzo com as quatro faces

polidas e caminhos opticos de 3 e 10 mm da marca Starna Scientific. Em seguida as
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matrizes de excitacdo-emissdo polarizadas da solu¢do de RB(GNaOH) (MEEprg)) foram
coletadas nas seguintes polarizagdes: VV(Vertical-Vertical), VH (Vertical-Horizontal),
HV (Horizontal-Vertical) e HH (Horizontal-Horizontal). As MEEprs) foram obtidas no
mesmo espectrofluorimetro descrito no item 3.2.2. Os intervalos de excitacdo de 490 a
600 nm e emisséo de 550 a 645 nm, com incrementos de 2 nm e 1 nm, foram utilizados
para a obtencdo das MEEpre). Adicionalmente, as excitaces foram realizadas ao longo
do eixo de menor caminho Optico da cubeta. As aberturas das fendas de excitacao e
emisséo foram de 2,5 nm e 5,0 nm, respectivamente. Todas as MEEprs) foram coletadas
com a tensdo da fotomultiplicadora ajustada em 600 V e com angulo de 90° entre o feixe
a excitacdo e emissdo, conforme apresentado na Figura 4. Além disso, o tempo de
integracdo, o tempo de resposta e a velocidade de escaneamento foram de 20 ms, 0,1 s e
600 nm.min?, respectivamente. Todas as MEEprs) foram coletadas em temperatura

ambiente.

Polarizadores

Figura 4. Configuracdo dos polarizadores de excitacdo (Ex.) e emisséo (Em.) no
fluorimetro.
3.2.4 Obtencéo dos espectros de absorcéo na regido UV-vis

Os espectros de absorcdo das amostras de BDBnp € BDBp foram obtidos em um
espectrometro de absor¢do UV-vis Lambda 265 (Perkin-Elmer, Waltham, Massachusetts,
USA) na regido espectral de 200 a 900 nm. Para isso, as amostras foram adicionadas em
uma cubeta de quartzo de dimensdo 3 x 10 nm e 0s espectros coletados pela face de menor

caminho optico. Todos os espectros foram coletados em temperatura ambiente.

3.2.5 Matrizes de excitagdo-emissdo polarizadas das blendas de diesel-biodiesel néo
diluidas

Apds avaliar a janela de transmissdo e o alinhamento dos polarizadores, as MEEp
das BDBnp (MEEpnD)) foram coletadas no mesmo fluorimetro descrito no item 3.2.2.
Como porta amostra, a mesma cubeta descrita no item 3.2.3 foi utilizada. Além disso, as
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excitacdes foram realizadas ao longo do eixo de menor caminho Optico da cubeta. Os
comprimentos de onda de excitacdo e emissdo foram obtidos no intervalo de 330-480 nm
e 352-650 nm, com incrementos de 5 nm e 1 nm, respectivamente. As aberturas das fendas
de excitacdo e emissdo foram de 5,0 nm para os dois monocromadores. Todas as
MEEpp) foram coletadas com a tensdo da fotomultiplicadora ajustada em 550 V e com
angulo de 90° entre o feixe de excitacdo e emissdo (Figura 4). Além disso, o tempo de
integracéo, o tempo de resposta e a velocidade de escaneamento foram de 20 ms, 0,1 s e
600 nm.min!, respectivamente. Todas as MEEpnp) foram coletadas em temperatura

ambiente.

3.2.6 Matrizes de excitacdo-emissdo polarizadas das blendas de diesel-biodiesel
diluidas

Para a obtengdo das MEEp das BDBp (MEEp(p)) foram utilizados o fluorimetro
e a cubeta descritos nos itens 3.2.2 e 3.2.4. As MEEpp) foram coletadas no intervalo de
excitacdo de 270 a 410 nm e emissao de 372 a 550 nm. Além disso, 0s incrementos de
excitacdo e emissdo foram de 5 nm e 1 nm, respectivamente. Todas as MEEpp) foram
coletadas com a fotomultiplicadora ajustada em 700 V e com as fendas de excitacdo e
emissao abertas em 5,0 nm para ambos os monocromadores. Adicionalmente, o tempo de
integracdo, o tempo de resposta e a velocidade de escaneamento foram de 20 ms, 0,1 s e
600 nm.min'%, respectivamente. As MEEpp) foram coletadas com angulo de 90° entre o
feixe a excitacdo e emissdo, conforme apresentado na Figura 4. Para a obtencdo das
matrizes de excitacdo-emissdo do solvente (MEEp(ranco)), 0 mesmo procedimento foi

adotado. Todas as MEEpp) foram obtidas em temperatura ambiente.

3.2.7 Espectroscopia de fluorescéncia resolvida no tempo das blendas de diesel-
biodiesel diluidas

Para avaliar o tempo de correlacdo rotacional, medidas do tempo de vida de
fluorescéncia das BDBp e da RB(GNaOH) foram realizadas em um espectrometro de
contagem de fotons Unicos correlacionados no tempo (“Time Correlated Single Photon
Counting” - TCSPC) (FluorTime 100, PicoQuant®, Berlim, Alemanha). As amostras
foram excitadas empregando pulsos de luz emitidos por um diodo emissor de luz (LED)
no comprimento de onda de 280 nm, com frequéncia de repeticéo ajustada em 1,25 MHz

e poténcia de emissdo de 1,3 uW. Os pulsos foram gerados com o auxilio de um
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modulador de frequéncia PDL 800-B (PicoQuant). Apés a excitacdo em 280 nm, 0s
decaimentos foram monitorados através do filtro passa banda WG320 nm (320 nm)
Ap0s a obtencdo das curvas de decaimentos, os dados foram ajustados através do

programa FluoFit (PicoQuant) através da seguinte equacgéo:

t

I(t)=3" Aje Equagio 2
onde I(t) corresponde a intensidade do decaimento de fluorescéncia, A; sdo as amplitudes
(fatores pré-exponenciais), t € o tempo em ns e t; € o tempo de vida de fluorescéncia em
ns [56,57]. Adicionalmente, ajustes bi exponenciais foram aplicados e valores de chi-
quadrado (x?) entre 0,95 e 1,04 foram considerados adequados. Apds os ajustes, 0 tempo

de vida médio de cada amostra foi calculado através da seguinte equacdo [56]:

2 2
i=1 AiTj

Tmedio = 5o, Equacéo 3

3.3 Analise dos dados
3.3.1 Anélise multivariada das MEEnp das blendas néo diluidas

As MEEnp foram analisadas pelo PARAFAC (MEEnp - PARAFAC) através do
pacote drEEM [34], executado no software Matlab R2020a. Para a analise, as MEEnp
foram organizadas em ordem ascedente do teor de biodiesel nas BDBnp, formando uma
arranjo de tamanho 12 x 484 x 23. Em seguida, esse arranjo foi pré-processado
(delimitacdo das regides de decomposicao) e decomposto pelo PARAFAC. Para a escolha
do numero de componentes e validacdo do modelo, a andlise do tensor central
(CONCORDIA) e a andlise da divisdo pela metade (“Split Half Analysis’’ - SHA) foram
utilizadas, respectivamente [16,34]. Para avaliar o potencial da calibragdo multivariada,
0 PARAFAC foi aplicado apenas no conjunto de dados que apresentaram comportamento

linear em funcéo do teor de biodiesel nas BDBnp.

3.3.2 Analise multivariada das MEEp das blendas diluidas e néo diluidas

O método PARAFAC foi aplicado sobre as MEEpnp) e MEEp(p) com objetivo de
avaliar as possiveis contribui¢cbes dos fluor6foros (composicdo, méxima excitacdo e
emisséo) nas polarizagdes VV, VH, HV e HH, alem da MEEpp)total das BDBp. Boucau
et al. (2018) aplicaram o metodo MCR em cada polarizacéo para obtencdo da anisotropia
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do sistema por eles estudado [51]. No trabalho, os autores afirmam que o PARAFAC
também pode ser utilizados para gerar modelos por polarizacéo.

Nesse contexto, 0 PARAFAC foi aplicado sobre as MEEp (vo)e MEEp(p) atraves
do pacote drEEM [34], executado no software Matlab R2020a. Adicionalmente, é
importante pontuar que as MEEp (voy e MEEpp) foram analisadas separadamente, porém
0 procedimento metodoldgico, como organizacdo da estrutura de dados, pré-
processamento de dados, decomposicdo e validacdo do modelo foram o0 mesmo para
ambos conjunto de dados. Assim, cada polarizacdo das MEEpnp) € MEEp(p) foram
organizadas, em ordem ascendente do teor de biodiesel nas blendas, formando um arranjo
tridimensional de dados de tamanho: nimero amostras X nimero de comprimento de
onda de emissdo x niimero de comprimento de onda excitacdo. E importante ressaltar que
o tamanho do arranjo, depende do nimero de variaveis utilizadas na decomposicdo de
cada polarizacdo. Em seguida, o conjunto de dados referente a sua respectiva polarizagdo
foram pré-processados (delimitacdo das regides de decomposicdo, remoc¢do de
espalhamento e interpolacao) e decomposto pelo PARAFAC. Adicionalmente, a remocéo
dos espalhamentos e interpolacdo foram aplicados somente nas polarizagdes em que o
espalhamento foi observado. Em relacdo a escolha do nimero de componentes e
validagdo do modelo, 0 CONCORDIA e a SHA foram utilizadas, respectivamente
[16,58].

3.3.3 Construcdo das curvas analiticas e analise da regresséo linear

As curvas analiticas apresentadas neste trabalho foram construidas a partir dos
seguintes procedimentos: (1) inspecdo da maxima intensidade de excitacdo-emissao das
MEEnpr das BDBnp; (2) representacdo pseudo-univariada obtidas através da MEEne-
PARAFAC das BDBnp; e (3) méxima intensidade de excitagdo-emissdo recuperada a
partir da MEEpnp)-PARAFAC das BDBnp e das BDBp. Esses procedimentos seréo
descritos a seguir.

Procedimento 1

De posse das MEEnp das BDBnp, uma inspecao foi realizada sobre a MEEnp da
amostra BOnpy com objetivo de encontrar a regido de maxima intensidade de excitagao-
emissdo. Essa inspecdo foi realizada atraves da ferramenta “Data Reader” do software

Origin Lab. Entdo, a maxima intensidade de emissdo, para uma dada excitacdo, foi
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plotada em fungdo do teor de biodiesel. Em seguida, a regido de linearidade foi
identificada e a analise da regressao foi aplicada sobre esse conjunto de dados.

Procedimento 2

O modelo PARAFAC pode ser usado para predizer a concentracdo do analito de
interesse em novas amostras [59]. Para isso, um grafico chamado representagdo pseudo-
univariada é construido através dos “loadings” da concentracédo (“loadings” do modo A),
de cada componente obtido através do PARAFAC, em func¢éo da concentracdo do analito
de referéncia (BDBnp) [59,60]. Nesse contexto, a representacdo pseudo-univariada foi
utilizada para a construgéo de um modelo, cujo objetivo foi avaliar o teor de biodiesel em
BDBnp. Em seguida, a valida¢ao cruzada (“leave-one-out cross validation” - LOOCV)
foi aplicada sobre 0 modelo e a figura de mérito raiz quadrada do erro médio de validacéo
cruzada (“Root Mean Square Erro Cross Validation” - RMSECV) (Equagédo 4) foi
utilizada como critério de escolha do melhor componente para a construcdo da
representacdo pseudo-univariada [59,60]. A figura de mérito RMSECV pode ser escrita
como

I .
=Ly

Ney

RMSECV = Equacédo 4
onde L; e L; sdo os valores dos “loadings” do modo A atuais e preditos a partir MEEne-
PARAFAC do conjunto de calibracdo, respectivamente, e n,, corresponde ao numero de

amostras deixadas de fora na validagdo cruzada [59].

Procedimento 3

De posse das melhores variaveis de excitacdo e emissdo, obtidas apds a
decomposi¢do das MEEpnp) € MEEpp) pelo PARAFAC, curvas analiticas foram
construidas para cada polarizagdo. Para isso, as intensidades experimentais, de cada
polarizacdo, foram plotadas em funcdo do teor de biodiesel nas BDBnp € BDBp. Em
seguida, as intensidades que apresentaram um comportamento linear com a adi¢do de
biodiesel nas blendas, foram utilizadas para a andlise da regressdo. Adicionalmente,
diferente do procedimento 2, a analise PARAFAC nao foi utilizada para gerar modelos
analiticos pseudo-univariados, pois a intencdo desta analise foi obter as melhores

variaveis que possibilitam gerar modelos analiticos que possam ser validados de forma
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mais simples do que o modelo pseudo-univariado, como por exemplo, através dos

espectros de fluorescéncia 2D das amostras do conjunto de validagdo externa.

3.3.4 Analise da regressao

Para a andlise da regressao, a analise de residuo studentizado e teste F foram
utilizados para a detecgdo de “outliers” e avaliacdo de linearidade entre as varidveis
dependentes e independentes, respectivamente. Além disso, o limite de deteccédo (LDD)
e quantificacdo (LDQ) foram estimados para todos os modelos obtidos neste trabalho.
Adicionalmente, os limites de confianga dos coeficientes da regressdo foram calculados
com o nivel de significancia « = 5% com n — p graus de liberdade, onde n é o nimero
de amostras do conjunto de calibracdo e p (p= 2 para regressao linear) é o nimero de
parametros do modelo [61].

3.3.4.1 Andlise de residuo studentizado

A presenca de “outliers”, nas curvas analiticas, foi avaliada atraves da andlise de
residuos studentizados (ry) [62], expresso pela seguinte equacao:

yi-yi

s = m Equa(;ao 5

onde, y; corresponde aos valores observados e y;’ é a estimativa da observacéo, levando
em consideracao a observacdo excluida do conjunto de dados antes da regressdo, MSE é
a média quadratica do erro da regressdo sem a amostra que se deseja estimar e h;; €
influéncia da amostra [63]. A influéncia é valor da diagonal principal da matriz chapéu
H = CC™ e C corresponde ao vetor concentracdo. O nivel de significancia foi de @ = 5%
com n —p — 1 grau de liberdade, onde n € o nimero de pontos da curva analitica e p é
0 numero de parametros da regressdo (p= 2 para regressao linear). Sdo considerados

“outliers” amostras com valores de r, > 3 [62,64].

3.3.4.2 Andlise de linearidade — Teste F
O teste F para a regressdo [61,65,66], estabelece o quociente entre a média

quadratica da regressdo MQ,.4, variancia explicada pelo modelo com p — 1 grau de

liberdade, e média quadratica residual MQ,.s, variancia residual com n — p grau de

liberdade, dada pela seguinte equacéo:

M ~
F =X Equacdo 6
MQres
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Esse teste é baseado no teste de hipotese, cuja hipotese nula (Hy: b; = 0) assume que nao
existe relacdo linear entre as varidveis, por outro lado, a hipotese alternativa (H,: b; # 0)
assume que existe uma relagdo linear entre as variaveis [66]. Adicionalmente, b,
corresponde o coeficiente angular da regressao. Considerando um nivel de significancia

de a = 5%, temos que:

o Se F.uicutado = Frabelador €NtAO rejeita-se Hy;

o SeF.uicutado < Frapelados €NtAO aceita-se H,.

3.3.4.3 Determinacéo do limite de detecgdo (LOD) e limite de quantificacdo (LOQ)

O limite de deteccdo (LOD) mede qualitativamente a capacidade de deteccdo do
analito por uma técnica instrumental com um nivel de significancia a, enquanto o limite
de quantificacdo expressa a minima detec¢do quantitativa (LOQ) do analito [67,68]. Neste
trabalho, o LOD e LOQ foram determinados com 5% de nivel de significancia e com as
seguintes equacdes[60,69-73]:

5(avﬁ)on 6
b

LOD = Equacéo 7

10wy, @

L0Q = —

Equacédo 8

onde &(a,B) é o coeficiente t unicaudal da distribuicdo t-student e depende das
probabilidades a e 8, & corresponde ao desvio padrdo da regressdo e b é o coeficiente
angular da curva analitica. O parametro w, (Equacdo 9) depende dos parametros da
regressdo, como a concentracdo utilizada na constru¢do do modelo de calibracéo (Ci),
namero das réplicas (K) e nimero de pontos (amostras) presentes no modelo de calibragédo

() [72].

1 1 c? ~
on —\/E+7+m Equa(;aog

3.3.4.4 Avaliacédo do desempenho dos modelos de calibragao

Para avaliar a performance do modelo de regressdao na predicdo do teor de
biodiesel nas blends do conjunto de validacdo externa, as seguintes figuras de mérito
foram calculadas: RMSEP e RSDP. Ambas fornecem informacgdes sobre a preciséo e

acurécia dos modelos na predicéo do teor de biodiesel nas amostras de validacao externa,
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respectivamente. Além disso podem ser calculados de acordo com as seguintes equagdes
[59,74]:

It _A 2
RMSEP = \/Zi-l(crefl- Cpred) Equagéo 10
e
RDSP = ( RMSEP )x100 Equacdo 11
BDBpred

onde Gy € (fpred_ correspondem aos valores de referéncia e preditos de biodiesel no
conjunto de validacdo externa, n,, € 0 nimero de amostras do conjunto de validagdo e

BDBq. € 0 valor de biodiesel predito no conjunto de validagao.

3.3.5 Construcéo dos mapas de anisotropia

Para a construcdo dos mapas de anisotropia (MDA), primeiramente é necessario
que os valores de anisotropia sejam calculados, de acordo com a seguinte equagéo
[48,49,51]:

_ MEEyy—GXMEEyy
T MEEyy+2XGXMEEyy

Equacéo 12

onde MEE,, e MEE,y correspondem as MEEp, coletadas com os polarizadores de
excitacdo-emissao orientados nas polarizacdes VV (excitagdo-emissdo) e VH (excitacéo-
emissdo) e G corresponde ao fator de correcéo das diferentes sensibilidades que o detector
de emissdo pode apresentar quando os polarizadores sdo orientados na vertical e
horizontal [48-50]. Esse fator pode ser obtido através das MEEp coletadas nas
polarizacbes HV (MEEyy) e HH (MEEyy), conforme descrito na equacao 13 [48,50].

_ MEEpy
© MEEpy

Equacéo 13

Conforme apresentado na Equacédo 12, o produto do fator G pelas MEEy; geram

as MEEyy ., .. 40" Dessa forma, a anisotropia de fluorescéncia (Equacdo 12) pode ser

reescrita da seguinte maneira:

MEEyy _MEEVHcorrig ida

r =
MEEyy+2XMEEyy

Equacédo 14

corrigida
Adicionalmente, o denominador da equagdo 14 corresponde a matriz de excitacdo e

emisséo total (MEEr,:q;).- Antes que os valores de r sejam calculados, é necessario que
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as MEEp sejam pré-processadas, pois os espalhamentos Rayleigh e Raman podem gerar
resultados incorretos de r [48,50].

Nesse sentido, para o pré-processamento de dados das MEEp e o célculo de r das
BDBp e da RB(GNaOH), o software Matlab R2020a e o pacote drEEM [34] foram
utilizados. Em relagdo ao pré-processamento dos dados, primeiramente as MEEpP pranco)
(MEEp da EGTW80) foram subtraidas das MEE,, e MEEy. Esse procedimento foi
necessario para remover 0s eventuais espalhamentos Raman provenientes do solvente
[75]. E importante salientar que as MEEp@ranco) COrrespondem as MEEp do solvente
(EGTW80), conforme descrito na secdo 3.1.3. Apds a subtracdo das MEEp(pranco), O
método de suavizagdo de Savitsky-Golay, foi aplicado para a reducdo de ruidos
proveniente da subtracdo [48]. Para isso, um polindmio de segunda ordem e um nimero
de pontos igual a 64 foram adotados como parametros de suavizacdo. Adicionalmente, a
ordem do polinémio e o nimero de pontos foram escolhidos de acordo com 0s seguintes
critérios: (1) maxima reducdo dos ruidos e (2) ndo alteracéo da forma espectral das MEEp.
Em seguida, o espalhamento Rayleigh foi removido e a interpolacdo foi aplicada nas
matrizes que apresentaram espalhamento.

Para calcular o fator G, as MEEy, € MEEyy de cada BDBp foram utilizadas sem
pré-processamento, pois elas ndo apresentaram espalhamento na regido analisada. Dessa
forma, o fator G foi determinado e as suas respectivas matrizes foram suavizadas a partir
do método de suavizacao de Savitsky-Golay, cujo polindmio e o nimero de pontos foram
0os mesmos utilizados nas MEE,, e MEE,y. Ap0s a obtencdo do fator G, as

MEEyy,o,i 51 de cada BDBp foram determinadas. Realizado o pré-processamento das

MEEp, o valor de r foi calculado a partir da Equacdo 14, e consequentemente os MDA
de dimensdo r X A., X A.,(anisotropia x comprimento de onda de excitacdo X
comprimento de onda de emissdo) foram construidos para cada BDBp.

Em relacdo aos MDA da RB (NaOH), o valor de sua anisotropia de fluorescéncia
foi adotado como padrdo para avaliar se a implementacdo do codigo de pré-

processamento e do célculo de r foram realizados de forma correta.
3.3.6 Determinacéo do tempo de correlacdo rotacional

Para avaliar o tempo de correlacéo rotacional de um dado fluor6foro em um par

de excitagcdo-emissdo presente no MDA, a seguinte equacéo foi utilizada [50]:
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7;_0 = 1 4 Imédio Equagéo 15

Trot.

onde r, é a anisotropia fundamental (r, = 0,4), r € a anisotropia para um dado ponto do
MDA, T,¢qi0 € 0 tempo de vida médio obtido através da Equacéo 3 e 7,.,;. € 0 tempo de
correlago rotacional do fluoréforo analisado. E importante definir que r, corresponde ao
valor méximo de anisotropia de fluorescéncia na auséncia da despolarizacdo entre a
excitacdo-emissdo, considerando a maxima fotoselecdo dos fluoréforos analisados [50].
Essa equacdo é conhecida como equacéo de Perrin e foi aplicada para obter informac6es
complementares a cerca dos valores de anisotropia dos fluor6foros que compdem as
BDBp a partir de 7,.,;. Adicionalmente, para fins comparativos, o 7,,, da RB também foi
determinada.

De acordo com os valores de T,¢qi0 € Trot. das BDBp e da RB, foi possivel avaliar
os valores da anisotropia da seguinte forma:

Trot. > Tmédio, ENA0 T = 1y;
Trot. K Tmédio, €NtA0 = 0 [50].
Adicionalmente, valores de r =~ r, significa que a molécula em estudo ndo sofre

depolarizacédo por rotacdo enquanto r ~ 0 indica despolarizacdo por rotacéo.
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Capitulo 4 - Aplicacdo da fluorescéncia multidimensional néo

polarizada em blendas de diesel-biodiesel ndo diluidas
Neste capitulo serdo apresentados os resultados, discussdo e conclus@es acerca da
aplicacdo do PARAFAC nas MEEnp (MEEnp-PARAFAC) no desenvolvimento de

modelo analitico multivariado usado na quantificacéo de biodiesel em BDBnp.

4 Resultados e discussao
4.1 Avaliacéo da transesterificacdo do 6leo de soja

A Figura 5 mostra os espectros de absorcao na regido do infravermelho médio,
obtidos para as amostras de 6leo de soja e biodiesel. De acordo com o comportamento
dos espectros, um deslocamento da banda centrada em 1746 cm™ para 1743 cm foi
observado. Essa banda esta associada ao grupo C = O e o seu deslocamento confirma a
producdo de biodiesel [76].

0.05

—— Oleo de soja
Biodiesel

0.04

0.03

0.02

Absorbancia

0.01

0.00
T T T T T T T T T T T T T
1780 1770 1760 1750 1740 1730 1720 1710
Numero de onda/cm™

Figura 5. Espectros de FTIR das amostras de 6leo e biodiesel de soja.

4.2 Matrizes de excitagdo-emissdo ndo polarizadas das blendas de diesel-biodiesel

nao diluidas

A Figura 6 apresenta a MEEnp de BOnp (Diesel), BDBnp (B10np até B90np) e
B100np (Biodiesel) com fluorescéncia localizada em duas regides. A primeira localizada
entre 350-560 nm quando excitada de 340 a 475 nm pode ser atribuida aos
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) presente no diesel e aos fluor6foros

enddgenos do biodiesel [7,31,77-79]. Em relacdo a segunda, menos intensa com emisséo
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entre 630 e 700 nm, com méaxima intensidade em torno de 660 nm, observada apenas para
B100np, pode ser atribuida & emissdo das moléculas de clorofila [7]. Adicionalmente, um
aumento da intensidade de fluorescéncia foi observado em funcéo do teor de biodiesel

(BOnp — B70np) devido ao aumento de viscosidade das BDBnp [6].

)
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Figura 6. Matrizes de excitacdo-emissdo ndo polarizadas de BOnp (Diesel) até B100np
(Biodisel). ER representa o espalhamento Rayleigh de primeira ordem. A barra de cor
corresponde aos valores de intensidade de fluorescéncia.

Baseado nos dados das MEEnp, a intensidade de emissdo em 435 nm (excitacéo
em 400 nm) foi plotada em funcdo do teor de biodiesel no intervalo de 0-100% m/m de
biodiesel em diesel, conforme apresentado na Figura 7. Sobre esses dados, um ajuste
linear foi aplicado no intervalo de 0-50% m/m e o modelo dado por Iyp,, =
(33964 + 430) + (149 + 14)x foi obtido com R? = 0,9909, em que X corresponde o
teor de biodiesel nas BDBp e 0s indices presentes na variavel dependente indica ndo
polarizada (NP) e ndo diluida (ND). Apds a obtencdo do modelo, os valores dos residuos
studentizados foram calculados a partir da Equacdo 5 e os resultados néo indicaram a
presenca de “outliers”, uma vez que os valores de residuos studentizados foram <3. De
acordo com o teste de linearidade (teste F), os valores de F,,; € F;4;, foram iguais a 544 e
4,96, respectivamente. Como F,,; > Fy,p, a hipbtese nula (Ho) deve ser rejeitada,

portanto é possivel concluir, que existe uma relagéo linear entre Iyp, € O teor de
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biodiesel nas BDBp. Confirmado a linearidade do modelo apresentado na Figura 7, 0s
valores de LOD = 5,3% m/m e LOQ = 23.7% m/m foram calculados. De acordo com o
alto valor de LOQ € possivel afirmar que 0 modelo dado por Iyp, , ndo atende a legislagdo
Brasileira vigente, utilizada para quantificar teor de biodiesel nas BDBp.

Portanto, uma simples analise da maxima intensidade de fluorescéncia em um

comprimento de onda especifico de excitagdo e emissdo ndo forneceu um modelo

adequado para quantificar biodiesel nas BDBnp.

5

Intensidade de Fluorescéncia x 10*/u.a

(]

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 ' 1(I)O
Teor de biodiesel em diesel/%
Figura 7. Intensidade de fluorescéncia em 435 nm em fungdo do teor de biodiesel nas
BDBnp sob excitacdo em 400 nm. A linha vermelha corresponde a regresséo linear.

4.3 Analise PARAFAC das MEEnD

As BDBnp sdo amostras complexas e suas MEEnp apresentam um nimero grande
de varidveis de excitacdo-emissdo. Dessa forma, a andlise multivariada de dados é
recomendada para esse tipo de estrutura de dados. Nesse cenario, para melhor identificar
e quantificar os fluor6foros pertencentes as BDBnp, 0 PARAFAC foi aplicado sobre as
MEEnp [15,37,59]. A Figura 8 mostra as MEEnp recuperadas ap6s a decomposicao
PARAFAC (MEEnp-PARAFAC), realizada no intervalo de 0-50% m/m de biodiesel nas
BDBnp. Apos a decomposi¢do, um modelo de dois componentes (C1e C2) foi obtido com
um CONCORDIA de 85,66% [80]. Como mostrado na Figura 9, SHA evidenciou que o
modelo de dois componentes apresentou similaridade espectral entre as divisdes, com
coeficiente de correlacdo maior do que 0,95 [34]. Portanto, esses resultados validaram
que as MEEnp, na regido entre 0 e 50% m/m de biodiesel nas BDBnp, recebem

contribuigdes de dois componentes (C1 e C2).
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Para o componente C1, uma regido de emisséo entre 375 e 525 nm foi recuperada
associada com excitagcdo entre 360 e 430 nm (Figura 8a). Por outro lado, para o
componente C2 (Figura 8b), a excitagcdo e emissao foram recuperadas nos intervalos de
390-480 nm e 400-575 nm, respectivamente. Adicionalmente, os espectros de excitacdo
e emissdo dos componentes C1 e C2, recuperados através MEEnp-PARAFAC, séo
apresentados nas Figuras 8c e 8d, respectivamente. Para esses componentes, 0S
comprimentos de onda de excitacdo (emissdo) da maxima intensidade de fluorescéncia
de C1 e C2, foram obtidos em 395 nm (430 nm) e 415nm (475 nm), respectivamente.
Além disso, os espectros de emissao recuperados sdo similares aos HPAs presente no
Diesel [44].

Emissédo/nm

340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540

Excitacdo/nm

14(¢) H(d)

Loadings

375 450 525 600 675 375 450 525 600 675
Comprimento de onda/nm
Figura 8. Mapas de contorno recuperados para os componentes (a) C1 e (b) C2Espectros

de excitacdo (linha preta) e emisséo (linha vermelha) recuperadas para o componente C1
(c) e componente C2 (d).
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Figura 9. Validacdo do modelo através da SHA. (a), (b) e (c) correspondem aos espectros
de emissdo enquanto (d), (e) e (f) correspondem aos espectros de excitacdo. A legenda
corresponde a comparagéo entre as divisdes, por exemplo: os componentes C1 e C2 da
metade AB estdo sendo comparadas com os componentes C1 e C2 da metade CD, assim
sucessivamente para todas as combinacdes restantes.

Baseado nos valores dos loadings do modo A, a representacdo pseudo-univariada
dos componentes C1 e C2 foram plotados, conforme mostrada na Figura 10a [59,60,69].
Em seguida, ajustes lineares foram aplicados sobre a representacdo e 0s seguintes
modelos de regressdo foram obtidos: L¢, (vpy = (269736 &+ 7987) + (3569 + 264)x
comR? = 0,9945,e L, (ND) = (195422 + 4516) — (716 + 68)x com R? = 0,9110,
onde x corresponde ao teor de biodiesel nas BDBnp. Em seguida, o teste de residuo
studentizado foi aplicado sobre as regressdes e “outliers” ndo foram encontrados
(residuo<3). Para avaliar a linearidade de L¢, (vp) € Lc¢z (vp), O teste F foi aplicado, cujos
valores de F., dos componentes C1 e C2 foram: 910 e 915, respectivamente. Assim,
comparando F;,;, = 4,96 e F., dos componentes, € possivel afirmar que existe uma
relacdo linear entre as variaveis da representacdo pseudo-univarida com 5% de nivel de
significancia.

De acordo com Marti et al. (2015), o melhor modelo de calibracdo PARAFAC
pode ser encontrado através da figura de mérito RMSEC [59]. Para isso, RMSEC é plotado
em funcéo do nimero de componente do modelo PARAFAC. O melhor modelo é aquele
que possui 0 menor valor de RMSEC. Nesse contexto, 0 melhor modelo de calibragédo
PARAFAC para a representacdo pseudo-univariada, foi dado pelo componente C1,

conforme mostrado a Figura 10b.
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Escolhida a representacao pseudo-univariada, os LOD e LOQ de L, yp) foram
calculados. Baseados nos valores de LOD e LOQ), é possivel afirmar que a curva analitica
dada por L¢, (vp) apresentou sensibilidade na deteccao de biodiesel nas BDBnp a partir de
2,5 % m/m e possibilidade de quantificar biodiesel nas BDBnp a partir de 11% m/m.
Portanto, é possivel concluir que a curva analitica L¢,(vp), CUjos parametros para
construcdo foram obtidos a partir da andlise MEEnp-PARAFAC, pode ser aplicada para

quantificar teor de biodiesel nas blendas pertencentes ao conjunto de validacdo B13np) e
B15nD).
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Figura 10. Pseudo-univariada representacdo do componente C; (circulos pretos) e C,
(circulos vermelhos). (b) RMSECV versus 0 numero de componentes do modelo
PARAFAC.

Obtido o modelo analitico (L¢, (vp)), 0 proximo passo foi avaliar o seu potencial

de predicdo de biodiesel nas BDBnp. Para isso, a varidvel independente X, que
corresponde ao teor de biodiesel predito nas blendas de validacdo B13np) € B15np), foi
isolada em L, vpy da seguinte maneira:

_ Lvalidagéo —269736
pred(np) 3569

BDB

Equacéo 16

onde Lygjidgacio © BDBpred(ND), correspondem ao “loadings” relacionado ao modo A
(concentracéo), obtido através EEM-PARAFAC, e aos valores de biodiesel predito nas
blendas de validagao B13np) & B15p), respectivamente. Para obter os valores Lygigacao
primeiramente a decomposi¢do PARAFAC foi aplicada apenas nas MEEnp do conjunto

de calibracéo (BOnp) até B50np)), cujos valores dos “loadings™ pertencentes aos modos
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B e C foram calculados e validados pela SHA. Em seguida, MEEnp das amostras de cada
conjunto de validagdo (B13p e B15np) foram adicionadas ao conjunto de calibragdo e
uma nova decomposicao PARAFAC foi feita para calcular L, 44450, @g0ra com B e C
fixos [81,82]. Adicionalmente, os valores de Lyq;iq4cs0 fOram obtidos separadamente para
cada conjunto, ou seja, primeiramente foi realizada uma decomposicéo para B13np) €
posteriormente uma decomposicéo para B15np), visto que uma nova decomposicéo deve
ser feita cada vez que novas amostras de validacdo sdo disponiveis [82]. Os valores de

Lyaiidacao € BDB obtidos para B13(np) € B15np), estdo contidos na Tabela 1.

pred(np)’

Tabela 1 — Valores dos parametros utilizados na validagao da curva analitica L¢, (vpy: “loadings” do
modo A do conjunto de validagao (Lygiqacao), CONjunto de validagdo B13(np) € B15np) € teor biodiesel

predito (BDBpred(ND)).
Amostras Lvalidgaczo ~ CoNjunto de validago BDByreq

1 318709 13,72
B13 '

2 318334 D) 13,62

4 322992 14,92
B15np)

5 321226 14,43

Para avaliar a robustez da curva analitica L¢ vpy Na predicdo dos teores de

biodiesel nas amostras de validacdo, as figuras de mérito RMSEP e RSDP foram
consideradas e 0s seus respectivos valores estdo contidos na Tabela 2. De acordo com 0s
baixos valores de RMSEP ¢ possivel afirmar que o modelo pseudo-univariado (MEEnp-
PARAFAC) apresentou 6tima acuracia na predi¢do do teor de biodiesel nas blendas de
validacdo. Além do RMSEP, Marti et al (2015) afirma que a acuréacia do modelo pode
ser avaliada através do quociente da média dos valores preditos com os valores de
concentracdo de referéncia, cujos valores préximos de um indica que o método é bem
acurado [59]. Para as blendas B13(npy e B15np) essa razéo foi aproximadamente 1 e 0,97,
respectivamente. Adicionalmente, os valores de RSDP obtidos para as blendas B13np) e
B15p) foram de 5,10% e 2,65%, respectivamente. Valores dentro de 10 % séo aceitaveis
e indica que o método € preciso [83]. Portanto, de acordo com esses resultados, é possivel
concluir que o modelo pseudo-univariado, obtido através da MEEnp-PARAFAC,
apresentou robustez na avaliacdo do teor de biodiesel nas amostras do conjunto de

validacao externa.
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Tabela 2 — Valor médio do teor de biodiesel predito nas blendas B13p) € B15(np) (DBBp)pred.) € figuras
de mérito referente a validagdo do modelo L¢, (vp)-

i, . . Conjunto de validacao
Curva analitica Figura de mérito B13 515
DBB(ND)pred_ (%) 13,67 14,67
= + +
Le,wpy = (269736 + 7987) + (3569 + 264)x RMSEP (%) 067 041
RSDP (%) 4,91 2,77

4.4 Concluséo do capitulo

Para atender a legislacdo vigente, os resultados da fluorescéncia multidimensional
ndo polarizada, no modo MEEnpe das BDBnp, associada com analise univariada de dados
ndo foi suficiente para construir um método analitico para quantificar biodiesel em
BDBnp néo diluidas. O alto valor de LDQ (23.7 % m/m) inviabilizou a quantificacdo de
biodiesel nas amostras do conjunto de validag¢do. Portanto, ndo foi possivel construir um
método analitico baseado na simples andlise da maxima intensidade de excitagdo
(emissd@o) 400 nm(435nm) das EEM de blendas de diesel-biodiesel nao diluidas.

Devido ao grande nimero de variaveis de excitacdo e emissdo, as MEEnp das
BDBnp foram associadas com PARAFAC (EEMnp-PARAFAC) e a calibracdo peseudo-
univariada foi aplicada para constru¢cdo do modelo analitico para predi¢do do teor de
biodiesel nas BDBnp. De acordo com os resultados de RMSEP e RSDP, o0 modelo pseudo-
univariado mostrou robustez na predicdo do teor de biodiesel nas blendas de validacao
B13np) e B15(np) €, portanto, a associacdo das EEMnp com PARAFAC pode ser utilizada

como método analitico para quantificar biodiesel em amostras sem qualquer pré-preparo.
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Capitulo 5 — Avaliacdo e validacdo das analises de fluorescéncia
multidimensional polarizada

Neste capitulo serdo apresentados os resultados referentes ao funcionamento
(janela de transmitancia) e o alinhamento dos polarizadores, obtidos através da
espectroscopia de absorcdo na regido do UV-vis e da anisotropia de fluorescéncia da
RB(NaOH). A avaliagcdo da janela de transmissdo e o alinhamento foram de suma
importancia na obtencdo dos resultados apresentados nos Capitulos 6 e 7, por isso

merecem um capitulo para sua discussao.

5 Resultados e discussao
5.1 Avaliacéo dos polarizadores — transmissao

Para avaliar a janela de transmissdo dos polarizadores de excitacdo-emissao, 0s
espectros de transmitancia de ambos foram obtidos no intervalo de 200 nm a 800 nm,
conforme apresentado na Figura 11. De acordo com os espectros de transmitancia, obtido
na configuracdo V'V, é possivel afirmar que os polarizadores apresentaram uma janela de
transmissdo de 250 nm a 800 nm. Por outro lado, quando os polarizadores foram
configurados na posicdo VH, a transmitancia entre 250 nm e 750 nm assumiram valores
em torno de zero. Esse resultado indica o correto funcionamento dos polarizadores de

excitacdo-emissao no intervalo de 250 a 750 nm.

100 X - -
] Configuragdo dos polarizadores

— Vv

904 —wH

80;
70;
60;
50;

40 -

Transmitancia/%

30
20

10

0 T T T i T i T T T T
300 400 500 600 700 800
Comprimento de onda/nm

Figura 11. Espectro de transmitancia dos polarizadores de excitacdo-emissdo obtidos nas
configuracbes VV (linha preta) e VH (linha vermelha). A linha de base foi feita no ar.
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5.2 Avaliagéo dos polarizadores — alinhamento

A aplicacdo da fluorescéncia multidimensional polarizada na obtencdo de
informacdes acuradas das propriedades moleculares da amostra de interesse, como por
exemplo a anisotropia de fluorescéncia, depende estritamente do correto alinhamento dos
polarizadores de excitacdo e emissao [50]. Para avaliar o alinhamento dos polarizadores,
a anisotropia de fluorescéncia (r) de uma molécula padrdo pode ser utilizada. Nesse
contexto, para avaliar o correto alinhamento dos polarizadores utilizado neste trabalho, a
anisotropia de fluorescéncia RB(GNaOH) foi considerada [49].

A Figura 12 apresenta as MEEp da RB(GNaOH), obtidas nas polarizagfes VV,
VH, HV e HH, respectivamente. Para todas as polariza¢des, a RB apresentou emissoes
compreendidas entre 555 e 645 nm quando excitada entre 495 e 585 nm, com a maxima

intensidade de excitacdo (emissdo) centrada em torno 557 nm (580 nm).

645
(@) (b)
630
3.8E+04
33E+04
600
585 2.9E+04
570 24E+04
555 1.9E+04
645
(c) ©) LaEvos
630
615
600
585
570
555

495 510 525 540 555 570 585 600 495 510 525 540 555 570 585 600
Excitacao/nm

Figura 12. MEEp de 0,2 mg.L de RB em GNaOH obtidas nas polariza¢des (a) VV,
(b) VH, (c) HV e (d) HH. A escala de cores corresponde aos valores de intensidade de
fluorescéncia.

9.6E+03

Emissao/nm

4.8E+03

0.0

A partir das MEEp e da Equacdo 14, o MDA da RB(NaOH) foi construido. A
Figura 13 apresenta 0 MDA da RB(NaOH), obtido no intervalo de excitacdo e emissao
entre 525-575 nm e 560-610 nm, respectivamente. Adicionalmente, o intervalo de
excitacdo-emissao em que a anisotropia (rzg) foi calculada correspondem as regides de

méaxima intensidade de excitacdo-emissdo das MEEp (Figura 12). De acordo com MDA,
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a RB(GNaOH) apresentou valores de anisotropia de fluorescéncia proximo de ry, no
intervalo de excitagdo compreendido entre 553 e 575 nm. Nesse intervalo, o valor da
anisotropia para excitacdo (emissdo) em 555 nm (579 nm) foi de rzz = 0,37 + 0,02.
Maruyama et al. (2019) obtiveram o valor de r = 0,35 em temperatura ambiente [55].
Ameloot et al. (2013) reportaram em seu trabalho um valor de » = 0,39 em um intervalo
de excitagdo entre 540-580 nm e emissdo centrada em 573 nm [49]. Apos a obtencédo
desses resultados, posi¢Ges na base giratoria, correspondente as posi¢des VV, VH, HH e
HV, foram definidas como padrdo para obtencdo das MEEp das BDBnp € BDBp. Além
disso, os resultados de 1z = 0,37 + 0,02 indica que o algoritmo de processamento das
MEEp foi implementado corretamente.

610
605
600
595
590
585

580

Emissao/nm

575

570

565

560
525 530 535 540 545 550 555 560 565 570 575

Excitacao/nm

Figura 13. Mapa de anisotropia da RB em solucéo aquosa de glicerol. A barra de corres
corresponde aos valores de anisotropia de fluorescéncia calculado através da Equacéo 14.

A Figura 14 apresenta o decaimento da fluorescéncia da RB(NaOH). O
decaimento foi obtido através do monitoramento da emissdo acima de 320 nm com
excitacdo em 280 nm. Os dados foram ajustados com a Equacdo 2 e um modelo bi
exponencial forneceu tempo de vida de fluorescénciat, = 6,03 £ 0,07 nset, = 2,43 +
0,07 ns, com y? = 1,05 + 0,02. Com os valores de 74, T, € as constantes de decaimento

(A e Ay) o tempo de vida médio da RB Tpqi0,, = 4,63 £ 0,11 ns foi calculado através

da Equacéo 3.
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Sob posse dos valores de 1zp € Tisaiogs. O teMPO de correlagdo rotacional da RB
(GNaOH)(t,¢,,,) foi estimado atraves da Equacdo 15. O valor de 7,4, = 57,12 + 1,42

ns foi obtido e o valor corrobora com o valor de 58 + 8 ns reportado na literatura [84].
Portanto, a RB em GNaOH apresentou o tempo de correlagédo rotacional maior do que o

tempo de vida médio (Tyorp, > Tmediogz): COMpOrtamento que justifica o alto valor da

anisotropia [50].

10000 -

Intensidade de fluorescéncia/u.a

100 T T T T T T T T T T T

10 15 20 25 30 35 40
Tempo/ns

Figura 14. Decaimento da fluorescéncia de 0,2 mg.L™* de RB em solugdo aquosa de
glicerina contendo 0,5 mM de NaOH.

5.3 Concluséo do capitulo

De acordo com a espectroscopia de absor¢do UV-vis foi possivel inferir que os
polarizadores de excitacdo e emissdo possuem uma janela de transmissdo de 250 nm a
750 nm. Além disso, quando colocados na configuracdo VH, a transmissdo da radiagcdo
foi obtida préxima de zero. Esses resultados indicam que os polarizadores utilizados para
obter as MEEp estdo funcionando perfeitamente.

Através da fluorescéncia multidimensional polarizada foi possivel construir o
MDA da RB em solucdo aquosa de glicerol contendo 0,5mM de NaOH. De acordo com
0 mapa, um valor de anisotropia 1z = 0,37 + 0,02 foi estimado na excitacdo (emissao)
em 555 nm (579 nm), valor que corrobora com os reportados em Maruyama et al. (2019)
[55] e Ameloot et al. (2013) [49]. Portanto, esse resultado mostrou que os polarizadores
foram calibrados corretamente e que esse protocolo pode ser aplicado para a obtencédo de
outras MEEp. Além disso, o correto valor de anisotropia, mostra que o algoritmo de
processamento de dados das MEEp foi implementado corretamente.
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Além da fluorescéncia multidimensional polarizada, a fluorescéncia resolvida no
tempo foi utilizada na caracterizagdo da RB(GNaOH). Assim, um ajuste bi exponencial
foi aplicado sobre o decaimento de fluorescéncia e UM T,44i0,, = 4,63 £ 0,11 ns foi
estimado. Adicionalmente, o tempo de correlacéo rotacional da RB(NaOH) foi calculado,
cujo valor foi de 7,4, = 57,12 £+ 1,42 ns. Esse valor corrobora com 0 58 +8 ns

reportado na literatura [84] e justifica o alto valor de anisotropia da RB em GNaOH.
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Capitulo 6 — Aplicacdo da fluorescéncia multidimensional polarizada

nas blendas de diesel-biodiesel ndo diluidas

Neste capitulo, serdo apresentados os resultados obtidos a partir da caracterizacao
das BDBnp através das matrizes de excitacdo-emissdo polarizada (MEEpnp)). Além
disso, os resultados da associacdo dessas matrizes com PARAFAC na identificacdo das
melhores varidveis de excitacdo-emissdo para a construcdo de curvas analiticas, que
foram validadas com medias de fluorescéncia 2D das amostras de validagdo externa,

também serdo apresentados.

6 Resultados e discussao
6.1 Absorcdo UV-vis das blendas néo diluidas
A Figura 15a apresenta os espectros de absor¢cdo das BDBnp na regido entre 250
e 650 nm. Conforme observado, as BDBnp apresentaram um ombro de absorcéo
localizado entre 325 e 450 nm que pode ser atribuido aos HPAS presentes na composicao
no diesel[85-87] e dos fluor6foros enddgenos dobiodiesel [28,30,32]. Adicionalmente,
a banda de absorcdo observada entre 450 e 600 nm, centrada em 527 nm, pode ser
atribuidas aos corantes que sdo adicionados ao diesel [85,88-91]. A Figura 15b mostra
0 comportamento da absorbancia das BDBnp em 527 nm em funcéo do teor de biodiesel
no intervalo de BOnp a B100no. Como observado, os valores da absorbancia em fungéo

da adicdo de biodiesel nas BDBnp reduziram linearmente de acordo com a fungdo

Asy7nm= (239 4+ 3)1073 — (242 + 6)10~5x com R?=0,9940.
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Figure 15. (a) espectro de absor¢do na regido UV-vis das BDBnp e (b) comportamento
da banda centrada em 527 nm em funcéo do teor de biodiesel nas BDBnp.
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6.2 Matriz de excitacdo e emissdo polarizada das blendas de diesel-biodiesel ndo
diluidas

As Figuras 16, 17, 18 e 19 apresentam as MEEpnp) das BDBnp, obtidas com o0s
polarizadores de excitagcdo-emissdo configurados nas polarizagdes VV, VH, HV e HH,
respectivamente. As emissdes compreendidas entre 380 e 540 nm, obtidas para excitaces
situadas no intervalo de 330 a 460 nm, podem ser atribuidas aos hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos e aos fluor6foros enddégenos do biodiesel [7,76-79].
Adicionalmente, uma banda de excitacdo e emissdo compreendida entre 340-370 nm e
380-440 nm, foi observada nas MEEpp) das BDBnp localizadas entre B60np € B90np,
nas polarizacdes VV, VH e HV. Esse perfil de excitacdo-emissdo estdo relacionados aos
produtos de oxidacdo presentes no biodiesel e em 6leos vegetais [29], tais como dienos,
trienos e tetraenos conjugados [30,31].

B
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Figura 16. MEEpnp) das blendas de diesel biodiesel obtidas para a polarizacdo VV. ER
representa o espalhamento Rayleigh de primeira ordem. A barra de cor corresponde aos
valores de intensidade de fluorescéncia.
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Figura 17. MEEpnp) das blendas de diesel biodiesel obtidas para a polarizagdo VH. A
barra de cor corresponde aos valores de intensidade de fluorescéncia.
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Figura 18. MEEpp) das blendas de diesel biodiesel obtidas para a polarizagédo HV. A
barra de cor corresponde aos valores de intensidade de fluorescéncia.
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Figura 19. MEEpnp) das blendas de diesel biodiesel obtidas para a polarizacdo HH. A
barra de cor corresponde aos valores de intensidade de fluorescéncia.
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6.3 Analise PARAFAC das MEEpb)

Por causa dos multifluoréforos presentes na componsicdo das BDBnp, as
MEEpnp) apresentaram bandas largas de excitagdo-emissdo e um grande nimero de
variaveis relacionadas a excitacdo, emissdo e intensidade. Essas varidveis podem ser
utilizadas na construcdo de modelos analiticos, que permitem avaliar o teor de biodiesel
nas BDBnp. Entretando, a construgdo de modelos analiticos a partir de uma simples
andlise da intensidade de emissdo, para um dado par de excitagdo-emissdo, em fungédo do
teor de biodiesel ndo é uma tarefa facil de ser realizada, uma vez que ndo é possivel
afirmar, a priori, que todas as intensidades de emissao contidas nas MEEpp) séo lineares
em funcéo da adicdo de biodeisel nas BDBnp. Nesse contexto, 0o PARAFAC foi associado
com as MEEpnp) (MEEpno)-PARAFAC) para avaliar as possiveis variaveis de
excitagdo-emissdo, que apresentam o comportamento linear da intensidade de emisséo
em funcéo do teor de biodiesel nas BDBnp.

Em relagdo aos resultados da MEEpnp)-PARAFAC, as Figuras 20(a-b), 21(a-b),
22(a-b) e 23(a-b) apresentam as MEEpp) enquanto as Figuras 20(c-d), 21(c-d), 22(c-d)
e 23(c-d) mostram o0s espectros de excitacdo e emissdo 2D, recuperados para as
polarizagdes VV, VH, HV e HH, respectivamente. Adicionalmente, a Tabela 3 contém

informagdes referente a decomposicdo das MEEpnp), tais como o ndmero de
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componentes, valor de CONCORDIA, os maximos comprimentos de onda de excitagéo-
emisséo (Lex/Aem) € as amostras utilizadas na validagdo do modelo MEEpnp)-PARAFAC
pelo método SHA. De acordo com as informagdes contidas na Tabela 3, um modelo de
dois componentes (C1 e C2) foi encontrado para cada polarizacdo, com valores de
CONCORDIA acima de 50% [80]. Todos os modelos foram validados pela SHA,
conforme as comparagOes espectrais apresentadas nas Figuras Al-A4 (Anexo). No
entanto, é notavel que o nimero de amostras utilizadas na construcéo e validacdo do
modelo PARAFAC variou de acordo com a polarizacdo (Tabela 1). Por exemplo, o
modelo PARAFAC da polarizacdo VV foi validado com matrizes de BOnp a B70np.
Quando adicionado ao conjunto de dados a matriz da amostra B80np, para a mesma
polarizagdo, o modelo ndo foi validado. Esse mesmo comportamento também foi
observado para as demais polariza¢es. Essa variacdo do nimero de amostras utilizadas
na construcdo e validacdo do modelo PARAFAC pode ser atribuida a perda da
trilinearidade da estrutura de dados das MEEp. Adicionalmente, o0 modelo PARAFAC
para a MEEyptotqry N30 foi validado pela SHA, portanto ndo foram utilizados.

Para a polarizagdo VV (Figura 20), a MEEpnp) referente ao componente C1
(Figura 20a) foi recuperada em uma regido de emissdo compreendida entre 375 e 525 nm
e associada a uma excitacao entre 340 e 420 nm enguanto para o componente C2 (Figura
20b), a emissdo foi recuperada entre 425 e 575 nm com excitacdo entre 370 e 480 nm.
Em relacdo aos componentes C1 e C2, na polarizacdo VH (Figuras 21a e 21b), as
MEEpp) recuperadas foram obtidas nas mesmas regides encontradas para a polarizagéo
VV. Por outro lado, para as polarizagdes HV (Figuras 22a e 22b) e HH (Figuras 23a e
23b), a MEEpnpy do componente C1 foi recuperada na regido de emissdo localizada
entre 375 e 550 nm com excitacao entre 360 e 460 nm enquanto para o componente C2,
a MEEpnp) foi recuperada na regido de emissdo compreendida entre 362 e 500 nm
associada a excitacdo entre 330 e 400 nm. Em relacdo aos espectros de excitacéo e
emissdo bidimensional, recuperados a partir da MEEpnp)-PARAFAC, as méaximas
intensidades de excitacdo-emissao ( Aex/Aem) estdo contidos na Tabela 3. De acordo com
esses resultados, esses componentes podem estar associados ao perfil de excitacéo-
emissdo dos HPAs do diesel [45,92] e dos fluoroforos do biodiesel [29-33]. Portanto, é
possivel afirmar que MEEpnp)-PARAFAC permitiu recuperar as informacbes da

excitacdo e emissdo dos fluoroforos em cada polarizagéo.
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Figura 20. MEEpp) recuperada para os componentes (a) C1 e (b) C2 e seus respectivos
espectros de excitacdo e emissdo em (c) e (d) para a polarizacdo VV.
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Figura 21. MEEpnp) recuperada para os componentes (a) C1 e (b) C2 e seus respectivos
espectros de excitacdo e emissdo em (c) e (d) para a polarizacdo VH.
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Figura 22. MEEpp) recuperada para os componentes (a) C1 e (b) C2 e seus respectivos
espectros de excitacdo e emissdo em (c) e (d) para a polarizacdo HV.
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Figura 23. MEEpp) recuperada para os componentes (a) C1 e (b) C2 e seus respectivos
espectros de excitacdo e emissdo em (c) e (d) para a polarizacdo HH.
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Tabela 3 — Resultados obtidos através da analise MEEpnp)-PARAFAC para as polarizagbes VV, VH, HV
e HH.

Polarizagdo | N° de componente CONCORDIA Kei:/i»em lexcﬂzvem Intervalo de validagio
(%) (nm) (nm)

vV 78,88 385/428 | 415/471 B0 - B70
 VH | 74,36 385/413 | 400/447 B0 — B60
 HV | ? 98,89 395/433 | 355/404 B0 — B90
 HH | 98,89 395/433 | 355/404 B0 — B90

6.4 Construcdo de modelos analiticos

De acordo com as informacdes contidas na Tabela 3, as maximas intensidades de
emissdo dos componentes C1 e C2 foram plotadas em funcdo do teor de biodiesel nas
BDBnp, conforme apresentado na Figura 24. Adicionalmente, as maximas intensidades
de emisséo foram obtidas atraves das MEEpnp) das BDBnp. Portanto, as intensidades dos
componentes C1 e C2 sdo medidas experimentais das BDBnp € ndo os “loadings”
relacionados a concentracdo, que sdo obtidos através do PARAFAC. No capitulo 4, os
“loadings” obtidos através da MEEnp-PARAFAC foram utilizados na construgdo de um
modelo analitico. No entanto, do ponto de vista de uma aplicacéo tecnoldgica, através da
construcdo de um dispositivo portéatil que possa ser aplicado in loco, 0 método apresenta
desvantagens devido ao alto tempo de aquisi¢do das matrizes de excitacdo-emisséo das
amostras de validagdo. Nesta secdo, as maximas intensidades experimentais polarizadas
dos componentes C1 e C2 foram utilizadas na construcdo de curvas analiticas, as quais
foram aplicadas para quantificar biodiesel em BDDnp através de uma simples medida de
fluorescéncia 2D das amostras de validag&o.

Conforme pode ser visto na Figura 24, as intensidades experimentais do
componente C1 (coluna 1) ndo apresentou comportamento linear nas polarizagdes
analisadas. Por outro lado, as intensidades experimentais do componente C2 (coluna 2)
apresentou comportamento linear apenas nas polarizagées HV e HH, no intervalo de 0 a
50 % m/m de biodiesel nas BDBp. Para esse componente, ajustes lineares foram aplicados
e 0s modelos Icyuyy,) = (867 £5) + (260 £ 1)10~x com R?= 0,9999 (Figura 25f)

€ lco(nmyp) = (659 £ 85) + (22 + 2)x com R?=0,9952 (Figura 25h), foram obtidos.
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Figura 24. Comportamento da intensidade de emissdo do componente C1: (a) VV, (c)
VH, (e) HV e (g) HH. Comportamento da intensidade de emissdo do componente C2: (b)
VV, (d) VH, (f) HV e (h) HH.

Devido ao comportamento linear entre 0% e 50% m/m de biodiesel nas BDBnp, a
andlise de residuos studentizados (Equacdo 5) e o teste F (Equacgdo 6) foram aplicados

sobre os modelos Icopvypy € Icaeumyp)- EM relagdo ao teste de “outliers”, nenhuma

amostra andémala foi identificada nos modelos, uma vez que os valores de residuos
studentizados foram <3 [60,62]. No que diz respeito ao teste de linearidade,

= 261112 e Fgy; = 1032 foram maiores do que Fiyp = 7,71,

FcalCZ(HVND) C2(HHNpD)
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confirmando que o teor de biodiesel adicionado nas BDBnp impacta linearmente nas
intensidades de emissao dos respectivos modelos.
Avaliada a linearidade dos modelos, os LOD e LOQ foram calculados. De acordo

com os valores de LOD € possivel afirmar que curvas analiticas Iczuyy ) € Iczmmyp)

apresentaram sensibilidade na deteccao de biodiesel nas BDBnp a partir de 1,05 % m/m e
0,12 % m/m, respectivamente. Em relacdo aos valores de LOQ, as curvas apresentaram
possibilidade de quantificar biodiesel nas BDBnp a partir de 3,31% m/m e 0,38 % m/m,
respectivamente. Adicionalmente, esses valores de LOD e LOQ foram melhores do que
aqueles obtidos no modelo pseudo-univariado apresentado no capitulo 4, mostrando a
vantagem de utilizar MEEpnp)-PARAFAC como seletor de varidveis lineares para a
construcdo de modelos analiticos.

Baseado nos resultados das andlises de “outliers”, teste F, LOD e LOQ as curvas
analiticas Icypvyp) € Ic2uny,) foram aplicadas para quantificar teor de biodiesel nas
blendas pertencente ao conjunto de validacdo B13np) e B15np). Para isso, a variavel
independente X, que corresponde ao teor de biodiesel predito nas blendas de validacéo
B13(np) € B15np), foi isolada em Icopy ) € Ic2mmyp) 0@ Seguinte maneira:

Ic2(HV N p)yqr, 867

BDBNp,,oqaivy = > Equacéo 17

ICZ(HHND)val._659

BDB,\,DmdUm)_= o Equacéo 18

onde Iczuvyp)ar © Le2(HHND),q. COTTESPONdem aos valores de intensidade de validagao
€ BDBNpeavy, € BDBND,reqqum, correspondem aos valores de biodiesel predito no

conjunto de validagdo B13p) € B15np). A Tabela 4 apresenta os valores de biodiesel
predito no conjunto de validag&o, obtidos a partir da intensidade de fluorescéncia 2D, nos

pares Aex/Aem do componente C2 (Tabela 3), nas polarizagdes HV e HH.
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Tabela 4 — Valores do teor de biodiesel predito nos conjuntos de validagdo B13(npy € B15np), obtidos a
partir da fluorescéncia 2D, N0S Aex/Aem = 355 Nm/404 nm.

Amostras de validagio BDBnp,, cacy). BDBNp,,eqqun.
13,73 13,27
B13 13,69 13,54
13,50 13,86
14,46 15,73
B15 15,10 14,83
15,07 15,85

Em relagdo a validagao externa das curvas analitica, a Tabela 5 contém os valores
do teor médio de biodiesel predito (WNDW ,) has amostras B13np) e B15np) € 0s
valores das figuras de mérito RMSEP e RSDP. Baixos valores de RMSEP e valores da
razdo entre o teor de biodiesel predito e de referéncia WDW ./BDBp_, ;=1 indicam
que o modelo é acurado para predizer o teor de biodiesel nas blendas [59]. Em relagdo ao
RSDP, valores de até 10% sdo aceitaveis, e indicam que o método é preciso [83].

Baseados nos valores de RMSEP, BDBnp,, ., /BDByp,,, € RSDP, é possivel concluir

que as curvas analiticas Icy gy, ) € Iczeunyp) aPresentaram otima acuracia e precisdo na

predicdo do teor de biodiesel nas amostras do conjunto de validagéo e, portanto, podem

ser utilizadas para atender a legislacédo vigente do CNPE [93].

Tabela 5 — Média dos valores de biodiesel preditos nas amostras de validagdo B13npy € B15np)
(BDBpred) € figuras de mérito referente a validagdo dos modelos.

Aex/Aem Curvgs BDBret. | BDBpres. | RMSEP | RSDP BDB,, /BDBy,
(nm) | Analitica | (%) (%) (%) | (%) pred el
leovan, 13 13,64 0,65 | 4,98 ~1,00
255/404 ND 15 14,88 032 | 214 0,99
; 13 13,56 061 | 4,66 ~1,00
C2(HHND) 15 15,47 065 | 435 ~1,00

6.5 Concluséo do capitulo

As MEEpnp) foram obtidas para as BDBnp € 0s principais fluoroforos, tais como
HPAs do diesel e produtos de oxidacdo, tocoferdis e carotenoides do biodiesel foram
identificados. Porém, devido ao grande numero de fluoréforos pertencentes a esse
sistema, ndo foi possivel determinar, diretamente nas MEEpnp), qual a melhor regido de

excitacdo-emissao para a construcdo de curvas analiticas.
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Nesse contexto, a analise MEEpnp)-PARAFAC foi utilizada para encontrar as
melhores varidveis de excitacdo-emissdo para construcdo de curvas analiticas para
quantificar o teor de biodiesel nas BDBnp. Como resultado, uma forte correlacdo linear
entre a intensidade de emisséo e teor de biodiesel nas BDBnp, entre BOnp € B50np, foram
encontradas a partir dos dados experimentais do componente C2, nas polariza¢es HV e
HH. Para esse componente, a maxima excitacdo (emisséo) foi encontrada centrada em
355 (404) nm para ambas as polarizacGes. Para a polarizagdo HV, a curva analitica

Ieauvyp) = (867 £5) + (260 + 1)1071x apresentou valores de LOD e LOQ iguais a
1,05 % m/m e 3,31% m/m, respectivamente. J& para a polarizacdo HH, a curva analitica
Iconmyp) = (659 £ 31) + (22 £ 2)x apresentou valores de LOD e LOQ iguais a 0,12
% m/m e 0,38 % m/m, respectivamente.

De acordo com as figuras de mérito RMSEP e RSDP, as curvas analiticas
Ieaavyp) € lc2umyp) @Presentaram otima acuracia e precisdo na predigdo de biodiesel
nas amostras de validacdo externar B13np e B15np. Para a curva analitica Iczcuyy ).
foram obtidos valores de RMSEP = 0,65 % m/m e RSDP = 4,98% para a blenda B13np €
RMSEP = 0,32 % m/m e RSDP = 2,14 % para B15np. Em relacdo a curva analitica
Ico(unyp), Valores de RMSEP = 0,61 m/m e RSDP = 4,66 % foram obtidos para a B13no
e valores de RMSEP = 0,65 % m/m e RSDP = 4,35 % para a blenda B15 np. Portanto,
baseados nesses valores, € possivel afirmar que as curvas analiticas Iz gy, ) € Ie2(ayp)
podem ser utilizadas para atender a legislacao vigente do CNPE. Além disso, é importante
ressaltar que todos os modelos foram validados com medidas de fluorescéncia 2D das
amostras de validacdo externa.

De forma em geral, a fluorescéncia multidimensional polarizada das BDBnp, na
forma de MEEpnp associada com PARAFAC pode ser aplicado para avaliar as
contribui¢bes dos fluor6foros presentes nas BDBnp em relagdo as suas respectivas
polarizacBes. Além disso, essa analise mostrou que o PARAFAC pode ser aplicado na
selecdo das melhores variaveis de excitacdo-emissao para construcdo de modelos

analiticos.

65



Capitulo 7- Aplicacéo da fluorescéncia multidimensional polarizada nas

blendas de diesel-biodiesel diluidas

No capitulo anterior, a fluorescéncia multidimensional polarizada (MEEp)
juntamente com analise estatistica multivariada (PARAFAC), foram aplicados no estudo
das propriedades Opticas e moleculares BDBnp. Além disso, modelos analiticos foram
desenvolvidos com objetivo de avaliar o teor de biodiesel em BDBnp. No entanto, devido
a ndo diluicao das amostras, propriedades como anisotropia de fluorescéncia (r) e tempo
de correlagéo rotacional t,.,, das BDBnp ndo foram determinadas. Neste capitulo, serdo
apresentados resultados obtidos da aplicacdo da espectroscopia de emisséo resolvida por
anisotropia (ARMES) nas BDBp. ARMES juntamente com a fluorescéncia resolvida no
tempo, permite obter informacGes sobre o tempo de correlacdo rotacional das moléculas
que compdem o sistema molecular em estudo.[48,50].

7 Resultados e discussao

7.1 Absorcdo na regido UV-vis das blendas diluidas

A Figura 25a apresenta os espectros de absorcdo das BDBp na regido entre 240 e
800 nm. Conforme observado, as BDBp apresentaram bandas absorcéo localizadas entre
240 e 420 nm, todas centrada em 264 nm. Essas bandas estdo associadas aos HPAs
presentes na composicao do diesel [5,6,87,94] e aos ésteres metilicos [33], tocoferdis,
carotendides [28], trienos e tetraenos conjungados pertencente as BDBp que contém
biodiesel em sua composicdo [28,32,77]. Adicionalmente, os ésteres metilicos,
tocoferdis e carotenoides também contribuiram para as bandas de absorcao da blenda
B100p na regido espectral analisada. A Figura 25b apresenta o comportamento da
absorbancia em 264 nm em funcéo do teor de biodiesel nas DBDp.

De acordo com o comportamento observado, a absorbancia em 264 nm decaiu
linearmente em funcédo da adicdo do teor de biodiesel, entre BOp e B90p, de acordo com
afungdo A,gy nm = (78 £ 11)1072 — (65 + 19)10~*x com R?=0,8512. Essa redugéo
nos valores de absorbancia pode ser atribuida a dilui¢do do diesel pelo biodiesel durante
a producgéo das BDBp. Adicionalmente, o ponto referente a blenda B100p ficou fora da

curva devido ao espalhamento da luz.
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Figura 25. (a) espectro de absorcdo UV-vis das BDBp diluidas em EGTWS80. (b)
comportamento da banda centrada em 264 nm em funcgéo do teor de biodiesel nas BDBp.

7.2 Matriz de excitacéo e emissdo polarizada das blendas de diesel-biodiesel diluidas
As Figuras 26, 27, 28 e 29 apresentam as MEEpp) das BDBp em emulséo de
EGTWS80, obtidas nas polarizagbes VV, VH, HV e HH, respectivamente. Além das
MEEpp), as MEEp, total das BDBp foram obtidas através do denominador da Equagé&o
14, conforme apresentado na Figura 30. Como pode ser observado, todos 0s mapas de
contorno de BOp a B90p, apresentaram emissdes compreendidas entre 300 e 420 nm
quando excitadas no intervalo de 280 a 350 nm. Essas emissdes podem ser atribuidas ao
perfil de excitacdo-emissao dos HPAs pertencente ao diesel e aos fluoréforos enddgenos
do biodiesel [7,29,31,32,78,79]. Adicionalmente, a blenda B100p ndo apresentou

fluorescéncia na escala de intensidade em que as demais blendas foram analisadas.
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Figura 26. MEEp(p) das blendas de diesel biodiesel diluidas em solu¢do de EGTW80
obtidas para a polarizagdo VV. ER representa o espalhamento Rayleigh de primeira
ordem. A escala de cores corresponde aos valores de intensidade de fluorescéncia.
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Figura 27. MEEp(p) das blendas de diesel biodiesel diluidas em solugdo de EGTW80
obtidas para a polarizagdo VH. A escala de cores corresponde aos valores de intensidade
de fluorescéncia.
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Figura 28. MEEpp) das blendas de diesel biodiesel diluidas em solu¢do de EGTW80
obtidas para a polarizacdo HV. A escala de cores corresponde aos valores de intensidade

de fluorescéncia.
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Figura 29 - MEEp(p) das blendas de diesel biodiesel diluidas em solu¢do de EGTW80
obtidas para a polarizagdo HH. A escala de cores corresponde aos valores de intensidade
de fluorescéncia.
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Figura 30. MEEp total das BDBp obtidas através da Equacdo 14. A escala de cores
corresponde aos valores de intensidade de fluorescéncia.

As BDBp sdo amostras complexas e apresentam em sua composi¢do diversos
fluoréforos que contribuem para a fluorescéncia total das MEEp. De acordo com a
estrutura de dados, 0 método multivariado PARAFAC é recomendado para anélise das
MEE, pois ap6s a decomposicdo, ele fornece como resultado os espectros de excitacdo e
emissdo bidimensional dos componentes que contribuem para a fluorescéncia total da
amostra [15,16,37].

A decomposic¢do das MEEpp) pelo PARAFAC (MEEpp)-PARAFAC) forneceu
resultados referente aos espectros de excitagdo e emissdo dos componentes (fluoréforos)
que contribuiram para a fluorescéncia das BDBp, nas polariza¢des VV, VH, HV e emissdo
total (ET). Apos a anélise MEEpp)-PARAFAC, modelos de dois componentes (C1 e C2)
foram obtidos para cada polarizacéo e ET, cujos valores de CONCORDIA foram iguais
a 96,20%, 96,93%, 97,95%, 93,89% e 94,75% para as polariza¢bes VV, VH, HV, VV e
ET, respectivamente. A SHA foi aplicada para a validagdo dos modelos e o coeficiente
de correlagéo para as comparacOes foi alcancado [34]. A Figura 31 mostra a comparagéo
espectral das divisdes, obtidas através da SHA para a polarizagdo VV. Para as demais
polarizacOes e ET as comparagdes espectrais ndo serdo mostradas, pois elas apresentaram

0 mesmo resultado obtido para a polarizagdo VV. Portanto, baseado nessas evidéncias,

70



podemaos concluir que as MEEpp) e MEEp) total das BDBp receberam contribuicdes de

dois componentes (C1 e C2).

AB vs CD -em AC vs BD -em AD vs BC -em
(@) © 7\
0.15} 0.15} g N {
{ e C1(AD)
CI1(BC)
0.1 0.1
. - C2(AD)
A N |eeeees C2(BC)
0.05/ 0.05! &
ot ok - ol —
w 300 325 350 375 400 425 450 300 325 350 375 400 425 450 300 325 350 375 400 425 450
()}
=
?
o AB vs CD - ex AC vs BD -ex AD vs BC -ex
i/ 1
0.4 / —— C1(aD)
CI(BC)

0.3
C2(AD)

0.2} |

0.1

280 300 320 340 360 380 280 300 320 340 360 380

Comprimento de onda/nm
Figura 31. Validacdo do modelo através da SHA para a polarizacdo VV. (a), (b) e ()
correspondem aos espectros de emissdo enquanto (d), (e) e (f) correspondem aos
espectros de excitacdo. A legenda corresponde a comparacdo entre as divisdes, por
exemplo: os componentes C1 e C2 da metade AB estdo sendo comparadas com 0s
componentes C1 e C2 da metade CD, assim sucessivamente para todas as combinacdes
restantes.

Apo6s a validacdo dos modelos, as MEEpp), MEE(p) total e os espectros de
excitacdo e emissdo bidimensional, de cada polarizacdo e ET, foram recuperados. A
Figura 32 mostra a MEEp(p) e 0s espectros de excitacdo e emissdo recuperados para a
polarizacdo VV. Para as demais polarizagOes e para a ET, as MEEpp), MEE p) total e 0s
espectros de excitagdo e emissdo foram recuperados na mesma regido da polarizagéo VV
e por isso ndo serdo apresentados. Para o componente C1 (Figura 32a), a emissdo
compreendida entre 300 e 400 nm correspondente a excitacdo de 280 a 335 nm, foi
recuperada. Em relacdo ao componente C2 (Figura 32b), a emissdo recuperada ocorreu
entre 330 e 450 nm para excitagdo localizada entre 290 e 450 nm. Os espectros de
excitacdo e emissdo bidimensional dos componentes Cl1 e C2, recuperados pelo
PARAFAC, sdo apresentados nas Figuras 32c e 32d, respectivamente. Os comprimentos
de onda de excitagdo (emissdo), relacionados aos componentes C1 e C2 apresentaram
valores de méxima intensidade centrados em 300 nm (335 nm) e 340 nm (382 nm),

respectivamente. De acordo com esses resultados, € possivel afirmar que o perfil de
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excitacdo/emissdo dos componentes C1 e C2 estdo relacionados aos HPAS [95] presentes
no diesel e aos fluoroforos enddgenos do biodiesel [32,33].
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Figura 32. MEEp recuperada para os componentes (a) C1 e (b) C2 e seus respectivos
espectros de excitagdo e emissdo em (c) e (d) para a polarizacéo VV.
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7.3 Espectroscopia de emissdao multidimensional resolvida por anisotropia das
blendas de diesel-biodiesel diluidas

Para extrair informacdes da influéncia do solvente sobre a estrutura das moléculas
que compdem as BDBp em EGTW80, tais como a anisotropia de fluorescéncia e tempo
de correlagéo rotacional, os MDA foram construidos a partir das MEEpp) das BDBp.

A Figura 33 mostra os MDA, obtidos através das informagdes contidas nas
MEEpp) e da aplicagdo da Equagdo 14, cujos eixos X, y e z correspondem aos
comprimentos de onda de excitacdo, emissdo e aos valores da anisotropia de fluorescéncia
das BDBp (r5p), respectivamente. Os MDA das BDBp foram obtidos em um intervalo de
emissdo entre 310 e 420 nm para uma excitagdo entre 280 e 350 nm, com valores de
anisotropia localizados no intervalo de 0,20 < rgp < —0,20. Apesar dos valores de 75
terem sido calculados em um extenso intervalo de excitacdo e emissdo, apenas os valores
de rgp contidos dentro das linhas s6lidas e tracejada sdo confiaveis, pois é nessa area que
as principais excitacbes e emissdes dos fluoréforos foram encontrados através da
MEEpp)-PARAFAC. Valores de anisotropia fora dessa area ndo sdo acurados, pois
receberam contribuicdes dos espalhamentos e ruidos presentes na estrutura de dados das
MEEpp) [48,50].Em relagdo a blenda B100p, o0 MDA ndo foi construido porque as
MEEp(p) ndo apresentou emissdes significativas para essa blenda.
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Figura 33. MDA das BDBp: (a) BOp, (b) B10p, (c) B20p, (d) B30p, (e) B40p, (f) B50p,
(9) B60p, (h) B70p, (i) B80p, (j) B90p.No interior das linhas sélidas e tracejadas contém
informacdes da rgp referentes aos componentes C1 e C2. A barra de cores corresponde
aos valores de rgp.
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A Tabela 6 contém os valores de rgp relacionadas as intensidades mais
significativas dos componentes C1 e C2. Conforme pode ser observado, os valores de
anisotropia foram baixos, aproximadamente zero. Adicionalmente, baixos valores de
anisotropia de fluorescéncia referente aos HPAs sdo encontrados na literatura [96-98].
No entanto, como os componentes C1 e C2 ndo estdo associados apenas com 0s HPAS,
os valores de anisotropia apresentados na Figura 39, também podem ser atribuidos aos
diversos fluor6foros que compdem as BDBp.

Tabela 6 — Valores de 1gp nos comprimentos de onda de maxima intensidade de

excitacdo/emissao(Aex/Aem) dos componentes C1 e C2.

kex/kem }\«ex/}\«em kex/7\aem
Blendas 300 nm /335 nm 340 nm /382 nm 340 nm /398 nm
BO 0,020 + 0.007 —0,008 + 0.003 0,010 £+ 0.005
B10 0,012 4+ 0.005 —0,002 + 0.009 0,010 + 0.001
B20 0,021 £+ 0.002 —0,004 + 0.001 0,012 + 0.003
B30 0,015 + 0.000 0,010 + 0.001 0,010 + 0.001
B40 0,020 + 0.000 —0,010 £ 0.010 0,000 + 0.001
B50 0,015 £+ 0.012 0,010 + 0.040 0,000 + 0.010
B60 0,020 £ 0.010 0,020 £+ 0.020 0,024 + 0.001
B70 0,010 £ 0.010 0,020 £ 0.030 0,040 + 0.010
B80 0,020 £ 0.010 0,030 £ 0.010 0,020 + 0.003
B90 0,030 + 0.020 —0,010 £ 0.000 0,003 + 0.030

Devido a sua sensibilidade a mudancas estruturais [48,99], as informacgOes
contidas no MDA podem ser utilizadas para a obtencdo de informacdes de propriedades
moleculares, como por exemplo o tempo de correlacdo rotacional das moléculas que
compdem as BDBp. Despolarizacdo por rotacdo afeta significativamente os valores de
anisotropia de fluorescéncia, ou seja, se o tempo de correlacéo rotacional (z,.,; ) for maior
do que o tempo de vida médio (7,.ot. > Tmedio), €ENt&0 r = 1. Por outro lado, se o tempo
de correlagéo rotacional € menor do que o tempo de vida médio (T,o¢. K Timedio), ENtAO
r ~ 0 [50].

Nesse contexto, através da Equacao de Perrin (Equacdo 15) é possivel obter 7,.,;.
a partir dos valores de anisotropia fluorescéncia e do tempo de vida médio dos
fluoroforos. Para obter 7,.,;. dos fluordforos das BDBp, primeiramente o decaimento da
fluorescéncia foi mensurado, conforme apresentado na Figura 40. Esse decaimento foi
obtido a partir da excitacdo em 280 nm com monitoramento da fluorescéncia acima de
320 nm, cuja regido de emissdo estd relacionada aos fluoréforos associados aos

componentes C1 e C2. Todos os decaimentos foram ajustados com a Equacgdo 2 e um
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modelo bi exponencial foi encontrado para cada blenda, cujos valores dos parametros

utilizados (4, 4,, T, € T,) e de y? estdo apresentados na Tabela Al (Anexo).

Intensidade/u.a

1000 10004

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 10

Zb 3‘0 4‘0 Sb Gb 7b B‘O Qb 160 1iO 1‘20 1é0 11‘10 1\‘50 1é0
Tempo/ns

Figura 34. Decaimento de fluorescéncia das BDBp: (a) BOp, (b) B10p, (c) B20p, (d)
B30p, (e) B40b, () B50p, (g) B60b, (h) B70p, (i) B80b € (j) B90p. Os decaimentos foram
obtidos com uma excitagdo em 280 nm e a emissdo monitorada com filtro passa banda

acima de 320 nm.
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Ap0s a obtencdo dos modelos de decaimento, os parametros de ajuste A;, A,, 7 €
7, foram aplicados na Equacdo 3, e os valores do tempo vida médio ( T,eqio) foram
calculados e apresentados na Tabela 7. Sob posse dos valores de 7,440 € da anisotropia,
os tempos de correlacdo rotacional das moléculas relacionadas aos componentes C1l e C2,

Trot.cyy® Trot. ) ,foram estimados através da Equacéo 15, cujos valores estdo contidos na

Tabela 8.

De acordo com os valores de Trot. ey Trot.ca)» é possivel afirmar que os baixos
valores de 1gp(c1) € Tgp(cz) Podem ser atribuidos a perda de emisséo por despolarizagdo
rotacional, pois Trot.cyy K Tmedio © Trot.cpy K Tmedio - Moléculas com longo tempo de

vida, podem rotacionar sua estrutura durante a sua permanéncia no estado excitado por
causa da influéncia das moléculas do solvente [50,100-102]. Como efeito, 0 momento
dipolo de transi¢do entre a absorgdo e emisséo tem a sua orientacdo espacial alterada, e
como consequéncia, baixos valores de anisotropia podem ser encontrados [50]. Em
contraste, a RB(GNaOH) apresentou tempo médio de vida menor do que as moléculas
presentes nas BDBp, portanto alto valor de sua anisotropia de fluorescéncia foi encontrado
(Capitulo 5).

Tabela 7 — Valores do tempo de vida médio e tempo de correlagdo rotacional das BDBp referente aos
componentes Cl e C2.

Blenda Timédio (NS) Trot.(m) (ns) Trot.(cz) (ns)
BOp 29,75 + 0,12 1,57 + 0,60 0,76 £ 0,39
B10p 29,74 + 0,30 0,92 + 0,40 0,76 £ 0,08
B20p 29,81+ 0,16 1,65+ 0,16 0,92 + 0,24
B30p 29,36 + 0,29 1,14 £ 0,08 0,75+ 0,08
B40p 29,49 + 0,31 1,55+ 0,08 0,07 + 0,07
B50p 28,93+ 0,23 1,13+ 0,94 0,74 + 0,07
B60p 28,36 + 0,60 1,49 + 0,79 1,81 + 0.28
B70p 28,43 + 0,36 0,73 + 0,75 3,15+ 0,90
B80p 27,81+ 0,32 1,46 £ 0,77 1,46 £ 0,23
B90p 26,93+ 0,10 2,18 + 1,57 0,20 £+ 2,05

7.4 Construcdo de modelos analiticos para quantificacdo de biodiesel em blendas de

diesel-biodiesel diluidas.

ApoOs a avaliacdo das propriedades moleculares das BDBp em emulsdo de
EGTW80, o potencial analitico da fluorescéncia multidimensional polarizada e a
utilizacdo do PARAFAC na selecdo das melhores variaveis de excitacdo-emisséo, para

construgdo de modelos analiticos, foram avaliados. Para isso, as maximas intensidades
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de excitacdo e emisséo dos componentes C1 e C2, obtidos através MEEpp)-PARAFAC,
foram utilizados para a construcdo de modelos analiticos para quantificar biodiesel nas
blendas B13p e B15p. Para relembrar, as maximas intensidades de excitagdo (emisséo)
dos componentes C1 e C2 foram encontrados centrados em 300 (335 nm) e 340 (382 nm),
respectivamente. Adicionalmente, as maximas intensidades de emissdo foram obtidas
através das MEEp das BDBp, cujas intensidades dos componentes C1 e C2 sdo medidas
experimentais das BDBp e néo os “loadings” do modo A, obtidos através da MEEp(p)-
PARAFAC. E importante observar que esse procedimento foi adotado com o objetivo de
avaliar o potencial de predi¢do do biodiesel em blendas em EGTW80 com medidas de
fluorescéncia 2D das amostras de validacdo externa, pois esse procedimento facilita a
obtencdo de informacao das blendas de valida¢do em relacdo as MEEp.

A Figura 41 mostra o comportamento das intensidades de emissdo centradas em
335 nm (primeira coluna) e 382 nm (segunda coluna) em funcéo do teor de biodiesel nas
BDBp. Ajustes lineares foram aplicados para cada polarizagdo e emissao total (ET), no
intervalo de 0 e 100% m/m de biodiesel nas BDBp. Em relagdo a emissdo em 335 nm
(componente C1), os modelos 335,y = (31189 + 940) — (298 £ 16)x com R? =

0,9945, I3z5yn,) = (29802 + 856) — (288 + 13)x com R? = 0,9951, I335my,) =
(18225 £ 750) — (175 + 12)x com R* = 0,9898, I3350uu,) = (18708 £ 705) —
(178 + 11)x com R?=0,9914 € I3355r,) = (90038 + 3028) — (869 + 51)x com R?
=0,9932 foram obtidos para todas as polarizaces e emissdo total (ET). Para a emissao
em 340 nm (componente C2), o mesmo procedimento foi adotado e as funcdes
Lgawv,) = (12110 + 320) — (118 £ 5)x com R = 0,9959, Izgyyu,) = (11990 +
167) — (119 £ 2)x com R? = 0,9989, Izg,ny,) = (6773 + 154) — (67 + 2)x com R?
= 0,9970, Igy(nn,) = (5382 £ 186) — (52 + 3)x com R? = 0,9930 € Ipruny) =
(35888 + 466) — (359 + 8)x com R? = 0,9991 foram obtidas para as polarizagdes VV,
VH, HV e HH e emisséo total (ET).
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Figura 35. Comportamento da intensidade de emissdao em 335 nm em funcdo do teor de
biodiesel nas BDBp nas polarizagbes (a) VV, (c) VH, (e) HV, (g) HH e (i) ET.
Comportamento da intensidade de emissdao em 382 nm em fungéo do teor de biodiesel

nas BDBp nas polarizagdes (b) VV, (d) VH, (f) HV, (h) HH e (j) ET.
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Para avaliar a presenca de “outliers” e a linearidade entre as variaveis dependente
(intensidade polarizada) e independente (teor de biodiesel nas BDBp), analise de residuo
studentizado e teste F foram aplicados nos modelos de regressao polarizados. Em relacéo
ao teste de “outliers”, nenhuma amostra anémala foi identificada nos modelos, uma vez
que os valores de residuos studentizados foram <3 [62,64]. Em relacdo ao teste de
linearidade, F,; foi maior que Fr,; paratodas as polarizacGes e ET, confirmando que o
teor de biodiesel adicionado nas BDBnp, impacta linearmente nas intensidades de emissao
dos respectivos modelos. Apds a analise de “outliers” e teste de linearidade, os LOD
(Equacédo 7) e LOQ (Equacéo 8) foram calculados e os valores estdo apresentados na
Tabela 8. De acordo com os valores de LOD e LOQ, todos os modelos apresentaram
possibilidade de quantificar biodiesel nas blendas do conjunto de validagédo externa (B13p
e B15p).

Tabela 8 — Valores de limite de deteccédo (LOD) e quantificagdo (LOQ) obtidos com 5% de nivel de
significancia.

keXA/)\-EITI }\.ex./)\.em
LOD | LOQ LOD | LOQ
300/335 ) ) 340/382 ) )
o I O s N ORI CO)
I335(VVD) 1,60 7,10 1382(VVD) 1,37 6,10

. L33swvhp) 1,51 6,67 Lgawhp) 0,70 3,14
Curvas analiticas

I335Hvp) 2,17 9,62 Lzgovp) 1,17 5,18
I3350Hp) 2,00 8,85 L3gohnp) 1,79 7,94
I335(8Tp) 2,83 8,89 Lzg2ETp) 1,05 3,31

Baseado nos resultados do LOD e LOQ), todas as curvas analiticas foram aplicadas
para quantificar o teor de biodiesel nas blendas B13p e B15p. Para isso, a variavel
independente X, que corresponde ao teor de biodiesel predito nas blendas de validacédo

B13p e B15p, foi isolada em cada modelo polarizado da seguinte forma:

I335(VVD)‘|7al._ 31189
pred.(335)(vv)= —208

BDB), Equacéo 23

onde I335(VVD)val.e BDB ) correspondem aos valores de intensidade de

Dpred.(335)(VV.
validacdo e biodiesel predito no conjunto de validacdo externa B13p e B15p, na
polarizacdo VV e na excitagdo (emissdo) 300 nm (335 nm) (componente C1),

respectivamente. Adicionalmente, o mesmo procedimento foi adotado para todos os
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modelos polarizados, e equacdes semelhantes (ndo apresentadas) a Equacgdo 23 foram
encontradas para cada polarizacdo. A Tabela 9 apresenta os valores de biodiesel preditos
nas amostras de validacdo externa que foram obtidas a partir da fluorescéncia 2D, nos
pares de excitagcdo (emissao) utilizadas na construcdo das curvas analiticas.

Tabela 9 — Valores de biodiesel predito nas amostras de validacdo B13p e B15p, obtidos a partir da

fluorescéncia 2D, nos Aex/Aem = 300 NM/335 NM € Aex/Aem = 382 NM/382 nm, respectivamente para 0s
componentes C1 e C2.

Valores de biodiesel preditos nasamostras de validacdo externa
Curvas Analitica

B13(y B13; | B13w | B15w | B15y | Bil5g

Izswvp) 12,25 12,81 | 12,34 | 1548 | 1512 | 15,68
I33svhp) 12,58 9,50 11,86 15,23 12,31 11,91
I3351vp) 13,17 11,46 11,40 14,65 12,70 14,37
I3351Hp) 12,94 14,47 12,75 14,26 14,85 16,49
I335E7p) 11,67 9,82 11,22 14,53 12,47 12,40
Lgawvp) 14,02 14,98 14,95 14,55 18,60 16,15
I3g2whp) 18,88 21,40 19,15 32,87 18,57 21,18
I3gahvp) 14,11 13,93 13,41 14,26 17,04 15,34
I3ga(hmp) 12,25 10,22 11,02 13,11 11,88 13,74
I3g2(6Tp) 16,56 18,55 17,04 26,01 17,86 18,79

Em relacdo a validacdo das curvas analiticas, a Tabela 10 contém os resultados

referente ao teor meédio de biodiesel predito BDBp,,., € as figuras de mérito RMSEP e

d
RSDP das amostras de validagdo externa B13p e B15p. Além disso, a Tabela 10 contém
valores do quociente da média dos valores preditos com os valores de concentracdo de

referéncia ( BDBy,, d./BDBDTef‘ ). Baixos valores de RMSEP e valores da razéo
BDBDpTed‘/BDBDref. ~ 1, indicam que o modelo é acurado para predizer o teor de

biodiesel nas blendas [59]. Adicionalmente, valores de RSDP de até 10% sao aceitaveis
e indicam que o método € preciso [83]. Portanto, baseado nessas informacdes, é possivel
concluir que as curvas analiticas I3350yy,) = (31189 +940) — (298 + 16)x,
Lsssuyy) = (18225 £750) — (175 £ 12)x,  Isssqum,) = (18708 + 705) — (178 +
11)x e Iz3gonv,,) = (6773 £ 154) — (67 £+ 2)x apresentaram boa acuracia e precisdo na

predicdo do teor de biodiesel nas amostras do conjunto de validagéo e, portanto, podem

ser utilizadas para atender a legislagéo vigente do CNPE [93].
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Tabela 10 — Média dos valores de biodiesel preditos nas amostras de validagdo B13p e B15p (BDBDpred.)
e figuras de mérito referente a validacdo dos modelos.

BDBret. BDB BDB BDB
Curvas Analitica (%) ((y?;’“’"- RI\(/!)/SOI)EP RSDp (%) Dprea/ BDBD, oy

Iysswve, 13 12,47 0,59 4,51 0,96
15 15,43 0,49 3,24 1,03

Lss i) 13 11,31 2,14 16,46 0,87
15 13,15 16,84 15,79 0,88

Lssnve) 13 12,01 1,29 9,89 0,92
15 13,91 1,39 9,28 0,93

Lsscimp) 13 13,39 0,86 6,63 1,03
15 15,20 0,96 6,43 1,01

Lyss(ery) 13 10,90 2,24 17,23 0,84
b 15 13,13 2,11 14,08 0,86
Ligswvp) 13 14,65 1,71 13,15 1,13
15 16,43 2,20 14,67 1,10

Lgawi) 13 19,81 6,90 53,10 1,52
15 24,21 11,11 74,06 1,61

Loy 13 13,82 0,87 6,69 1,06
15 15,55 1,27 8,45 1,04

Lssa(itin) 13 11,16 2,02 15,52 0,86
15 12,91 2,23 14,85 0,86

Ig2ces) 13 17,38 2,58 19,81 133
15 20,89 4,00 26,64 1,39

7.5 Concluséo do capitulo

A espectroscopia de absor¢do na regido UV-vis mostrou que os HPAS presente no
diesel e os fluoréforos enddgenos do biodiesel, contribuiram para a absorbancia das
BDBp. Adicionalmente, os valores da absorbancia em 264 nm diminuiu linearmente em
funcdo da adicao de biodiesel nas blendas devido a diluicdo do diesel.

Com a fluorescéncia multidimensional polarizada foi possivel obter as MEEpp)
das BDBp nas polarizagbes VV, VH, HV, HH e MEEptotal. De acordo com 0s
resultados, as MEEpp) e MEE(ppjtotal receberam maiores contribui¢cbes dos HPAs
pertencente ao diesel e dos fluoréforos endogenos do biodiesel. As MEEpp) e
MEEpptotal foram decompostas atraves do PARAFAC e um modelo de dois
componentes foram recuperados e validados pela SHA, para cada polarizacdo e emisséo
total (ET). Como resultado, os espectros de emissdo 2D foram recuperados com as
méaximas intensidades de excitacdo (emissdo) centradas em 300 (335) nm e 340 (382) nm,
em todas as polarizacbes e ET. Esses espectros foram atribuidos aos HPAs e aos
fluoréforos endogenos (tocoferdis, tetraenos conjugados e ésteres metilicos insaturados)

do biodiesel.
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Os MDA foram construidos a partir da fluorescéncia multidimensional polarizada
das BDBp em EGTW80. Como resultado, baixos valores de anisotropia de fluorescéncia
foram encontrados para os fluoroforos que compdem as BDBp. Adicionalmente, 0s
resultados de fluorescéncia resolvida no tempo, mostraram que esses fluoréforos
apresentaram longo tempo de vida médio (T,,¢qi0) € baixo valor de tempo de correlagéo
rotacional (z,, ). Portanto, como t,,; < Tmedio » 0S baixos valores de anisotropia foram
atribuidos a despolarizacéo por rotacéo dos fluoréforos analisados.

De acordo com o comportamento da intensidade de emissdo, modelos analiticos
foram construidos a partir da maxima intensidade de emisséo centrada em 335 nm e 382
nm em funcéo do teor de biodiesel nas BDBp, para todas as polarizagdes e ET. Ajuste
lineares foram aplicados sobre o conjunto de dados e analise de residuo studentizado foi
utilizada para avaliar a presenca de “outliers”. Além disso, teste F foi aplicado para
avaliar a linearidade entre as variaveis utilizadas na constru¢do do modelo. Como
resultado, ndo foram identificadas amostras andmalas nos modelos e a linearidade entre
as variaveis foram confirmadas estatisticamente. Os valores dos LOD e LOQ foram
calculados, e os resultados mostraram que todos os modelos apresentaram possibilidade
de quantificar o teor de biodiesel nas amostras de validacdo externa B13p e B15p. De
acordo com os valores das figuras de mérito RMSEP e RSDp, e da razdo

BDBp,,,.,/BDBp foi  possivel concluir que as curvas analiticas

ref.!
Lyssvyy = (31189 +940) — (298 + 16)x,  Iszs(uy,) = (18225 £ 750) — (175 +
12)x, I335uny) = (18708 £705) — (178 £ 11)x € Izgpuy,) = (6773 £ 154) —
(67 £ 2)x apresentaram Otima acurécia e precisdo na predicdo do teor de biodiesel nas
amostras do conjunto de validacdo e, portanto, podem ser utilizadas para atender a
legislacdo vigente do CNPE, que prevé 13 % e 15% m/m de biodiesel em diesel em 2024
e 2026, respectivamente.

De forma geral, a espectroscopia de fluorescéncia multidimensional (MEEp(p))
associada com andlise estatistica multivariada (PARAFAC) forneceu informacdes
referentes a composicéo das BDBp. Os MDA foram construidos a partir das MEEpp) e
baixos valores de anisotropia foram encontrados devido ao baixo tempo de correlagdo
rotacional dos fluordforos analisados. Por fim, baseados nas maximas intensidades de
emissdo, modelos analiticos foram construidos e validado externamente. Esses modelos
podem ser utilizados para a construcao de dispositivos portateis, que tem como finalidade

guantificar biodiesel nas blendas. Portanto, de acordo com os resultados aqui
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apresentados, a fluorescéncia multidimensional polarizada associada com o0 PARAFAC
se mostrou uma ferramenta poderosa no que diz respeito ao desenvolvimento de métodos
de caracterizacdo e quantificacdo de amostras complexas, como as BDBp em emulséo de
EGTW8O0.
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Considerac0es finais

A associagéo da fluorescéncia multidimensional (n&o polarizada e polarizada), no
modo MEE, com a analise estatistica multivariada (PARAFAC) se mostrou eficaz na
identificacdo dos principais fluoréforos que compdem as BDBnp e BDBp (ndo diluidas e
diluidas).

Além da identificacdo dos principais fluoroforos, a associacdo das MEEnp e
MEEp com PARAFAC, permitiu a construcdo de modelos épticos analiticos que foram
utilizados para quantificar teor de biodiesel nos conjuntos de validacdo externa das
BDBnp € BDBp. Em relacdo a MEEnp-PARAFAC, um modelo de calibragdo multivariada
foi construido, o qual apresentou 6timos resultados na predicdo do teor de biodiesel em
BDBnp.

Nas MEEp, as melhores varidveis de excitacdo-emissdo foram avaliadas através
do PARAFAC para a construcdo de modelos analiticos. Esse procedimento permitiu a
construcdo de varios modelos analiticos que foram utilizados para quantificar biodiesel
em BDBnp e BDBp, com simples medidas de fluorescéncia 2D das amostras de validacéo.

Baseado nos resultados de validagdo externa e na simplificacdo do procedimento
metodoldgico, é possivel afirmar que o melhor modelo Optico analitico foi obtido através
da analise das MEEpnp)-PARAFAC, nas polarizagbes HV e HH.  Com ele, o teor de
biodiesel pode ser quantificado com robustez sem a necessidade de preparo das amostras

de validacéo.
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Figura Al. SHA do modelo PARAFAC obtido para a polariza¢do VV das MEEpp). O
modelo de dois componentes apresentou similaridade espectral entra as divisdes, com
coeficiente de correlacdo maior do que 0,95.
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Figura A2. SHA do modelo PARAFAC obtido para a polarizacdo VH das MEEpp. ).
O modelo de dois componentes apresentou similaridade espectral entra as divisdes, com
coeficiente de correlacdo maior do que 0,95.
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Figura A3. SHA do modelo PARAFAC obtido para a polarizacdo HV das MEEpnby. ).
O modelo de dois componentes apresentou similaridade espectral entra as divises, com
coeficiente de correlacdo maior do que 0,95.

Model 2 Model 2 Model 2
AB vs CD -em AC vs BD -em AD vs BC - em
1st comp 1
1st comp 2
2nd comp 1
-------- 2nd comp 2
600
Model 2 Model 2 Model 2
AB vs CD -ex AC vs BD -ex AD vs BC - ex
1stcomp 1
1st comp 2
2nd comp 1

[ . w kel N e IJ/ L P
340 360 380 400 420 440 460 480 340 360 380 400 420 440 460 480 340 360 380 400 420 440 460 480

Figura A4. SHA do modelo PARAFAC obtido para a polarizacdo HH das MEEpp). O
modelo de dois componentes apresentou similaridade espectral entra as divisdes, com
coeficiente de correlagdo maior do que 0,95.
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Tabela

Tabela Al — Pardmetros de ajuste dos decaimentos de fluorescéncia apresentados na Figura 40.

2

Blendas Ay T4 A, T, X
B0yp) 350,18 37,53 721,50 6,062 0,96
B02p) 343,30 37,66 700,10 6,078 1,04

B10y(p) 340,73 37,25 682,80 6,147 0,99
B10yp) 322,64 37,88 665,70 6,098 0,98
B20y(p) 310,59 37,49 628,90 6,118 0,97
B20,p) 306,59 37,98 637,90 6,206 0,96
B301(p) 269,14 37,51 554,10 6,190 0,98
B302(p) 276,77 36,80 553,50 6,100 0,97
B40y(p) 239,83 37,68 491,30 6,246 0,94
B402p) 240,67 37,18 494,90 6,184 0,94
B50y(p) 203,70 36,40 406,40 6,150 0,99
B502(p) 201,59 36,89 407,10 6,236 0,98
B60y(p) 180,30 35,34 354,30 6,107 0,98
B602(p) 174,26 36,57 354,40 6,206 0,97
B701p) 144,88 35,47 281,80 6,010 0,95
B702p) 141,05 36,27 289,30 6,149 0,95
B80y(p) 93,87 34,95 185,50 6,047 0,96
B802(p) 90,98 35,72 186,40 6,102 0,95
B90y(p) 49,92 34,57 102,20 6,128 0,95
B902p) 51,47 33,98 100,30 5,931 0,95
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