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RESUMO

Leal, Rodrigo Vivarelli Poggi, Aplicacdo da espectrometria de massa por eletrospray na
analise de biodiesel para predicdo de propriedades fisicas e quantificacdo de ésteres
metilicos. Rio de janeiro 2017. Tese (Doutorado do Programa de Tecnologia de Processos
Quimicos e Bioquimicos) — Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2017.

O biodiesel é um biocombustivel que pode ser obtido a partir de éleo vegetal por
uma reacdo quimica denominada transesterificacdo, obtendo como produtos principais os
ésteres alquilicos de acidos graxos. O controle de qualidade do biodiesel estabelece
metodologias e limites para determinados parametros quimicos e fisicos, sendo alguns deles
diretamente relacionados a sua composicdo em ésteres. Nesse contexto, é importante se
obter informacao sobre o perfil dos ésteres no biodiesel, e a espectrometria de massas, com
infusdo direta da amostra na fonte de ionizacdo por eletrospray (ESI-EM), pode fornecer
esses perfis de forma direta e rdpida. Portanto, o objetivo dessa tese é propor a utilizagdo
dessa técnica para, simultaneamente, quantificar as concentracdes dos éster e predizer duas
propriedades fisicas como, a viscosidade cinemdtica e massa especifica, utilizando
ferramentas estatisticas e quimiométricas para analise dos dados. Os parametros da fonte
ESI tiveram que ser previamente estudados e fixados, devido a diferenga do comportamento
de ionizacdo dos ésteres. Uma analise exploratéria envolvendo diversas matérias primas do
biodisel foi realizada para avliacdo das semelhancas e diferencas entre as amostras, além de
verificacdo de outliers, e tendéncias a formacao de agrupamentos por meio da técnica de
analise de componentes principais (PCA), e assim, servirem de base para escolha e preparo
das amostras utilizadas nos estudos. No estudo de predigao das propriedades fisicas foram
criados modelos utilizando Regressdo Linear por Minimos Quadrados Parciais (PLSR), e
Regressdo Linear Multipla Multivariada (RLMM), onde esse ultimo apresentou melhor
desempenho, com R? = 0,9908, para viscosidade cinematica e R? = 0,9415 para massa
especifica. No estudo de quantificacdo dos ésteres metilicos, aplicou-se o conceito de
eficiéncia de ionizagdo relativa (EIR), de incerteza de medi¢do, e comparagdao com métodos
de referéncia por cromatografia gasosa, e os resultados indicaram uma concordancia
estatistica entre os métodos analiticos na medicdo de todas as amostras de biodiesel

utilizadas.



ABSTRACT

Leal, Rodrigo Vivarelli Poggi, Use of electrospray mass spectrometry in biodiesel analysis for
prediction of physic properties, and fatty acid methyl esters quantification. Rio de janeiro
2017. Tese (Doutorado do Programa de Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos) —
Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017.

Biodiesel is a biofuel that can be obtained from vegetable oil by transesterification reaction,
with fatty acids methyl esters (FAME) as main products. The quality control of biodiesel
establishes methodologies and limits for chemical and physical parameters, some of them
are directly related to their composition in esters. In this context, it is important to know the
ester profile in biodiesel, and the electrospray mass spectrometry, with direct infusion of the
sample (ESI-EM), can provide these profiles directly and quickly. Therefore, the purpose of
this work is use this technique to simultaneously provide information about esters profile,
guantify their concentrations and predict two physical properties, such as viscosity and
density, using statistical and chemometric tools to achieve this goal. The ESI parameters had
to be studied and fixed in advance due to the ionization difference of the esters. An
exploratory analysis involving several biodiesel raw materials was carried out to assess the
similarities and differences between the samples, as well as the verification of outliers and
the tendency of grouping, that was verified using principal components analysis (PCA)
technique, thus a basis for the sampling used in the studies was formed. The prediction of
physical properties models were created by using Partial Least Squares Regression (PLSR)
and Multiple Multivariate Linear Regression (MMLR), which presented better performance,
with R? = 0.9908, for viscosity and R* = 0.9415 for density. The quantitative study of FAME
was used the concept of relative ionization efficiency (EIR), uncertainty in measurement, and
comparison with reference methods by gas chromatography, and the results indicated a

statistical agreement between the analytical methods.
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1 INTRODUCAO

O uso de combustiveis renovaveis como o biodiesel é estrategicamente importante
para um pais apoiar o desenvolvimento de sua economia, minimizando dependéncia
externa, além de ganhos ambientais e sociais. Pesquisas para utilizacdo do biodiesel como
fonte alternativa de energia vem crescendo devido a exigéncias associadas as emissdes de
gases, bem como incentivo ao desenvolvimento sustentdvel. O uso de biodiesel no Brasil é
regulado por lei, sendo obrigatéria sua mistura com diesel comercial.

A producdo de biodiesel baseia-se no processo de transesterificacdo de mono, di e
triacilglicerdis presentes nas matérias-primas de fontes renovaveis, principalmente 6leos
vegetais, podendo também ser utilizadas outras matérias-primas, contendo acidos graxos.
Segundo o boletim mensal do biodiesel de fevereiro de 2017, fornecido pela Agéncia
Nacional de Petrdleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP)Z, no Brasil a distribuicdo das
fontes do biodiesel em janeiro desse ano foi: 64,84% 6leo de soja, 15,50% gordura bovina,
10,73% outros materiais graxos, 3,73% gordura de porco, 2,65% (6leo de algoddo, d6leo de
fritura, gordura de frango e 6leo de canola), 2,55% d6leo de palma. A produgdo mundial de
biodiesel varia de acordo com a realidade de cada pais.

A reacdo de transesterificacdo, Figura 1, ocorre na presenca de um catalisador,

usualmente uma base, e de alcool, geralmente metanol como reagente.?

0. .« R—CH

I 0 e DI D\)j}ﬁ I

R3

4]
)J\ 0
y Rz OJ\
B2

(i

OH COH o OR4
OH :
050 Ry - uu\/\l e
catalizsador IEA|
R OH OH

(i)

Figura 1. Transesterificacdo em trés etapas: (i) reacdo do triacilglicerol;
(ii) reacdo do diacilglicerol; (iii) reagio do monoacilglicerol.*



14

Trés reacGes reversiveis, partindo dos triacilglicerdéis (TAG), ocorrem formando
diacilglicerdis (DAG) e monoacilglicerdis (MAG) como intermediarios. Portanto, o biodiesel
puro é uma mistura de diferentes ésteres metilicos de dcidos graxos. A principio, a reacdo é
reversivel, entretanto, o glicerol formado é praticamente insolivel no biodiesel, reduzindo
fortemente a extensdo da reagao inversa.

O biodiesel possui uma série de parametros quimicos e fisico-quimicos de qualidade
estabelecidos na legislagdo, onde sao atribuidos limites e metodologias para cada um deles.
Dentre os requisitos relacionados a composicdo quimica do biodiesel esta a determinagdo do
total de ésteres, cuja importancia estd associada a pureza da amostra, pois indica a presenca
de substancias que ndo sao os ésteres de acidos graxos, como por exemplo, a matéria-prima
ndo transesterificada e outros compostos insaponificaveis. Trata-se, portanto, de uma
medicdo da qualidade do biodiesel e do processo de producio.’

Uma boa compreensdo do perfil dos ésteres na composicao do biodiesel pode inferir
algumas informacdes sobre propriedades fisicas e quimicas, tais como: massa especifica,
viscosidade cinematica, indice de iodo, ponto de entupimento de filtro a frio e estabilidade
oxidativa. As técnicas analiticas recomendados para determinacdo desses perfis de ésteres,
sdo por meio da quantificacdo de suas concentracdes utilizando cromatdgrafos a gas, seja
acoplados com espectrémetro de massa (CG-EM), seja acoplado com detector de ionizagado
em chama (CG-DIC).®

O desenvolvimento de métodos analiticos, associados as técnicas estatisticas,
permite inferir mais precisamente informacdes sobre as amostras. Neste contexto, podemos
considerar uma técnica com grande potencial analitico, a Espectrometria de Massa com
fonte de lonizagdo por Eletrospray (ESI-EM). Essa técnica, utilizando infusdo direta da
amostra na fonte, tornou-se cada vez mais comum para identificacdo de perfis quimicos e

14

marcadores naturais em diversas matrizes,” ** além da identificacdo de adulterantes e

misturas de matrizes.™™’.

1.1 Espectrometria de massa

O principio da espectrometria de massa parte da formacdo de ions em fase gasosa
por diferentes fontes de ionizacdo, os quais sdo separados de acordo com suas razoes

massa/carga (m/z) em diferentes tipos de analisadores, e entdo detectados
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proporcionalmente as suas abundancias. Uma representacao geral da técnica é mostrada na

Figura 2.
Fonte de : Analisadores : Detectar
lonizagio de Massa
Amostra Software

'

Espectros de
massa

Figura 2. Esquema geral de uma analise com espectrometro de massa.

A lonizagdo por eletrospray (ESI) € uma das fontes existentes e baseia-se na ionizagdo
do analito a pressao atmosférica e na transferéncia dos ions formados para o ambiente de
alto vacuo onde se encontram os analisadores de massa. E considerada uma técnica de
ionizagdo suave, uma vez que os ions gerados possuem baixa energia interna’® e sua
principal aplicacdo é com analitos termicamente labeis e ndo volateis, mantendo o ion sem
sofrer fragmentacdo na fonte®, sendo essa condicdo associada ao ajuste dos parametros da
fonte.

Portanto, nos espectros de massa pode-se observar pequena ou nenhuma
fragmentacdo, produzindo assim ions moleculares protonados ou desprotonados, bem como
adutos com diferentes ions, como por exemplo o sédio, formando [M+Na]*. Ndo existe uma
forma de se determinar até que ponto um composto forma aduto de sédio em ESI, pois
depende da estrutura molecular e das condi¢Ges de ionizagcdo, mas observou-se que a
interagdo entre o cation de sddio e uma molécula neutra na fase gasosa é de natureza
eletrostatica.”®

Na fonte ESI, o spray é produzido pela aplicagdo de um forte campo elétrico a uma
solugdo contendo o analito, que passa através de um capilar. Esse campo elétrico é obtido
aplicando-se uma diferenga de potencial entre o capilar e um contra-eletrodo. Existem dois
modos de ionizacdo no eletrospray, positivo ESI (+) e negativo ESI (-), cuja aplicacdo depende
da natureza quimica da molécula a ser analisada. No caso do biodiesel, os ésteres metilicos
sdo detectados utilizando o modo positivo, pois possuem tendéncia a protonagcdo ou
complexacdo com cations, ja os acidos graxos livres, utilizando o negativo, pois possuem

tendéncia a desprotonacao.
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A Figura 3 mostra um esquema de formacao do spray no modo positivo, onde os ions
positivos migram para superficie do liquido na ponta capilar, enquanto os ions negativos sdo
conduzidos para o interior. A repulsdao dos ions positivos na superficie, junto com a atragao
do campo elétrico sobre os mesmos, superam a tensdo superficial do liquido, expandindo
em um cone (cone de Taylor), cuja extremidade, que apresenta menor estabilidade, alonga-
se num filamento que se divide em gotas individuais carregadas.21

Placa metalica

Gotas ar
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Capilar @ @;
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Redu 0
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superficie
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Massas

Oxidacdo

Solvente e ions -
neutralizados

+ Fonte =
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Figura 3. Esquema da formac3o do spray na fonte ESI.?

Dois mecanismos s3o propostos para a formacdo dos ions em fase gasosa,”* sendo
um por Malcolm Dole, que é o modelo de carga residual (MCR) e o outro proposto por

Iribarne e Thomson, que é o modelo de dessor¢ao de ions (MDI).

No MCR, a evaporacdo de moléculas de solventes a partir de uma gota carregada
diminui de forma constante o seu tamanho, aumentando assim a sua densidade de carga
superficial. A gota continua a diminuir até atingir o limite de Rayleigh onde, a repulsao
Coulémbica devido as cargas se sobrepde a tensdo superficial, e a instabilidade resultante
provoca o rompimento da gota inicial gerando gotas menores. O processo se repete até que
resta somente uma molécula do analito, que retém parte da carga da gota para se tornar um

ion a medida que as ultimas moléculas de solvente evaporam.

No MDI, ocorre um aumento da densidade superficial de carga devido a evaporacgao

do solvente, criando um campo elétrico que supera as forcas de solvatacao dos ions antes de
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exceder a tensdo superficial do solvente, resultando a ejecdo do ion antes da explosdo

couldbmbica. A Figura 4 mostra a comparacdo entre os dois mecanismos.

MCR @
Evaporacgao Desintegracao @

+
+ — : —— @ @
Raio Critico @

(Repulsdo de cargas > Tens3o Superficial)

@ —> @ / } > MH*

Figura 4. Representacdo dos modelos propostos para formacao de ions no ESI.

Uma caracteristica importante a se considerar no eletrospray é a diferenca de
ionizagdo entre as moléculas, o que leva a diferentes sensibilidades com relagao aos analitos,
sendo considerado um fator essencial quando o foco de estudo é a quantificacdo. Para
avaliar esse comportamento deve ser aplicado o conceito de Eficiéncia de lonizacdo (El),
onde alguns fatores de influencia podem ser atribuidos, como: desenho da fonte ESI,
tensGes na fonte e sistema de transporte de ions, composicio do solvente, vazdo
volumétrica e temperatura do gas de nebulizacdo.?* Na tese, o estudo de quantificacdo de
ésteres metilicos no biodiesel por ESI-EM foi realizado baseado no conceito de El aplicado as

intensidades absolutas dos ésteres metilicos.
1.2 Analise multivariada

Os espectros de massa das amostras de biodiesel obtidos pela técnica ESI-EM
fornecem informagGes das intensidades (ou abundancias) dos ions dos ésteres que os
compoe. Pelo fato das amostras serem formadas por diferentes ésteres, forma-se um
conjunto de informacdes relevantes para avaliacdo desses dados, se tornando variaveis no
ponto de vista estatistico. Uma anadlise multivariada dos dados nos fornece mais informagdes
a respeito da investigacdo sobre o comportamento de amostras do que a univariada, e na

guimica, a aplicacdo de métodos estatisticos multivariados é denominada quimiometria.
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O desenvolvimento da quimiometria esta fortemente relacionado a utilizagdao dos
computadores na area de quimica.”> A Sociedade Internacional de Quimiometria a define
como a ciéncia relacionada as medidas realizadas em um sistema ou processo quimico,
obtendo informacbes sobre o estado do sistema através da aplicacdo de métodos
matematicos ou estatisticos. Outra definicdo estd direcionada aos principais objetivos da
quimiometria,”® sendo uma disciplina que usa matematica, estatistica e ldgica formal para
projetar ou selecionar procedimentos experimentais ideais; fornecer a maxima informacao
guimica relevante pela andlise dos dados; e obter conhecimento sobre sistemas quimicos.

As técnicas quimiométricas se dividem em: ndo supervisionadas, denominados
também de métodos de andlise exploratéria, que sdo usados apenas para examinar
similaridades ou diferencas entre amostras, bem como para identificar a formacdo de
padrdes no espaco multidimensional; e supervisionadas, que sdo usadas para prever se uma
amostra desconhecida pertence a uma classe, por meio da formacdo de conjuntos de dados
para calibracdo, validacdo e predicdo, nesse caso a informacdo esta disponivel sobre a que
classes pertencem os objetos e é usada na constru¢do do modelo.

Portanto, com base nos dados obtidos pela técnica ESI-EM, associados aos conceitos
de quimiometria por técnicas supervisionadas, pode-se desenvolver o estudo de predicao,
criando modelos e estabelecendo metodologias apropriadas voltadas para aplicacdo em
biodiesel.

As técnicas supervisionadas utilizadas para predicdo foram: Regressao Linear Multipla
Multivariada (RLMM); e Regressao por Minimos Quadrados Parciais (PLSR). Como se trata de
um aprendizado de maquina denominado supervisionado, na qual hd o conhecimento “a
priori” de caracteristicas das amostras, primeiramente divide-se o conjunto original de dados
em dois grupos, em que o primeiro, denominado de treinamento, sera usado para estimar o
modelo de regressdo, tendo como base as varidveis de resposta, e o segundo grupo,
denominado de teste (ou validacdo), que serd usado para avaliar o poder preditivo do
modelo estimado.?”’

Na literatura ha modelos para predicao de algumas propriedades do biodiesel, tais
como: utilizacdo da espectroscopia de fluorescéncia para predizer a viscosidade cinematica e
a massa especifica de misturas de biodiesel/diesel usando o PLSR;?® aplicacio da Rede
Neural Artificial (RNA) para predi¢do da viscosidade cinematica do biodiesel com os dados de

fracdes massicas de ésteres metilicos;* aplicacdo da analise de regressdo para correlacdo da



19

composicdo de ésteres metilicos no biodiesel, coletados da literatura, com o nimero de
cetano.*

A modelagem com técnicas supervisionadas também podem ser utilizadas para
agrupamento de amostras em classes. Alguns modelos de classificacdo de amostras, para
reconhecimento de padrdes na composicdo dos analitos, podem ser encontrados na
literatura.*"*2

Para modelos discriminantes aplicados em dados de biodiesel, podemos citar:
classificacdo via espectroscopia de infravermelho proximo (NIR), utilizando k-vizinhos mais
proximos (kNN), maquina de vetores suporte (SVM), analise discriminante regularizada
(RDA) e a analise discriminante com minimos quadrados parciais (PLS-DA);*? classificacdo de
espectros NIR de misturas de biodiesel de trés diferentes fontes (amendoim, milho e

34 emprego da espectroscopia de ressonancia magnética

canola), caracterizadas por ESI;
nuclear de hidrogénio (1H-NMR); além da analise de componentes principais (PCA) para
discriminar misturas de biodiesel de seis diferentes matérias-primas de biodiesel: algodao,
amendoim, ricino, pinhdo e sebo;* utilizacdo do PLS-DA para classificar amostras de
biodiesel provenientes de girassol, canola, milho, soja, palma, amendoim e origem
desconhecida.®® Outros estudos de classificacio mostram a diversidade de modelos

guimiométricos que podem ser encontrados. 3741
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Desenvolver método utilizando a espectrometria de massa com ionizacdo por
eletrospray (ESI-EM), capaz de predizer propriedades fisicas relacionadas a composicdo do

biodiesel e quantificar os ésteres metilicos de acidos graxos que os compdem.

2.2 Especificos

v Avaliar os fatores de influéncia da fonte ESI para andlise de biodiesel por ESI-EM.

v’ Realizar analise exploratdria de amostras de biodiesel.

v" Construir modelo de correlacdo da composicio do biodiesel com a viscosidade

cinematica e com a massa especifica.

v" Quantificar as concentracdes dos ésteres metilicos no biodiesel.
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3 INSTUMENTOS

3.1 Espectrometro de massa com eletrospray (ESI-EM)

O instrumento utilizado foi o Waters Xevo™ TQ MS, Figura 5, equipado com uma
fonte eletrospray (ESI), ajustada para o modo positivo ESI (+) e com analisadores quadrupolo

em tandem. O modo de injecdo da amostra na fonte foi por infusdo direta.

|
e

Figura 5. Espectrometro de massa Waters Xevo™ TQ.

3.2 Viscosimetro

As medicdes da massa especifica e viscosidade cinematica do biodiesel foram
realizadas a 40 °C utilizando o viscosimetro digital Anton-Paar Stabinger, modelo SVM 3000,

e metodologia de acordo com a norma NBR 15983.%

3.3 Cromatografos a gas (CG)

A quantificagdo da concentragao dos ésteres foram realizadas em cromatégrafos a
gas Agilent, modelo 6890N, acoplado a um espectrometro de massa Agilent, modelo 59758,
equipado com um injetor split/splitless e em um cromatégrafo a gas Agilent, modelo 6890N,

com detector de ionizagdo em chama, equipado com um injetor split/splitless.



22

4 SINTESE E PREPARO DE AMOSTRAS

A primeira etapa dos estudos foi sintetizar os biodieseis a partir dos dleos vegetais,
sejam refinados ou brutos. Em seguida, foram definidas as condi¢cdes mais apropriadas de

preparo das amostras para realiza¢cdo dos ensaios no ESI-MS.
4.1 Sintese de biodiesel

As sinteses foram realizadas pelo processo de transesterificacdo de triacilglicerdis
presentes nos 6leos vegetais. O agente transesterificante utilizado foi uma solucdo de
hidréxido de potéssio (0,5 mol-L") em metanol anidro; o agente esterificante para os acidos
graxos livres foi uma solucdo composta de 20,0 g de cloreto de amoénio, 600,0 mL de
metanol anidro, e 30,0 mL de H,SO,4 concentrado;43 para evitar emulsao, foi utilizada solucdo
aquosa saturada de NaCl; o agente de extracdo do biodiesel utilizado foi o hexano.

Para o estudo de predicdo, em que maiores quantidades foram necessarias para
analise no viscosimetro, a cada 100,0 mL de éleo vegetal foram adicionados 300,0 mL de
solucdo metandlica de KOH com agitacdo durante 10 min. a 60 °C. Apds arrefecimento,
adicionou-se 150,0 mL de agente de esterificacdo, com agitacdo por mais 10 min. a 60 °C. Em
seguida a mistura resultante foi transferida para funil de separagao e adicionados 150,0 mL
da solucdo saturada de NaCl e 200,0 mL de hexano. Apds a separacdo de fases, a parte
superior com hexano foi removida e evaporada em rotaevaporador, obtendo-se assim o
biodiesel.

Para a analise exploratéria e estudo de quantificacdo, apenas as massas necessarias
para analise no ESI-EM foram sintetizadas, portanto partindo-se de 300,0 mg de dleo, aos
quais foram adicionados 12,0 mL do agente transesterificante, com agitacao, durante 10 min
a 60 °C. Apés arrefecimento, foram adicionados 15,0 mL de solucdo de agente de
esterificacdo, com agitacdo durante 10 min a 60 °C. Em seguida, foram adicionados entdo
12,0 mL do anti-emulsificante e 15,0 mL de hexano para a extracdao do biodiesel. Apds a

separacdo das fases, a fase organica foi removida e o hexano evaporado.
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4.2 Preparo das amostras para analise por ESI-EM

Em todo texto da tese, os ésteres metilicos serdo denotados de acordo com a
representacado geral Cn:dl, onde Cn é o nimero de atomos de carbono ligados a funcdo acido
carboxilico no éster; dl é o nimero de ligacbes duplas presentes na cadeia de acido
carboxilico. No caso do biodiesel de mamona, que é composto predominantemente por
ricinoleato de metila, a representacdo foi acrescentada do grupamento hidroxila, sendo
assim representado C18:1:0H.

Para se gerar sinais dos ésteres com intensidades satisfatérias no modo ESI (+), foi
necessaria a realizacdo de diluicio em duas etapas.

Para os estudos de predicdo e andlise exploratéria, na primeira diluicio foi
adicionado 1,0 mL de tolueno a um volume de 10,0 a 30,0 uL de biodiesel; na segunda, foi
retirada uma aliquota de 10,0 pL da primeira solugao e adicionado 1,0 mL de solugao de
acido férmico em metanol (0,1%), usualmente utilizado para analises em modo de ionizagdo
em modo positivo ESI (+).

Para o estudo de quantificacdo, além das amostras de biodiesel, também foram
preparados os padrées de ésteres metilicos da Sigma-Aldrich® (C10:0, C12:0, C14:0, C16:0,
Cle:1, C17:0, C18:0, C18:1, C18:2, C18:3; C22:0, C22:1 e C19:0) e utilizados 3,0 a 5,0 pL das
amostras solubilizadas em 1,5 mL de tolueno na primeira etapa, em seguida, o volume de
1,0 a 5,0 pL destas solugdes foram solubilizados em 1,5 a 4,0 mL de solucdo de acido féormico
em metanol (0,1%).

Em todos os frascos foram adicionados, ao final da segunda diluicdo, 5,0 a 10,0 uL de
solucdo de NaCl (0,1 moI-L’l), para induzir os ésteres a adutos de sédio [M+Na]®, eliminando
assim as outras possiveis formas dos ions de ésteres metilicos, por exemplo, moléculas
protonadas [M+H]" e adutos com outros cations. Essa condicdo pode ser verificada no
exemplo da Figura 6, onde foi analisada uma mistura de padrdes de ésteres metilicos:

palmitato de metila (C16:0), linolenato de metila (C18:3) e decosenoato de metila (C22:1).
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Figura 6. Espectro de massa de padroes de ésteres metilicos, com e sem adicdo de solucdo
de NaCl.

Como pode ser observado, sem a adicdo de solucdo de NaCl se evidencia formacgao
de mais de um ion do mesmo éster, o que ndo é de interesse para os estudos da tese, ja com
adicdo da solucao de NaCl, formam-se apenas adutos de sodio.

O modo de ionizacdo, ESI (+) ou ESI (-) pode ser selecionado de acordo com interesse

sobre qual analito se deseja analisar. A Figura 7 mostra essa diferenca do modo de ioniza¢ado

do ESI.
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Figura 7. Espectros de massa: (A) Biodiesel de soja no modo ESI (+); (B) Oleo de soja no
modo ESI (-); (C) Oleo de soja no modo ESI (+).
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Pode-se observar em (A) o biodiesel de soja no modo positivo, em que foram
detectados os ésteres metilicos, com o linoleato de metila o de maior abundancia; a analise
do dleo de soja no modo negativo (B), observa-se a deteccdo dos acidos graxos livres, sendo
0 acido linoleico o pico majoritario; e em (C), a andlise do 6leo de soja, também no modo
positivo, evidenciou as regides dos triacilglicerdis e diacilglicerdis, sendo o triacilglicerol em

maior abundancia a trilinoleina. Todos os ions estdo na forma de adutos de sédio.
4.3 Preparo das amostras para analise no CG-EM e CG-DIC

Foram preparadas gravimetricamente solucbes estoque dos padrGes de ésteres
metilicos em tolueno a uma concentracdo de aproximadamente 1,9 g-kg™. Preparou-se
entdo uma curva analitica partindo da solucdo estoque diluida com tolueno, cobrindo cinco
niveis de concentrac3o no intervalo de (0,1-1,3 g-kg™).

Uma vez que o biodiesel tem concentrac¢des diferentes de cada éster, cada amostra
foi feita em cinco concentragfes diferentes em tolueno, para assegurar que cada éster esta
dentro da faixa de sua respectiva curva analitica. Apds o cdlculo da concentragao a partir da
curva analitica destas solucbes diluidas, o fator de diluicdo foi utilizado para obter a

concentragao final.
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5 FATORES DE INFLUENCIA DA FONTE ESI

A necessidade de se verificar a influéncia dos parametros da fonte ESI com relacdo
resultados de intensidade obtidos, tornou-se essencial para a confiabilidade dos estudos,
portanto suas avaliacdes formaram a base para definicdao das melhores condi¢des de analise
a serem fixadas.

Dentre os parametros que mais influenciaram significativamente nos espectros
gerados, portanto requerendo uma avaliacdo mais criteriosa, estdo: temperatura do gds de
dessolvatacdo, e tensdo do cone de amostragem.

Outros parametros que também podem ser alterados, porém sem modificagdo
significativa dos espectros, portanto sem necessidade de maiores detalhamentos, sao:
tensdo do capilar, temperatura da fonte, vazdo volumétrica do gas de dessolvatacdo.

Um parametro que nao é da fonte ESI, porém altera significativamente o perfil do
espectro, é a tensao de colisdo, portanto deve ser ajustado para ndo ocorrer fragmentacao

dos ions.

5.1 Temperatura do gdas de dessolvatagdo

A temperatura do gas de dessolvatacdo ou nebulizacdo (N,) foi avaliada por meio de
sua variacdo, desde 50 °C até 300 °C, mostrando-se muito significativa quanto a
determinacdo de um adequado perfil do biodiesel.

Para a avaliacao desse parametro foi utilizado biodiesel de babagu por possuir, além
de ésteres insaturados, também uma presenca bem elevada de ésteres saturados, e assim
poder se verificar o comportamento de éstres com diferentes naturezas quimicas. A Figura 8
mostra a variagdo do perfil deste biodiesel com o aumento da temperatura.

Ocorreu nitidamente a alteracdo das intensidades relativas dos ésteres metilicos,
formando clusters correspondentes aos produtos de oxidacdo, seja pelo acréscimo de um,
dois ou trés atomos de oxigénio nos ions, resultando no decréscimo das intensidades dos
ésteres metilicos, independente da sua natureza quimica, portanto todas as andlises foram

realizada na temperatura de 50 °C.



27

100-

%

(0
19
100, B C18:2

317 18:2 + O

< 331 :
. 333 [181+20] perras
215 2T7 243 25 2?3‘ . 349 353 365 g7
" N 1L L 1 [} 1

m/z

G T T 7 T T T T T T
200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420

[FAME + NaJ" [

[FAME +Na + OJ*

FAME+Na+20*

Figura 8. Espectros de massa de biodiesel de babacu nas temperaturas de dessolvatagdo. (A)
50 °C e (B) 300 °C.

5.2  Tensao do cone de amostragem

A tensdo do cone de amostragem é um pardmetro que também influencia
diretamente as intensidades dos ésteres no biodiesel, sua variagdao influi tanto na
guantidade de ions detectados quanto na formacdo de agregados de ésteres metilicos, dessa
forma um estudo mais aprofundado desse parametro foi realizado.

O aquecimento no processo de ionizagdo é importante para levar a uma
dessolvatacao eficiente,** em alguns casos, o arrefecimento causado pela expansdo
adiabatica do solvente favorece o aparecimento de agregados iGnicos. A formacdo de tais
agregados na fase gasosa provoca uma diminuicdo da entropia e deve ser exotérmica.
Existem trés mecanismos principais em que os agregados perdem energia interna: colisdo,
evaporacdo, ou radiacdo.’® No caso de adutos de sddio, além de [M+Na]" é possivel a
formagdo de multimeros, tais como, [2M+Na]" e [3M+Na]".

Com o propdsito de assegurar maior variedade de estruturas (tamanho da cadeia,
insaturagdo, grupo funcional), foram utilizados diferentes padrdes de ésteres metilicos:
C10:0, C12:0, C14:0, C16:0, C16:1, C17:0, C18:0, C18:1, C18:2, C18:3, C18:1:0H, C19:0, C22:0,
C22:1.
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Como o objetivo deste estudo foi de avaliar a influéncia da tensdo do cone de
amostragem em diferentes ésteres, este parametro foi alterado para cada amostra, e o
nimero de pontos analisados dependeu da natureza das amostras, pelo menos em cinco
pontos entre 10,0V e 50,0 V.

Foi verificado uma clara variagdo no espectro de massa dos ésteres apds a alteracao
da tensdo do cone de amostragem, como mostrado no exemplo para o C16:0, também na

forma de aduto de sddio, conforme a Figura 9.
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Figura 9. Variacdo do espectro de massa de acordo com o aumento da tensao do cone de
amostragem para o C16:0.

O pico 293 m/z, corresponde ao [M+Na]" do éster metilico C16:0, e 563 m/z e 834
m/z ao seu dimero e trimero, respectivamente. Pode-se notar que, com tensdo menor, a
espécie predominante é o dimero, e um cluster de trimeros também foi detectado. Quando
a tensdo do cone aumenta, o pico do éster torna-se mais intenso e predominante, enquanto
os agregados ficam muito baixos ou ndo sdo detectados.

Esse comportamento ocorreu em todas as amostras de ésteres analisadas e indica
gue, antes das amostras serem submetidas a um campo elétrico, ha uma tendéncia natural
para se formar os agregados devido as interagdes intermoleculares, e a aplicagdo de um
potencial elevado de cone resulta em uma ruptura dessas interagdes intermoleculares.

A diferenca entre os compostos, quanto as proporc¢oes de clusters formados, deve-se

aos aspectos estereoquimicos. Para verificar esse comportamento, o mesmo procedimento
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foi realizado em ésteres que possuem cadeias de diferentes tamanhos, numero de
insaturacoes e grupos funcionais, e assim, determinar qual potencial de cone é requerido
para detectar apenas os adutos de interesse (ésteres metilicos).

Para se obter uma melhor interpretacdo, os trés graficos a seguir mostram a
correlagdo entre a porcentagem de dimeros e a tensdao do cone. Na Figura 10, todos os

ésteres estudados foram comparados.
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Figura 10. Influéncia da variacdo do potencial de cone na detec¢do dos dimeros [2M+Na]* de
ésteres metilicos insaturados (vermelho) e saturados (preto).

Em geral, os ésteres saturados apresentam maior tendéncia para formar clusters,
considerando a dimeriza¢gdo com um fon Na*, o que pode ser explicado pela geometria das
cadeias, ja que os ésteres metilicos saturados sdao sempre lineares, ao contrario dos ésteres
insaturados, o que fornece uma maior interagdo entre eles. Na Figura 11, foram comparados

somente os ésteres saturados.
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Figura 11. Influéncia da variacdo do potencial de cone na deteccdo do dimero [2M+Na]" de
ésteres metilicos saturados.

Considerando apenas os ésteres saturados, pode-se notar que a porcentagem de
dimero diminui enquanto o potencial de cone aumenta. Cadeias maiores de acidos graxos
tendem a conduzir maior formacdo de dimeros do que as menores, mas até certo ponto, em
gue esta tendéncia é alterada por algum fator desconhecido em tensées menores de cone.

Na Figura 12, diferentes ésteres insaturados foram comparados, incluindo ricinoleato
de metila (C18:1:0H) que possui um grupo funcional hidroxila e uma ligacdo dupla.

Portanto, considerando-se apenas os ésteres insaturados, em geral a porcentagem
de dimeros é praticamente nula considerando o potencial de cone superior a 40 V. Um caso
especifico é o C18:1:0H, que tem um hidroxila na cadeia, levando a uma resisténcia um

pouco maior para romper a interacao intermolecular devido a ligacdo hidrogénio.
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Figura 12. Influéncia da variacdo do potencial de cone na detec¢do do dimero [2M+Na]" a
partir de ésteres metilicos insaturados.

Comparando cadeias com o mesmo tamanho, variando-se apenas o nimero de
insaturacdes (1, 2 e 3), na regido de 10 a 35V, o éster C18:3 possui a menor tendéncia para
formar clusters, provavelmente devido a geometria diferente dos seus isomeros. Assim, essa
tendéncia aumenta a medida que o numero de ligagdes duplas diminui.

Quando o potencial do cone aumenta, a deteccdo de adutos de ésteres metilicos
também aumenta, mesmo considerando perdas pela formacado de dimeros, como mostrado,
por exemplo, com o C18:0, na Figura 13.

Em tensdes de cone mais elevadas, a energia de colisdo entre os ions também
aumenta, de modo que os ésteres sdo bem mais presentes, quando comparados aos seus
respectivos dimeros, conseqiientemente ndo sdo detectados. Esse comportamento é tipico
nos estudos de polimeros.* No entanto, tal deteccdo atinge um nivel maximo e depois

comeca a diminuir.
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Figura 13. Influéncia da variacdo do potencial do cone na deteccdo do éster C18:0 e seu
respectivo dimero.

Portanto, uma condicdo desejada pode ser estabelecida pela conjuncdo de uma
maior intensidade do sinal detectado do éster com a menor formagao de seu dimero. Assim
foi possivel determinar a tensdo do cone mais apropriada para cada padrao de éster metilico
analisado por ESI-EM: C10:0 =27V, C12:.0=35V, C14:0=35V, C16:0=40V, C16:1 =30V,
C17:.0=40V,C18:0=43V,(C18:1=30V, C18:2=30V, C18:3 =30V, C18:1:0H =30V, C19:0
=45V, C22:0=50V, C22:1 =40 V.

Importante ressaltar que esse valores observados correspondem as andlises
realizadas com padrdes de ésteres puros separadamente, no entanto, é desconhecido se
esse comportamento seria reproduzido em uma mistura entre esses padrdes, ou seja, se
ocorrera influéncia entre eles. Contudo, observou-se que diferencas estruturais minimas das

moléculas podem afetar significativamente os resultados quando se usa fonte ESI.
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6 PARAMETROS INSTRUMENTAIS
6.1 PARAMETROS ESI

Apds a avaliagdo dos fatores de influéncia da fonte ESI, os parametros definidos
foram:
* Tensdo do capilar, 3000 V;
* Tensao do cone de amostragem, 30 V no estudo de predigdao e 53 V no estudo
de quantificacdo;
 Vazdo volumétrica do gas de dessolvacdo, 300 L-h™%;
 Vazdo volumétrica do gas do cone, 30 L-h™;
e Tensao do extrator, 7,5V,

e Temperaturas de desolvatacao e da fonte, ambas 50 °C.

Os espectros foram obtidos no intervalo de 100-500 m/z, abrangendo assim todos os

ésteres metilicos encontrados no biodiesel.

6.2 PARAMETROS CG-EM e CG-DIC

Em ambos os instrumentos, CG-EM e CG-DIC, o gas de arraste utilizado foi hélio de
elevada pureza (99,99%) a um fluxo constante de 1,0 mL-min™’. No CG-DIC, os outros gases
utilizados foram nitrogénio (35 mL-min?), hidrogénio (35 mL-min) e ar sintético (400
mL-min’'), com purezas especificas para uso em detector de ionizagdo em chama.

A temperatura do injetor foi ajustada em 250 °C, a razdo de divisao split foi de 1:60 e
a temperatura do forno foi de 60 °C mantida durante 7 minutos, uma rampa de 3,5 °C-min’*
até 210 °C e mantida durante o tempo de 25 min. Uma coluna utilizada foi DB-23 de 60 m de
comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e de filme 0,25 um. O espectroOmetro de massa
foi operado em modo de varredura completa (40-500 m/z), com as temperaturas da linha de

transferéncia, da fonte e do quadrupolo ajustadas para 240 °C, 230 °C e 150 °C,

respectivamente. O forno do DIC foi mantido a 280 °C.
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7 ANALISE EXPLORATORIA DAS AMOSTRAS DE BIODIESEL

Com a finalidade de realizar um estudo para verificar a variabilidade natural das
amostras de Oleo vegetal, e conseqgilientemente dos biodieseis formados, uma analise
exploratdria, ou descritiva foi realizada. Os resultados formaram a base para escolha das
amostras para predicdo da viscosidade e massa especifica, bem como para quantificacdo dos
ésteres, além da verificacdo de possiveis outliers e tendéncias a formacdo de grupos.

Nesse contexto, uma amostragem adequada é de fundamental importancia para que
resulte em uma variabilidade considerada representativa, portanto procurou-se diversificar
ao maximo as matérias-primas, tanto em relacdo a sua origem quanto em relacdo aos
diferentes fabricantes.

Para escolha das origens a serem adquiridas também foram consideradas as fontes
comumente utilizadas em escala industrial, bem como outras potenciais fontes.

Assim, como amostragem para o estudo foram adquiridos 6leos vegetais de doze
origens diferentes, sendo: 5 de algoddo, 4 de andiroba, 6 de babacu, 7 de coco, 8 de canola,
7 de palma ou dendg, 5 de palmiste, 5 de gergelim, 5 de girassol, 3 de mamona, 7 de milho,

10 de soja, totalizando 72 amostras. A Figura 14 ilustra os 6leos adquiridos para o estudo.

Figura 14. Amostras de 6leos vegetais.

Como o numero de amostras adquiridas por classe ndo pbéde ser considerado
estatisticamente suficiente para elaboracdo de modelos de classificacdo, no maximo 10
diferentes fabricantes em uma classe, a aplicagdo de técnicas supervisionadas para predicdo
de classes nao foi recomendado, porém foi o suficiente para realizacdo de uma andlise
exploratoria dessas amostras de biodiesel, verificando assim, semelhancas e diferencas
entre as diferentes origens.

Em todas etapas da tese foram utilizadas como varidveis de entrada as intensidades

dos diversos ésteres metilicos que compdem os biodieseis, obtidas por ESI-EM. Dessa forma,
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a primeira etapa da anadlise exploratdria foi a avaliacdo da significancia dos ésteres metilicos
comumente encontrados em biodiesel de forma geral.

Os ésteres metilicos avaliados foram: C10:0, C12:0, C14:0, C16:0, C16:1, C18:0, C18:1,
C18:1:0H, C18:2, C18:3, C20:5, C21:1 e C22:1, e seus respectivos valores de intensidades
relativas médias, dentro do intervalo de 100-500 m/z, foram adquiridos para cada biodiesel.
As médias das intensidades foram extraidas dos dados originais, apresentados no Anexo 1 e
os algoritmos (script) utilizados no software R estdo disponiveis no Anexo 2 .

Para essa avaliacdo, um grafico foi construido com os valores das intensidades
relativas médias de cada éster, mostrando a respectivas distribuicdes nas diferentes origens,

como indicado na Figura 15.

g Amostras:
e CANOLA
° ® COCO
® —| ® DENDE
® GERGELIM
® GIRASSOL ‘
® MAMONA i
o _| ‘v
©
N
o _|
Q
o _|
N
o - ——re @

C10:0 C12.0 C14.0 C16:0 C16:1 C18:0 C18:1 C18:1:0H C18:2 Cc18:3 C20:5 C211 c22:1

Ester

Figura 15. Variagao das intensidades médias dos ésteres metilicos em cada amostra de
biodiesel.
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Pode-se verificar que alguns ésteres sdo mais abundantes e mais distribuidos entre as
origens do que outros. Trés estdao muito pouco presentes nos biodieseis, C10:0, C16:1 e
C22:1, porém podendo apresentarem alguma contribuicdo quanto a diferenciacdo entra as
classes. Por outro lado, dois desses ésteres ndo foram detectados em nenhuma das
amostras, C20:5 e C21:1, sendo portanto excluidos.

Para avaliagdo da variabilidade das amostras dentro dos grupos foram construidos
graficos de barras para cada origem de biodiesel, contendo o perfil dos ésteres em cada
replicata verdadeira, o que permitiu a deteccdao de possiveis outliers, cujas presencas
influenciariam erroneamente em um modelo de agrupamento de classes, conforme
observado ns Figuras: 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38.

O critério para identificacdo dos outliers foi por uma amostra apresentar diferencga
muito aberrante do seu perfil comparado com as demais, cujas variacdes foram atribuidas a
aleatoridade da natureza das amostras.

Para anadlise da variabilidade do instrumento (ESI-EM) em condi¢Ges de
repetibilidade, com base no cdlculo do desvio-padrao das inje¢des, foram construidos
graficos que indicam o valor médio obtido e seus limites de dispersdao em cada replicata

verdadeira, Figuras 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39.
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Figura 16. Abundancia relativa dos ésteres nas replicatas de algodao.
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Figura 17. Variabilidade das inje¢des nas replicatas de algodao.

ANDIROBA

I T T T T 1

] 20 40 60 80 100
Percentual (%) de éster
na composigdo

Ester
Cc10:0
C12:0
C14:0
C16:0
C16:1
C18.0
c18:1
C18:1.0H
c18:2
Cc18:3
c221

Amostra

Figura 18. Abundancia relativa dos ésteres nas replicatas de andiroba.
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Figura 19. Variabilidade das inje¢des nas replicatas de andiroba.
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Figura 20. Abundancia relativa dos ésteres nas replicatas de babacu.
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Figura 21. Variabilidade das inje¢des nas replicatas de babacu.
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Figura 23. Variabilidade das injecdes nas replicatas de canola.

coco

o
- || b
- [
~ IR
o

- [

T T T T T 1
0 20 40 60 80 100
Percentual (%) de éster
na composi¢ao

Ester

C10:0
c12:0
C14:0
C16:0
C16:1
C18:0
c18:1
C18:1:0H
c18:2
c18:3
Cz22:1

Amostra

Figura 24. Abundancia relativa dos ésteres nas replicatas de de coco.
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Figura 25. Variabilidade das inje¢Ges nas replicatas de coco.
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Figura 26. Abundancia relativa dos ésteres nas replicatas de dendé.
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Figura 27. Variabilidade das injecdes nas replicatas de dendé.
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Figura 28. Abundancia relativa dos ésteres nas replicatas de gergelim.
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Figura 29. Variabilidade das inje¢des nas replicatas de gergelim.
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Figura 31. Variabilidade das injecdes nas replicatas de girassol.
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Figura 34. Abundancia relativa dos ésteres nas replicatas de milho.

. Variabilidade das inje¢des nas replicatas de mamona.
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Figura 35. Variabilidade das inje¢des nas replicatas de milho.

PALMISTE

- ‘nl-lu
- I_-I

g
8 pata
£

- .ll-‘

Pat1

& =

20 40 60
Percentual (%) de éster
na composigéo

80

T T J T 1

100

Ester

c10:0
c12:0
C14:0
C16:0
C16:1
C18:0
;181
C18:1:0H
Cc18:2
c18:3
ca2z:1

Figura 36. Abundancia relativa dos ésteres nas replicatas de palmiste.



@ c10:0 ci1z:0 i C14:0
PALMISTE < T i
g
= . e o
o] |
* Paly =
& Pat2 w 2
* Pat3 e
* Pald @
* Pats g Ll
(=
Eixo y: Percentual o4 £
¥ (%) <
do éster na
composigao o - -
o 4 =
Cc16:0 g C16:1 c18:0 C18:1
=7 { S 7 § g -
. : P~
° } } g L S
- g - n @ .
@ - =]
] § t
o _' l o =
o - ﬁ -
g - | |
=
- | e
1 =
@ 3 = el .
=
= C18:1:0H c18:2 C18:3 ca22:1
24 2 - {
W g m o g -
i
8 4
=
g — . . . . e ™ =
]
o
0 ® 1 i R
5 1 3 iy
% o ¥
. & B
2 — o - - & _l L ] !

Figura 37. Variabilidade das inje¢des nas replicatas de palmiste.
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Figura 39. Variabilidade das injecdes nas replicatas de soja.

Nas classes do algoddo, canola, dendég, gergelim, girassol, mamona, milho, palmiste e
soja, as diferencas entre os perfis de distribuicdo dos ésteres nas amostras foram atribuidas
a variacdo natural entre as amostras, portanto sem nenhum comportamento aberrante
verificado. Por outro lado, tanto na classe da andiroba quanto na classe do coco, uma das
amostras em cada, And 6 e Coc 7 respectivamente, apresentou perfil bem diferente das
demais em relacdo a distribuicdo dos ésteres, portanto foram considerados outliers, e assim
retiradas dos estudos.

A maioria das variabilidades nas injecGes, em condicdo de repetibilidade, mostraram
valores aceitaveis de desvios-padrdao, bem como homogeneidade entre as amostras. Em
algumas amostras, porém, esses valores foram mais acentuados em relacdo as outras dentro
das respectivas classes, como o0 C14:0 no Alg 5, 0 C16:0 na Can 8, e 0 C16:1 no Coc 4, além de

alguns ésteres no Ger3. Essas variagdes foram atribuidas as possiveis instabilidades do
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instrumento no momento dessas andlises, entretanto considerou-se que apresentariam
pouca ou nenhuma influéncia dentro do conjunto amostral.

A préxima etapa da andlise exploratéria foi avaliar como as amostras se agrupam de
acordo com seus perfis de ésteres obtidos no ESI-EM utilizando uma técnica ndo
supervisionada de analise de componentes principais (PCA).

Em uma primeira analise, foram verificadas as semelhancas e diferencas entre as

classes (origens), considerando todas amostras, inclusive outliers, conforme Figura 40.

groups
ALGODAO
ANDIROBA
BABACU
—=— CANOLA
—— COCO
—=— DENDE
—=— GERGELIM
—— GIRASSOL
'EJS_ MAMONA
MILHO
PALMISTE
SOJA

standardized PC2 (23.8% explained var.)

c18.

-1 0 1
standardized PC1 (62.4% explained var.)

Figura 40. Grafico de PCA para as origens de biodiesel.



50

A primeira componente principal (PC1) explica 62,4 % do modelo, e a segunda
componente (PC2) 23,8 %, totalizando 86,2 % de significancia dessas duas componentes na
explicagao do modelo, sendo considerado satisfatorio, ndo havendo portanto a necessidade
de uma terceira componente.

O agrupamento entre as classes das amostras pode ser delimitado por elipses de
confianca, facilitando a visualizagao.

Ratificando as avaliages anteriores, foi evidenciado a que as amostras And 6 e Coc 7
se encontram fora de um comportamento esperado para as respectivas classes, reforcando
assim suas classificacdes como outliers.

Outra informacdo encontrada nesse grafico estd relacionada ao peso das varidveis
(loadings) na separacdo dos grupos, onde o tamanho e a direcdo das setas indicam a maior
ou menor influéncia de determinada varidvel (éster) para a formagao de cada grupo.

Em alguns casos, grupos se apresentam bem definidos pelas diferengas, como o
dendé, a mamona e a canola. Por outro lado sdo verificadas sobreposicdes devido as
semelhancas, como pode ser observado em um grupo formado por babacu, coco e palmiste,
e outro por gergelim, milho, girassol, soja, algodao e andiroba.

Esses grandes grupos podem prejudicar o processo de discriminacdo entre as
amostras, uma vez que os modelos terdo dificuldade em distinguir classes com padrao
semelhante de composi¢do de ésteres.

A mamona em particular é uma oleaginosa que possui quase exclusivamente o
ricinoleato de metila (C18:1:0H), e pelo fato de nenhuma outra origem conter esse éster sua
presenca por si ja caracteriza a origem do biodiesel como mamona. Inclusive, a presenca
desse éster no modelo de PCA influencia bastante a segunda componente (PC2) distorcendo
o grafico, sendo assim, optou-se por refazer a analise retirando, além da mamona, as

amostras outliers, o resultado pode ser visto na Figura 41.
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standardized PC2 (15.8% explained var.)

2 A 0 1
standardized PC1 (74.9% explained var.)

Figura 41. Grafico de PCA para as origens de biodiesel, retirada a mamona e os

outliers.

Uma melhora no agrupamento entre as classes pdde ser evidenciada, porém, ainda
persiste a sobreposicdo entre algumas origens devido a forte semelhanca dos perfis de
ésteres. Como observado, trés grandes grupos se diferenciam uns dos outros de acordo com a
natureza dos ésteres majoritarios que influenciam o agrupamento. O primeiro grupo indica que os
ésteres saturados de cadeias menores apresentam maiores pesos (C10:0, C12:0, C14:0 e C16:0), o
segundo grupo indica maior peso principalmente devido ao C18:1, e o terceiro grupo devido
principalmente ao C18:2.

Portanto, esse comportamento sugeriu uma modelagem mais apropriada, e assim um
novo PCA foi construido classificando as mesmas amostras de biodiesel seguindo uma metodologia

qgue as agruparam de acordo com a natureza quimica dos ésteres relacionada as insaturacGes, ou
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seja, o grupo de predominancia dos saturados, o de mono-insaturados e o de poli-insaturados, a

Figura 42 mostra o PCA segundo esse modelo. Essa nova abordagem forneceu um aumento
consideravel do nimero de amostras por classe, tornando o modelo mais consistente

estatisticamente.

et A groups

o MONO-INSATURADOS
*— POLHNSATURADOS
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PC2 (15.9% explained var.)

0na

PC1 (77.7% explained var.)

Figura 42. Grafico de PCA para as classes dos saturados, mono-insaturados e poli-
insaturados.

O PCA indica que a primeira componente principal (PC1) explica 77,7 % do modelo e
a segunda componente (PC2), 15,9 %, totalizando 93,6 % de significancia dessas duas
componentes, portanto considerado suficiente e satisfatério para explicacdo da
variabilidade.

N3do ocorreu sobreposicdao entre as elipses de confianca das trés classes, portando a
separa¢do pode ser bem evidente, mesmo com um pequeno nimero de amostras fora

desses limites.
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8 PREDIGAO DA VISCOSIDADE E MASSA ESPECIFICA DO BIODIESEL

8.1 Metodologia

O desempenho do ESI-EM utilizando infusdo direta da amostra foi avaliado para
predizer duas propriedades fisicas do biodiesel, a massa especifica e a viscosidade
cinematica.

Essa tarefa foi realizada obtendo-se as intensidades dos ésteres metilicos relativos ao
total de picos detectados na faixa de m/z determinada (100-500), e em seguida, usando
estatisticas multivariadas para construcdao de modelos de predicdo com RLMM e PLSR. Uma
vez que o modelo é estimado, as predicGes poderiam ser feitas para novas amostras de
biodiesel.

O estudo estatistico com dados de ESI-EM teve como ponto de partida uma analise
preliminar por meio de graficos e medidas descritivas, e assim, poder observar os possiveis
padrdes de comportamento, ou anomalias, no conjunto de dados. Em seguida foram feitas
as analises inferenciais, no qual os modelos RLMM e PLSR foram estimados e comparados
pelo seu desempenho preditivo.

Com a finalidade de assegurar uma melhor distribuicdo dos ésteres metilicos, e
portanto maior variabilidade dos valores de massa especifica e viscosidade cinematica,
amostras de biodiesel de diferentes origens foram sintetizados partindo de dleos vegetais,
sendo analisados tanto puros como suas misturas. Portanto, um total de 38 amostras de
biodiesel foi utilizado no estudo:

e Puros: Girassol, Andiroba, Gergelim, Palmiste, Soja, Soja 2, Mamona, Crambe, Coco,

Canola, Canola 2, Dende, Babacu 1, Babacgu 2.

e Misturas bindrias e ternarias entre as amostras puras, totalizando 24 combinacdes de

ésteres.

As variaveis de interesse obtidas pelo ESI-EM foram os ésteres C10:0, C12:0, C14:0,
C16:0, C16:1, C18:0, C18:1, C18:1:0H, C18:2, C18:3, e C22:1 e seus valores encontram-se no
Anexo 3. Os valores da varidveis dependentes (viscosidade e massa especifica) encontram-se
no Anexo 4.

Quanto a estrutura dos dados, uma técnica estatistica apropriada para cada situacao
€ a analise de regressao, que deve explicar e quantificar um conjunto de varidveis de

interesse (também chamadas de dependentes), denotado por Y = (Y1, ..., Yq), a partir de um
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conjunto de varidveis de regressdo (também chamadas de independentes), denotado por X =
(X1, ..., Xp), com base em uma amostra de tamanho n. Portanto, neste estudo, g =2, com Y1
= massa especifica (grcm®) e Y2 = viscosidade cinematica (mm?s®) como varidveis
dependentes. Da mesma forma, p = 11, com Xi sendo uma entre as 11 intensidades relativas

de ésteres metilicos (%), como varidveis independentes.

8.1.1 Regressao Linear Multipla Multivariada

Essa é uma abordagem natural quando ambos X e Y sdo quantitativos e
multivariados, podendo ser visto como uma extens3o da regress3o linear multipla (RLM),***
guando Y tem mais de uma varidvel simultaneamente associada com 0s mesmos
regressores, X.

O modelo pode ser descrito pela equagdo matricial Y = XB + E, em que X é a matriz de
variaveis independentes justapostas ao vetor coluna, cujos elementos sdo todos iguaisa 1; B
é a matriz (p + 1) . g, contendo os parametros do modelo desconhecido; e E é a matriz de
erros aleatérios (n x g) com vetor média 0 (q . 1) e matriz de covariancia Z, geralmente
desconhecida. Também supGe ser independente entre linhas (observacdes), enquanto os
erros associados com as diferentes respostas (colunas) podem ser correlacionados.

De forma semelhante ao modelo MLR, é possivel estimar o parametro Matriz B
através do método dos minimos quadrados ou de maxima verossimilhanca, usando a
equagdo B = (XTX)'XTY.

O modelo estimado pode ser avaliado pela andlise de variancia multivariada e a
significancia do parametro geralmente é realizada por um teste multivariado baseado na
estatistica de Pillai, este usa os autovalores de uma matriz que é uma funcdo da matriz
decomposicao da soma dos quadrados e produtos de regressao cruzada, tendo distribuicdo

desconhecida, porém valores tabelados.*®

8.1.2 Regressao por Minimos Quadrados Parciais

PLSR é uma técnica quimiométrica®® muito comum na literatura, sendo utilizada
qguando suposi¢des basicas da RLMM sdo violadas, como uma forte correlagdo linear entre
varidveis independentes (multicolinearidade), pequeno tamanho da amostra quando

comparado ao nimero de varidveis independentes, ou auséncia de valores, dentre outros.
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A técnica é semelhante a regressdo por componentes principais (PCR), em que
varidveis de resposta Y sdo explicadas por algumas varidveis latentes, escores ou
componentes, que sdo combinacgdes lineares de varidveis independentes, X.>°

Usar componentes como regressores, reduz-se o problema a dimensdes razodaveis,
explicando a variabilidade. A principal diferenca é que no PLSR os componentes
simultaneamente minimizam a variabilidade de X e Y, maximizando a covaridncia entre os
escores e Y. Portanto, no PLSR os componentes principais tém correlagdes maximas com as
varidveis de resposta, utilizando-as para definir escores e loadings.

Em geral, o PLSR requer um maior numero de componentes para alcangar o mesmo
erro de predicdo, comparado com PCR. O caminho usual para determinar o nimero de
componentes é através de validacdo cruzada (CV)*}, cujo fundamento é a avaliagio da
capacidade preditiva do modelo através de um processo de particdao seqiiencial de um
conjunto de dados. Em cada passo, uma parte é usada para o ajuste do modelo, e outra,
para a predicao, e ao final, modelos com diferentes numeros de componentes sao
comparados.

Como ndo ha uma solugao analitica para a estimagao de parametros PLSR, muitos
algoritmos foram desenvolvidos e estdo disponiveis na literatura, em todos eles os escores
de X e Y também sdo estimados, permitindo interpretacGes de correlacbes e outras
estatisticas.

Todas as andlises estatisticas foram feitas no software estatistico R, o script usado
nesse estudo encontra-se no Anexo 5. Os modelos de RLMM e PLSR foram construidos
usando os pacotes car’> e pls (kernelpls).>* O nivel de confianca de todos os testes foi de
95%.

As 38 amostras de biodiesel foram analisadas em triplicata no ESI-EM, variando as
injecdes das amostras, sendo assim considerada a variabilidade do instrumento,
analogamente, as medidas de viscosidade cinematica e massa especifica foram realizadas no
viscosimetro.

Os valores das varidveis independentes partiram das intensidades absolutas de cada
éster metilico e convertidas em intensidades relativas ao total das intensidades absolutas
adquiridas na faixa do espectro selecionada (100-500 m/z), tornando as intensidades mais
proximas dos valores reais de composicao. As médias das replicatas foram utilizadas para

compor as matrizes X e Y, necessarias para estimar os modelos estatisticos.
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As amostras foram divididas aleatoriamente em duas partes: 33 (aproximadamente
87%) no grupo de treinamento ou calibragdo, utilizados para a estimacdo dos modelos
RLMM e PLSR, e o restante, 5 (aproximadamente 13%) no grupo de teste ou validacdo,

utilizado para avaliar o poder preditivo de cada modelo estimado.

8.2 Resultados e discussoes

Para determinar possiveis correla¢Oes, tendéncias ou comportamentos andmalos,
uma andlise estatistica exploratodria foi realizada com todas as varidveis medidas nas
amostras de biodiesel. A Tabela 1, mostra estatisticas univariadas das variadveis alvo e

regressoras.

Tabela 1. Estatistica descritiva para variadveis alvo (Y) e varidveis regressoras (X).

Tipo Variaveis Media Mediana Min Max SD cv
Variaveis dependentes Viscosidade Cinemdtica (mmz/s) 4,5436 3,7736 1,7733 13,0480 2,7296 0,6008
(alvo) Massa Especifica (g/cm’) 0,8562 0,8535  0,8171 0,9044  0,0229  0,0267
C10:0 (%) 0,2338 0,1564 0,0172 1,0980 0,2226 0,9521
C12:0 (%) 3,0442 0,0000 0,0000 21,4342 6,0986 2,0033
€14:0 (%) 2,5160 0,2235 0,0000 16,9574 4,7375  1,8830
C16:0 (%) 3,0383 1,7778 0,0637 11,1529 3,2732 1,0773
Varidveis independentes C16:1 (%) 0,0742 0,0579 0,0032 0,2069 0,0517 0,6960
. ()
(Regressoras) €18:0 (%) 0,8843 0,0000 0,0000 53444 15946  1,8033
C18:1 (%) 19,6664 17,3906 0,5305 54,1286 12,7861 00,6502
C18:1:0H (%) 15,5517 0,0000 0,0000 79,9791 26,3517  1,6945
C18:2 (%) 28,6296 243744  1,2206 62,1665 19,2591 0,6727
€18:3 (%) 5,1949 43932 01702 14,1166 4,0826  0,7859
C22:1 (%) 3,9933 0,6374 0,0130 32,7713 7,7504 1,9409

SD = Desvio-padrdo; CV = Coeficiente de variagdo

Pode-se observar que os maiores valores de intensidades relativas sao dos ésteres
C18:2 (28,63%), C18:1 (19,67%) e C18:1:0H (15,55%), e os valores de mediana do C18:2
(24,37%) e C18: 1 (17,39%) confirmam suas elevadas intensidades nas amostras, pois estdo
muito préximos de seus valores médios, ao contrario da mediana do ricinoleato de metila
(C18:1:0H) que é zero, significando que ha amostras com intensidades muito elevadas deste
éster e outros com sua total auséncia, e isso pode ser explicado pelo fato de apenas algumas
misturas com terem sido sintetizadas.

Os valores de desvio-padrado elevados para C18:2 (19,25%), C18:1 (12,78%), C18:1:0H
(26,35%) e C22:1 (7,75%), evidenciando grande variabilidade entre as amostras, podem ser
explicados pela preparagao intencional das amostras de mistura, em que foram distribuidos
aleatoriamente diferentes ésteres, e portanto, fornece uma grande variedade de viscosidade

cinematica e massa especifica.
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Os graficos de caixa (box plot), Figura 43, ilustram o comportamento de valores

empiricos de todas as variaveis.
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Figura 43. Graficos de caixa para avaliacdo da variabilidade das intensidades.

Os ésteres, C12:0, C14:0 e C16:0 apresentam valores prdximos, justificando a
semelhanca dos graficos de caixas entre eles, o que era esperado pois esses trés ésteres
saturados sao encontrados tipicamente nas mesmas proporgdes em determinados tipos de
amostras como, por exemplo, no biodiesel de coco.

Visualmente a massa especifica tem uma distribuicdo aproximadamente simétrica,
com pequena variagao relacionada a média, conforme visto em seu coeficiente de variagao
(0,0267) na Tabela 1. A viscosidade cinematica é assimétrica, inclinada para a esquerda, com
mediana de 3,77 mm%s ' e uma média ligeiramente superior, 4,54 mm?s?, o gue sugere a

influéncia de valores mais elevados, em que as quatro amostras apresentaram discrepancias
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em relagdo as outras, explicando o alto coeficiente de varia¢do (0,60) quando comparado a
massa especifica.

Antes de ajustar os modelos de regressao foram avaliadas possiveis correla¢des entre
todas as variaveis, dependentes e independentes. A Figura 44 mostra o coeficiente de
correlacdo de Pearson, por meio de uma representacao grafica mista de uma matriz de

correlagdo e um mapa de calor.
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Figura 44. Representagdo grafica mista: matriz de correlagao e mapa de calor.

Existe uma forte correlagdo linear (0,9) entre a viscosidade cinematica e a massa
especifica. Esse fato é importante para justificar o uso de modelos multivariados, como
RLMM, para modelagem conjunta de varidveis alvo. Em um cendrio oposto, baixa correlagao

sugeriria a ado¢ao de modelos univariados independentes para cada uma delas.
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Dentre as varidveis de regressao X, muitos pares tiveram forte correlacdo: C10:0 e
C12:0(0,81); C10:0 e C14:0 (0,81); C10:0 e C16:0 (0,75); C12:0 e C14:0 (perto de 1); C12:0 e
C16: 0 (0,93); e entre C14:0 e C16:0 (0,93). O mapa de calor permite fécil visualizacdo do
pequeno agrupamento formado por estes quatro ésteres, bem como entre eles e o C18:0,
com cores mais fortes nos pontos de intersegao.

Ha também correlacdo linear negativa com as varidveis alvo cinco ésteres (C10:0,
C12:0, C14:0, C16:0 e C18:1) tiveram valores no intervalo (-0,68, -0,43). Assim, ficou evidente
gue a presenca de multicolinearidade na matriz de variaveis regressoras, que poderia ser um
problema na estimativa de RLMM, mas ndo afetando o modelo PLSR.

Existem valores elevados de correlagao linear positiva entre C18:1:0H e as variaveis
alvo, viscosidade cinematica (0,82) e massa especifica (0,73), sendo a Unica variavel
regressora que possui alto indice positivo, mostrando que a presenca desse éster influi
fortemente esses parametros fisicos comparados com os demais.

Uma vez que os dados de biodiesel foram descritos, os modelos RLMM e PLSR foram
criados para o conjunto de treinamento a fim de descrever uma relacdo linear entre a
viscosidade cinematica e a massa especifica do biodiesel a partir das intensidades relativas
dos ésteres medidos por ESI-EM.

Inicialmente, o modelo RLMM foi ajustado aos dados de treinamento, considerando
todas as varidveis independentes como regressores. Os resultados do teste de hipdteses
neste modelo completo sdo mostrados na Tabela 2, por meio de uma analise de variancia

multivariada (MANOVA) tipo Il

Tabela 2. Teste de hipdteses para todos os parametros do modelo RLMM.

Variavel Estatistica Pillai Fvalor DFNum DFDen P-valor
Intercepto 0,99527 2106,14 2 20 <0.0001
C10:0 0,11217 1,26 2 20 0,304299
C12:0 0,39067 6,41 2 20 0,007056
C14.0 0,40387 6,77 2 20 0,005667
C16:0 0,07871 0,85 2 20 0,440507
Cle:l 0,03026 0,31 2 20 0,735412
C18:0 0,12389 1,41 2 20 0,266446
C18:1 0,22782 2,95 2 20 0,075363
C18:1:0H 0,29105 4,11 2 20 0,032075
C18:2 0,42223 7,31 2 20 0,004145
C18:3 0,0448 0,47 2 20 0,632301
C22:1 0,22814 2,96 2 20 0,075059

DF =grau de liberdade
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Considerando os resultados das estatisticas de Pillai, apenas quatro ésteres (C12:0,
C14:0, C18:1:0H e (C18:2) foram estatisticamente significativos para explicar
simultaneamente a variabilidade da viscosidade cinematica e massa especifica, uma vez que
0s respectivos p-valores para os parametros do teste F sdo maiores que o predeterminado
nivel de significancia (5%). Isso pode ter acontecido por causa da multicolinearidade na
matriz regressora X.

Portanto, as demais variaveis devem ser eliminadas para evitar redundancia. Assim,
um segundo modelo foi ajustado considerando apenas as quatro varidveis significativas

como regressores. Os resultados do novo modelo RLMM s3o mostrados na Tabela 3.

Tabela 3. Teste de hipoteses para os parametros significativos do modelo RLMM.

Variavel Estatistica Pillai F valor DF Num DF Den P-valor
Intercepto 0,9997 45754 2 27 <0.0001
C12:0 0,2496 4 2 27 0,02072
C14:0 0,2682 5 2 27 0,01478
C18:1:0H 0,8520 78 2 27 <0.0001
C18:2 0,8301 66 2 27 <0.0001

DF = grau de liberdade

Ao contrario do modelo completo anterior, ha indicacdo de que o novo modelo como
um todo é estatisticamente significativo para a modelagem dos dados de biodiesel, pois
todos os p-valores dos testes de Pillai para os coeficientes das varidveis preditoras sdao
inferiores ao nivel de significancia.

Tendo encontrado um modelo estatisticamente significativo, puderam-se escrever

equacoes lineares simultaneas com os parametros estimados descritos na Tabela 8.

Tabela 4. Coeficientes de significancia estimados para modelo RLMM.

Variavel Variavel alvo

regressora  Vijscosidade cinemética(mmz/s) Massa especifica (g/cmg)

Intercepto 3,0437 0,8197
C12:0 43,8564 -0,3220
C14:.0 -66,4515 0,3897
C18:1:0H 7,7990 0,0903

C18:2 1,7350 0,0774
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Analisando os coeficientes estimados, pode ser atribuido ao éster C12:0 uma maior
contribuicdo para estimar a viscosidade cinematica do biodiesel no conjunto de
treinamento, enquanto C14:0 tem a maior contribuicdo para a estimativa da massa
especifica. Embora o éster C18:1:0H tenha apresentado a maior correlagdo linear de
Pearson na analise exploratdria, o modelo RLMM nao inclui todas as varidveis regressoras, o
gue era natural ndo apresentar o mesmo padrao.

Por meio das respectivas equacdes lineares, Equacdes 1 e 2, podemos inserir os

valores de intensidade relativa de cada éster metilico, obtidos por ESI-EM, e assim obter os

valores preditos de viscosidade e massa especifica.

Viscosidade = 3,04 + 43,85.C12:0 — 66,45.C14:0 + 7,79.C18:1: OH + 1,73.C18: 2

(1)

Massa especifica = 0,82 — 0,32.C12: 0 + 0,39.C14: 0 + 0,09.C18:1: OH + 0,08.C18:2 (2)

Antes do segundo modelo proposto, por PLSR, ter sido ajustado, o nimero de
componentes foi selecionado por multifold-cross-validation. Os valores de RMSEP e R*
indicam o numero de componentes significativos para serem usados nos modelos de PLSR,

conforme observado na Figura 45.
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Figura 45. Valores médios RMSEP e R’ para o modelo PLSR.
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Para ambas as varidveis resposta, o nimero de componentes igual a dois foi o que
apresentou menor valor de RMSEP (1,47 para a viscosidade cinematica e 0,0098 para massa
especifica), analogamente com os mesmos dois componentes, os coeficientes de
determinacdo (R%) para ambas as variaveis alvo foram altos (63,97% e 80,68%).

Nesta técnica, o conjunto de treinamento é dividido em k subconjuntos de tamanho
aproximadamente igual (onde, k = 10), e em cada k passo do processo, subconjuntos k — 1
sdo usados para ajustar o modelo PLSR, e o conjunto restante é usado para prever novos
valores e calcular predices estatisticas, tais como, o erro médio quadratico médio (RMSE) e
o coeficiente de determinaco (R).

Como resultado, os coeficientes estimados do modelo PLSR com dois componentes
sao mostrados na Tabela 5.

Tabela 5. Coeficientes estimados para o modelo PLSR com duas componentes.

Variavel Componente 1 Componente 2

regressora Viscosidade cinematica Massa especifica  Viscosidade cinematica Massa especifica

C10_0 -0,0390 -0,0003 -0,0826 -0,0012
Ci12. 0 -1,0369 -0,0085 -2,2931 -0,0340
Ci4 0 -0,8131 -0,0067 -1,8025 -0,0267
C16_0 -0,5877 -0,0048 -1,1922 -0,0171
Ci6.1 -0,0060 0,0000 -0,0045 0,0000
C18 0 -0,0541 -0,0004 -0,2136 -0,0037
Ci18 1 -2,5566 -0,0210 -3,5685 -0,0415
C18 1 OH 6,5530 0,0538 7,0506 0,0639
C18 2 -0,9920 -0,0081 1,8413 0,0493
C18 3 -0,2528 -0,0021 0,2780 0,0087
C22 1 -0,2288 -0,0019 -0,5678 -0,0088

Como todas as intensidades relativas dos ésteres sdo expressas na mesma unidade é
possivel comparar o grau de influéncia das mesmas pelo valor absoluto estimado dos
coeficientes em cada um dos componentes, como foi feito no modelo RLMM.

A predicdo da viscosidade cinemdtica parece ser mais influenciada pelo segundo
componente, uma vez que alguns coeficientes dos ésteres tém valores absolutos
significativamente mais elevados, quando comparados aos da primeira componente, o que
nao é muito notado no caso da massa especifica.

Os sinais e magnitude dos coeficientes estimados pelo modelo PLSR corrobora a
prévia analise descritiva dos coeficientes de correlagao. Embora o C18:1:0H possua o maior
valor, outros também tem correlagbes consideraveis, assim sendo, faz sentido suas

contribuicBes para a estimacdo das varidveis alvo.
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Outra forma de visualizar a influéncia de cada componente no modelo PLSR é por

pela observacdo dos graficos de diagndstico, conforme Figura 46.
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Figura 46. Graficos de diagndsticos.

A variancia explicada relativa a X foi 62 % para a primeira e 27 % para a segunda
componente, totalizando satisfatoriamente uma varidncia explicada acumulada (89 %) apds
a reducdo de tamanho por ajuste PLSR.

Um fato interessante observado no grafico de loadings é a forte influéncia dos
ésteres C18:1:0H e C18:2, tanto no primeiro quanto no segundo componente. Ja o grafico
de correlacdo confirma a analise dos coeficientes (Tabela 5), na qual ha forte influéncia de
varios conjuntos de ésteres na explicacdo da variabilidade das variaveis alvo, porém com
diferentes magnitudes.

Para comparar o potencial preditivo dos modelos estimados foram aplicados o
conjunto de validagao, e as estimativas das viscosidades cinematicas e massas especificas

comparadas aos valores conhecidos (obtidos pelo viscosimetro) por meio de estatisticas de
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desempenho. Novamente, o RMSE e R? foram utilizados, embora a relacdo entre
desempenho e desvio (RPD) tenha sido descartado, um critério comumente usado na
literatura PLSR®>®, mas redundante com R>.

Os resultados de predicdo por meio dos graficos de valores observados versus valores

preditos, para os modelos RLMM e PLSR, sdo mostrados na Figura 47, em que quanto mais

proximos os pontos da diagonal principal, melhor a qualidade da estimativa.
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Figura 47. Graficos de valores observados versus valores preditos.

Em geral, os valores estdo bem préximos da diagonal para os dois modelos ajustados,
atestando a qualidade dos modelos estimados para o conjunto de treinamento (circulos
vazios), mesmo considerando o pequeno numero de amostras estudadas. Porém valores

mais dispersos foram evidenciados em viscosidades com valores acima de 6,0 mm?-s™.
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Nota-se também que, em ambos os graficos, as amostras do grupo de validacao
(circulos preenchidos) estdo muito proximas da linha pontilhada que simboliza o alvo, ou
seja, o valor verdadeiro da viscosidade cinematica e da massa especifica, 0 que mostra uma
predicdo razoavel para este grupo.

Vale ressaltar a semelhanca de ambos os modelos, RLMM e PLSR, com rela¢cdo aos
valores preditos para os conjuntos de treinamento e validagdo, e portanto para as
estatisticas de desempenho. Mesmo o RMSE e R?, para o modelo RLMM serem ligeiramente
melhores do que no modelo PLSR, os valores sdo muito proximos e razoaveis, atestando a
gualidade da predicdao em ambos os casos.

Também pode ser observado que a predi¢cdo da viscosidade cinematica mostrou
melhor desempenho (RZPLSR =0,9232 e R%rivm = 0,9908) comparado com a massa especifica
(R%sr = 0,8721 e R%gumm = 0,9415).

No entanto é importante notar que, apesar da similaridade dos resultados, o modelo
RLMM pode apresentar pior desempenho, por exemplo, no caso de novas amostras com
altas intensidades relativas de ésteres (varidveis de entrada) que ndo se encontram entre os
qguatro selecionados como estatisticamente significativos, o que certamente levaria a erros
de estimativa das variaveis alvo. Por outro lado, o modelo PLSR ndo sofre necessariamente
esse problema, porque os componentes sao combinagbes lineares e, portanto, possuem
contribuicbes de todos os ésteres na estimativa da viscosidade cinematica e massa

especifica.
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9 QUANTIFICAGAO DE ESTERES METILICOS POR ESI-EM

9.1 Metodologia

Essa metodologia tem a finalidade de ser utilizada como suporte para avaliar o
potencial da técnica ESI-EM, utilizando infusdo direta da amostra, para quantificar ésteres
metilicos no biodiesel, podendo entdo ser utilizada também para quantificar o total de
ésteres.

Os resultados obtidos pelo referido método proposto foram comparados com dois
métodos de referéncia utilizando cromatograficos a gas (CG-EM e CG-DIC). As concentragdes
foram obtidas em termos de fracdo massica (g-Kg™).

Foi necessdrio conhecer a eficiéncia de ionizacdo (IE) de cada éster metilico, para
calcular suas concentracdoes nas amostras de biodiesel, pois suas intensidades absolutas,
obtidas no ESI-EM estdo diretamente correlacionadas. Apds calculadas as concentracdes,
foram estimadas as incertezas das medicGes para garantir a confiabilidade dos resultados.

As amostras de biodiesel para esse estudo foram escolhidas de modo a haver
diversificacdo de suas composicOes de ésteres metilicos, portanto foram escolhidas a soja, a
canola, o crambe e o coco. A Tabela 6 mostra a origem do biodiesel e seus respectivos
ésteres metilicos principais, dispostos em ordem de decrescente de concentragao.

Os célculos estatisticos usando a densidade Kernel, o teste de Kruskal-Wallis, e o
teste de Fligner-Killeen foram aplicados para comparacdao entre as técnicas, e foram

realizados utilizando o software R, segundo script constante no Anexo 6.

Tabela 6. Origem do biodiesel e seus principais ésteres metilicos.

Biodiesel Esteres metilicos
Céco (C12:0) > (C14:0) > (C16:0) > (C18:1) > (C18:0) > (C18:2)
Soja (C18:2) > (C18:1) > (C16:0) > (C18:3) > (C18:0)
Canola (C18:1) > (C18:2) > (C18:3) > (C16:0) > (C18:0)
Crambe (C22:1) > (C18:1) > (C18:2) > (C18:3) > (C16:0) > (C22:0) > (C18:0)

9.1.1 Eficiéncia de ionizagao relativa

Uma abordagem para quantificar as concentracées com ESI-EM foi desenvolvida

usando o conceito de Eficiéncia de lonizacdo (El). Por meio do seu logaritimo (log El), é
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possivel criar uma escala quantitativa de eficiéncia experimental de compostos organicos

sob condic¢Ges de ionizacdo predefinidas.

Com o objetivo de uniformizar os estudos da El, e tornar os resultados mais
comparéaveis foi introduzido o conceito de Eficiéncia de lonizacdo Relativa (EIR),>® cujo
principio foi a base deste estudo. A EIR de um analito B;, em relacdo a outro analito B, é

definida conforme a Equacgdo 3:

Bi) _ EIGy _ LG
EIR (Bz) T EI(By)  1,C4 (3)

Onde: El sdo as eficiéncias de ionizacao de cada analito, / sdo as intensidades absolutas dos
adutos, no caso do estudo [B;+Na]” e [B,+Na]’, C é a concentracdo das moléculas neutras de
B; e B..

Para realizacdo dos estudos de EIR foram adquiridos padrbes de ésteres metilicos,
com cadeias de tamanho e numero de insaturacdes diferentes, de modo a melhor
representar as diversas composicoes de biodieseis. Foram determinadas as eficiéncias dos
ésteres: C10:0, C12:0, C14:0, C16:0, C16:1, C17:0, C18:0, C18:1, C18:2, C18:3; C22:0, C22:1
relativas ao padrao interno C19:0, cuja escolha foi devido a sua auséncia nas amostras de

biodiesel.

9.1.2 Estimativa das incertezas de medi¢ao por ESI-EM

Todo resultado de medicdo de uma grandeza tem que estar associado a alguma
indicagao quantitativa da qualidade do resultado, de tal forma que, quem vier a utiliza-lo
possa avaliar sua confiabilidade e assim permitir a sua comparacdo entre os préprios
resultados ou em relacdo aos valores de referéncia.

As regras para se avaliar e expressar a incerteza de medicdo, que se aplicam varios
niveis de exatiddo e em diversos campos, estdo descritas no Guia para a Expressdo da
Incerteza de Medigdo, publicado pela Organizagdo Internacional de Normalizagdo (ISO).
Conhecido como ISO GUM, proveniente do seu nome na lingua inglesa, Guide to the
Expression of Uncertainty in Measurement, cuja versado brasileira foi elaborada pelo Inmetro
e ABNT.”’

Para um melhor entendimento da aplicagdo dos conceitos do Guia ISO GUM nas

medicGes em quimica foi publicado o Guia EURACHEM / CITAC: Determinando a incerteza
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nas medicOes analiticas,”® sendo este guia utilizado para a estimativa das incertezas nas
medicoes por infusdo direta no ESI-EM. A metodologia para estimativa das incertezas pelas
técnicas cromatograficas ja é bem conhecida, portanto ndao foi considerado necessario seu
detalhamento.

Os tipos de incerteza sdo: tipo A - obtida experimentalmente através das repeticdes;
tipo B — provenientes de certificados ou outra especificacdo, com distribuicdes de
probabilidade (normal, retangular, ou triangular).

A primeira etapa foi a especificacdo do mensurando e a identificacdo das fontes de
incerteza. Em Quimica Analitica tem que se ter o cuidado ao negligenciar as fontes de
incerteza, de um lado, ou conta-las mais de uma vez, de outro. Para ajudar a evitar esses
equivocos, recomenda-se a confeccdo de um diagrama de causa e efeito, ou diagrama de
Ishikawa. Foram identificadas inicialmente as fontes de incerteza das EIR, a partir do padrao
de cada éster metilico, e posteriormente, as componentes das concentracées de ésteres nas
amostras de biodiesel. Em ambas as etapas foram utilizados o éster C19:0 como padrao
interno.

A etapa seguinte foi a quantificagdo dos componentes de incerteza, que consistiu em
medir ou estimar a dimensdo do componente de incerteza associado a cada fonte potencial
de incerteza identificada, convertendo-as em incertezas padrdo, ou seja, em desvio padrao.

A etapa final consistiu em calcular as incertezas, combinada e expandida, sendo uma
associacao de todas as contribuicdes de incerteza padronizadas individuais quantificadas na
etapa anterior, fornecendo a incerteza total. O fator de abrangéncia apropriado deve ser
aplicado para se obter a incerteza expandida, no caso do estudo K = 2 para 95% de
confianga. Os valores obtidos para cada grandeza e suas respectivas incertezas-padrdo foram

combinadas e dispostos na planilha de calculo do Excel, seguindo o método Kragten.

9.1.3 Padronizag¢ao dos dados de concentragao

A finalidade da padronizacdo do conjunto de dados original é expressar cada
observagao em termos de variagdes inerentes ao sistema, que mantém informagao de dados
estatisticos. Nesse estudo, a padronizagdo se fez necessaria para poder haver equivaléncia
entre os dados dos métodos avaliados, pois os dados originais estdo em ordem de grandeza

diferentes de concentragao, e assim poder serem comparadas as técnicas analiticas.
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A padronizagdo é realizada para que o novo conjunto de dados tenha média zero e
variancia unitdria. Isto é obtido por (x; — X)/s, onde: x; é i-gésima observacdo, X € média e

s é o desvio padrao do conjunto de dados original.

9.1.4 Densidade Kernel

A densidade Kernel € um método ndo paramétrico de estimacdo de funcdo de
densidade de probabilidade a partir de uma amostra empirica dos dados, onde inferéncias
sobre a populagdo sao feitas. O estimador probabilistico ndo utiliza média e desvio padrao
como parametro e ndo segue uma distribuicdo normal ou ndo tem elementos suficientes
para afirmar que seja normal.

Seja x = (x4,*,X,) Uma amostra independente e identicamente distribuida de uma
distribuicdo com funcdo de densidade f que pretende ajustar sua forma. A densidade Kernel

da distribuicao dos dados é estimada pela Equacgao 4:

fy;) = Q/nh) T K ((v; — x:)/h) (4)

Onde: K(+) é uma fun¢do univariada que define a forma da densidade chamada funcdo

Kernel j =1,---,m e h é largura de banda.

9.1.5 Teste de Kruskal-Wallis

Esse é um teste ndao paramétrico utilizado para comparar trés ou mais populagdes.
Ele é usado para testar a hipotese nula (Hy) de que todas as populagdes tém funcbes de
distribuicdo iguais contra a hipdtese alternativa (H;) de que ao menos duas das populacdes
possuem funcdes de distribuicdo diferentes.

A estatistica de andlise unidirecional da varidncia por escalas é dada pela Equacdo 5:

12 K R
Ay, =5 )-3(N-1
_ N(N+1) (Z‘—lni> ( )

B _Z{‘(=1(d?_di)
(W3=n)

(5)

1

Onde: N =nqy +---+ny, R; é a soma da i-gésima amostra e d; € o numero de valores
associados dentro da i-gésima amostra que estdo ligados a um valor particular. A hipdtese
nula é rejeitada se K > )(,%_1 (quantil da distribuicdo de qui-quadrado com k — 1 graus de

liberdade).
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Os passos para realizacdo do teste:

e Estabelece as hipoteses Hp e H;

e Ordenar de forma crescente de magnitude os valores deste novo conjunto de dados
e associar a cada valor seu posto correspondente, tendo cada posto o mesmo sinal
do valor que este representa.

e Calcular o valor da estatistica K e fixar o nivel de significancia a.

e Encontrar os valores criticos referentes ao nivel de significancia fixado. Neste caso,
calcular os valores Q, de modo que P[K> Q4] = a (sob Hy).

e Se Hyps > Qq rejeitamos a hipotese nula de que as amostras provém de populagcdes
igualmente distribuidas.

e Calcular o p-valor.

9.1.6 Teste de Fligner-Killeen

Também é um teste ndo paramétrico que verifica a homogeneidade da variancia
guando os dados ndo sdo normalmente distribuidos, ou quando o problema de outliers nao
pode ser resolvido.

A estatistica de teste é dada por FK = Y¥_, n; - (@;. — @.)?/s?, onde @;. é a média da
i-ésima amostra, a@.. ¢ a média global e s? é o desvio padrdo global (todos estes relacionados
3 a;j). Porfim, a;; = ®(1/2 + R;;j/2- (N + 1)).

Onde: O(:) O é a fungdo de distribuicdo cumulativa da distribuicdo normal padrdo, R;; é a
classificagdo de Z;; = |yl-j —}7i.| e y;. € a mediana da i-ésima amostra. A hipotese nula é

rejeitada se FK > y?_, (quantil da distribui¢do qui-quadrado com k — 1 grau de liberdade).
9.2 Resultados e discussdes

Durante as etapas de quantificagao, que incluem o preparo das amostras e analise no
ESI-EM, foram identificadas as fontes de incerteza e agrupadas em duas etapas, sendo uma
para determinacdo das eficiéncias de ionizacdo relativas dos padrdes de ésteres metilicos e a
outra para as concentracGes dos ésteres nos biodieseis, a Figura 48 mostra o diagrama
Ishikawa. Portanto, as incertezas das EIR. foram incluidas como uma das fontes de incerteza

na segunda etapa
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Figura 48. Diagramas de Ishikawa: a) fontes de incerteza para eficiéncia de ionizagdo relativa
e b) fontes de incerteza para concentracao.

Onde: EIR. = Eficiéncia de ionizacdo relativa dos padrdes de éster; |, = Intensidade dos
padrdes de éster; Cci9 = Concentracdo do padrdo interno (C19:0); Ici9 = Intensidade do
padrdo interno; C. = Concentracao dos padrdes de éster; Co, = Concentracdo do éster no
biodiesel; l., = Intensidade do éster no biodiesel; Cc19p = Concentracdo do padrdo interno
(C19:0) no biodiesel; Ic19p = Intensidade do padrado interno no biodiesel; m = massa.

Os célculos das incertezas para as eficiéncias de ionizacdo relativas (EIR), de cada
padrdo de éster metilico estdo dispostos no Anexo 7. Na Tabela 7, estdo os resultados

obtidos das EIR. dos éster metilicos, associados as respectivas incertezas combinadas.
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Tabela 7. Padrdes de ésteres metilicos e suas respectivas EIR com as incertezas.

Padrdo de ester metilico EIR Incerteza (u)
C10:0 0,104671 0,011615
C12:0 0,133359 0,025612
C14:.0 0,326723 0,049760
C16:0 0,593342 0,078573
Cle:1 1,163773 0,119817
C18:0 0,951683 0,106162
C18:1 1,794973 0,150520
C18:2 2,141440 0,159719
C18:3 1,742521 0,135137
C22:0 1,678297 0,143763
Cc22:1 3,325704 0,247401

Os calculos das incertezas finais das concentracoes dos ésteres metilicos nos
biodieseis de soja, canola, coco e crambe, estdo descritos no Anexo 8, tanto as incertezas
combinadas quanto expandidas para cada medicdo. Com base no referido anexo, péde-se
avaliar a influéncia de cada fonte de incerteza, utilizando o termo u(y,xi), e construido
graficos para avaliar o peso de cada uma nas quatro amostras e biodiesel (soja, canola, coco

e crambe), conforme Figuras 49, 50, 51, 51,.
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Figura 49. Influéncia das fontes de incerteza para o biodiesel de soja.
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Figura 50. Influéncia das fontes de incerteza para o biodiesel de canola.
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Figura 52. Influéncia das fontes de incerteza para o biodiesel de crambe.

Pode ser observado que, em praticamente todos os casos, a fonte de incerteza com
maior contribuicdo foi a EIRe, o que seria esperado, pois provém de combinacdes de outras
fontes de incerteza em uma etapa anterior. J& a menor contribuicdo foi do Ic19, indicando
uma boa repetibilidade das medi¢Ges das intensidades do padrdo interno (C19:0) nas
amostras de biodiesel.

Uma contribuicdo bem maior do EIRe no biodiesel de crambe esta associado a
presenca do éster C22:1, que apresentou a maior incerteza combinada (0,247104) dentre
todos os padroes analisados.

Ja no biodiesel de coco, houve uma forte contribuicdao do |y, fazendo com que se
equiparasse em alguns casos com a EIRe como mais significativa, esse fato é observado
principalmente com os ésteres de cadeia saturada, que nesse biodiesel se encontram em
alta concentracdo, indicando que esses tipos de ésteres apresentam piores repetibilidades

das intensidades medidas no ESI-EM.
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Calculadas as concentracdes dos ésteres nos biodieseis pelo método ESI-EM e suas
respectivas incertezas expandidas, o primeiro conjunto de dados foi construido, conforme
Tabela 8, e foram incluidas também as concentracdes obtidas pelos métodos de referéncia,

CG-DIC e CG-EM.

Tabela 8. Concentracdes obtidas pelos métodos ESI-EM, GC-EM e GC-DIC, com suas
respectivas incertezas.

Ester metilico - Concentragdo (g-Kg'l)

Método C12:0 XY C14:0 U C16:0 EXY) C18:0 1Y) C18:1 XY C18:2 U c18:3 EXY) C22:0 1Y) C22:1 XY
ESI-EM 0,0350 0,0084 0,00318 0,00064 0,112 0,020 0,258 0,043  0,0410 0,0072
Soja  CG-EM 103,81 8,57 29,68 1,05 218,79 17,47 519,27 40,59 63,55 1,61
CG-DIC 96,45 6,49 29,01 1,02 204,78 13,77 484,68 32,62 59,36 3,06
ESI-EM 0,0107 0,0026 0,00163 0,00037 0,108 0,017 0,126 0,018 0,0300 0,0044 0,00369 0,00060 0,204 0,029
Crambe CG-EM 30,02 2,27 14,47 0,31 171,15 12,92 164,47 11,61 33,40 0,68 15,42 0,31 391,45 27,30
CG-DIC 19,75 1,47 11,60 0,47 164,00 11,84 156,11 11,33 31,88 1,17 14,96 0,31 358,76 26,73
ESI-EM 0,0035 10,0011 0,0223 0,0055 0,00350 0,00082 0,242 0,042 0,155 0,024  0,0466 0,0075
Canola CG-EM 0,630 0,033 59,03 4,87 27,74 1,42 427,73 33,02 252,67 19,64 64,50 1,56
CG-DIC 0,352 0,010 54,74 4,35 27,53 1,26 41526 32,82 248,06 19,52 60,83 1,92
ESI-EM 0,173 0,084 0,068 0,027 0,0269 0,0088 0,0127 0,0036 0,0282 0,0071 0,0069 0,0014
Coco CG-EM 430,89 31,87 173,73 12,84 74,60 5,53 22,75 0,86 59,51 4,97 16,33 0,22
CG-DIC 445,84 33,09 178,19 13,25 71,95 5,42 21,59 0,92 56,73 4,27 16,10 0,48

Porém, devido as diferencas de ordem de concentracdo entre os métodos, o artificio
da padronizacdo dos resultados foi aplicado aos dados originais, para entdo torna-los
compardveis. Portanto, um segundo conjunto de dados padronizados foi construido,
conforme Tabela 9. A padronizacdo das incertezas foram calculadas utilizando o método

Delta.

Tabela 9. ConcentragOes padronizadas pelos métodos ESI-EM, GC-EM e GC-DIC, com suas
respectivas incertezas padronizadas.

iodiesel Método Ester metilico - Concentragdo padronizada (z)
C12:0 +uz C14:0 tuz C16:0 +uz C18:0 tuz C18:1 tuz C18:2 tuz c18:3 +uz C€22:0 tuz C22:1 tuz
ESI-EM T -0,537 T 0,041 -0,8488 10,0031 0,219 0,096 1,65 0,21 -0,479 0,035
Soja CG-EM -0,418 0,022 -0,7908 0,0026 0,160 0,044 1,67 0,10 -0,6206 0,0040
CG-DIC -0423 0,017 -0,7862 0,0027 0,161 0,037 1,670 0,088 -0,6226 0,0083
ESI-EM -0,747 0,016 -0,8632 0,0024 0,49 0,11 0,73 0,12 -0501 0,028 -0,8369 0,0038 1,72 0,18
Crambe CG-EM -0,6272 0,0082 -0,7391 0,0011 0,388 0,046 0,340 0,042 -0,6029 0,0025 -0,7323 0,0011 1,973 0,098
CG-DIC -0,6852 0,0057 -0,7484 0,0018 0,433 0,046 0372 0,044 -0,5912 0,0045 -0,7223 0,0012 1,94 0,10
ESI-EM -0,7685 10,0056 -0,577 0,028 -0,7689 0,0042 1,66 0,21 0,78 0,12 -0,329 0,038
Canola CG-EM -0,82595 0,00009 -0,477 0,015 -0,6638 0,0043 1,729 0,099 0,682 0,059 -0,4439 0,0047
CG-DIC -0,82243 0,00003 -0,489 0,013 -0,6558 0,0039 1,72 0,10 0,697 0,060 -0,4515 0,0059
ESI-EM 1,92 0,67 0,239 0,213  -0,409 0,070  -0,635 0,029 -0,388 0,056 -0,728 0,011
Coco CG-EM 1,91 0,10 0,279 0,041 -0,348 0,017 -0,6762 0,0027 -0,444 0,016 -0,71688 0,00070
CG-DIC 1,91 0,10 0,282 0,040 -0,363 0,016 -0,6690 0,0028 -0,456 0,013 -0,7024 0,0015

Utilizando os valores padronizados, uma primeira avaliagdo comparativa da eficiéncia

da técnica ESI-EM para quantificacdo dos ésteres metilicos no biodiesel pode ser feita. Para
cada biodiesel foi reunido em um Unico grafico os valores padronizados das concentracgdes
dos ésteres com suas respectivas incertezas obtidos com os trés métodos. conforme Figura

53.
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Figura 53. Comparacao das concentracgdes padronizadas e suas incertezas para ESI-EM, CG-
EM e CG-FID nas quatro amostras de biodiesel.

Como observado na maioria dos casos, os valores de incerteza estdo sobrepostos
entre o método ESI-EM e pelo menos um dos dois métodos de referéncia, mostrando
equivaléncia entre eles, como pode ser evidenciado no biodiesel de coco.

Nos outros trés biodieseis houve algumas exce¢des, como na soja (C18:0) e C18:3), na
canola (C14:0, C18:0 e C18:3), e no crambe (C18:0, C18:2, C18:3 e C22:0), mas apesar das
incertezas padronizadas ndo estarem se sobrepondo, seus valores estdo muito préximos. O
estearato de metila (C18:0), bem como, o linolenato de metila (C18:3) foram os ésteres que

menos apresentaram equivaléncia.
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Uma tendéncia também foi observada, em que, quanto menor a intensidade do
éster, menores suas incertezas, portanto, a sobreposicdo entre os limites ndo foram
observados.

Como outra forma de avaliacdo da equivaléncia entre os métodos, foram construidos

graficos de densidade usando a func¢do Kernel gaussiana K(u) = (1/\/27r)exp{—(1/2)u2} e

%081 conforme Figura 54. A largura de banda

intervalos de confianca percentil bootstrap 95%
escolhida foi h = (4s°/3n)%? (regra de Silverman), onde s é desvio padrdo e n o nimero de
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Figura 54. Graficos de densidade usando a fun¢do Kernel gaussiana.
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A intersecdo entre as dreas hachuradas indica que ndo ha diferenca entre os
métodos, portanto que eles sdo equivalentes. Contudo, somente no biodiesel de crambe ha
uma pequena regido em que o ESI-MS subestima, ou superestima, os valores de
concentracao.

Os testes de Kruskal-Wallis e Fligner-Killeen foram aplicados para testar a
homogeneidade das variancias, e indicaram que ndo ha diferenca entre os métodos
analiticos e suas variancias ao nivel de 5%, conforme observado na Tabela 10. Um p-valor
superior a 0,95 indica que n3do ha evidéncia da hipdtese nula poder ser rejeitada. Por mais
uma vez o biodiesel de crambe apresentou um desempenho um pouco pior frente aos

demais, devido ao valor de 0,85 no tesete de Fligner-Killen.

Table 10. p-valor Kruskal-Wallis e Fligner-Killeen para cada biodiesel.

Teste p-valor
Canola Céco Crambe Soja
Kruskal-Wallis 1 0,99 0,96 0,99
Fligner-Killeen 0,95 0,99 0,85 0,94

Ap0s as avaliagdes comparativas, usando abordagens estatisticas e de incerteza com
dados padronizados, podemos considerar o grande potencial da técnica proposta para
guantificagcdo dos ésteres em biodiesel por ESI-EM.

Para uma confirmacdo desse potencial, uma abordagem mais aprofundada com os
dados diretos de concentracdo (ndo padronizados) deve ser feita, além de um estudo de

validagdo do método.
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10 CONCLUSOES

A avaliagdo dos fatores de influencia da fonte ESI nas intensidades dos ésteres
mostrou que os parametros, tensdo do cone de amostragem, com influéncia na formacdo de
aglomerados (dimeros e trimeros), e temperatura de dessolvatacdo, quanto a formacdo de
produtos de oxidacdo, foram os que apresentaram maiores alteragdes nos perfis de esteres.
Portanto, um ajuste correto desses parametros evita a perda do sinal desejado referente aos
ésteres metilicos.

A analise exploratoria das amostras de biodiesel mostrou que dentro de um grupo,
ou seja, sua origem, existe uma variacdo natural de abundancias dos ésteres entre diferentes
replicatas verdadeiras. Em dois casos dentre as amostras adiquiridas, os perfis foram muito
diferentes, portanto considerados outliers, e um dos motivos desses valores aberrantes
pode ser atribuido a adulteracdo da dleo vegetal usado como matéria prima. A analise
exploratdria com PCA indicou semelhancas e diferencas entre as classes (origens) devido aos
agrupamentos formados.

Um ndmero maior de amostras em cada classe tornaria estatisticamente viavel a
realizacdo de um estudo de classificacdo, utilizando uma abordagem de aprendizado
supervisionado, criando um modelo para identificacdo da origem em amostras de biodiesel
desconhecidas.

O estudo de predicdo contribuiu para mais uma op¢do analitica na determinacdo da
viscosidade e massa especifica, demonstrando a capacidade do ESI-EM em predizer
simultaneamente essas propriedades. Outras propriedades fisicas e quimicas do biodiesel,
também poderiam ser correlacionadas com as intensidades dos ésteres metilicos
determinadas por essa técnica, utilizando a metodologia semelhante para modelagem.

Em geral, ambos os modelos propostos, RLMM e PLSR, mostraram-se robustos na
estimativa da viscosidade cinematica e massa especifica do biodiesel. O desempenho do
estudo preditivo foi bastante semelhante em termos de RMSE e R? para ambas as técnicas.
Entretanto, enquanto o modelo RLMM levou em conta apenas quatro varidveis regressoras,
devido a fortes redundancias de variaveis correlacionadas, o modelo PLSR continha
informacdo de todos os ésteres, tornando-se um modelo mais versatil, principalmente no
caso de novas amostras de biodiesel com elevadas concentragdes dos ésteres que nado se

encontram entre os quatro do modelo RLMM.
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O estudo de quantificacdo apresentou também um alto potencial da técnica ESI-MS
para quantificacdo das concentracées dos ésteres metilicos em biodiesel, partindo da
aplicagao do conceito de eficiéncia de ionizagdo relativa (EIR), da estimativa das incertezas
das medicGes, até a compara¢do com dois métodos de referéncia CG-EM e CG-DIC.

Como os calculos das concentracgdes estdo correlacionados com os valores de EIR, os
mesmos sé poderdo ser utilizados em célculos futuros se as andlises dos biodieseis forem
realizadas mantendo-se estritamente os valores dos parametros da fonte ESI pois, quaisquer
alteragdes invalidariam os valores obtidos de acordo com a metodologia.

A estimativa das incertezas para o ESI-MS indicou o valor EIR como a maior
contribui¢ao, sendo entdo uma etapa que necessita de melhor atengdo quanto as suas
semicOes para minimizar a incerteza dessa fonte.

O recurso da padronizacdo das concetracdes foi a condicdao adotada para tornar os
resultados compoaraveis, portanto analisando em conjunto os trés métodos (ESI-EM, CG-DIC
e CG-EM), na maioria dos ésteres metilicos evidenciou-se equivaléncia entre eles, verificada
pela proximidade dos valores de concentracdo e pela sobreposicdo dos limites de incerteza.

Os resultados também indicaram uma concordancia estatistica entre os métodos
analiticos na medicdo de todas as amostras de biodiesel utilizadas, portanto, a
espectrometria de massa, com infusdo direta da amostra de biodiesel na fonte de ionizacado
por eletrospray (ESI-EM), confirmou seu potencial para, com apenas uma Unica analise, ser
capaz de diferenciar origens de biodiesel, predizer propriedades fisicas e quantificar ésteres
metilicos.

A metodologia utiliza apenas um volume da ordem de microlitros de biodiesel para
analise e leva menos de um minuto para gerar resultados, dessa forma, apresenta vantagens
guanto a quantidade de amostras utilizadas, comparado com viscosimetros e densimetros,
na determinacdo da viscosidade e massa especifica, e quanto ao tempo de andlise para
guantificacdo dos ésteres, comparado aos métodos por cromatografia a gas. Podendo assim,
tornar-se uma técnica reconhecida por organismos normalizadores, e sua utilizagdo como
metodologia alternativa para alguns parametros de qualidade do biodiesel.

Como proposta futura, algumas consideracoes podem ser adotadas: o uso de um
espectrometro de massa de alta resolucdo melhoram a deteccdo dos ésteres; no estudo de
predicdo, quanto maior o numero de pontos amostrais, mais ajustada fica a regressdo,

portanto podendo ser ampliado com maiores combinac¢des de biodieseis com diferentes
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perfis de ésteres; o método de preparo das amostras utilizado no estudo de quantificacao
pode ser ajustado para apresentar concentracdes na mesma ordem de grandeza, e assim
serem comparados diretamente sem necessidade de padronizacao; um estudo de validacdo
do método ESI-EM para quantificacdo deve ser realizado para avaliar também outros
parametros nao contemplados nessa tese, tais como: seletividade, faixa de trabalho,
linearidade, limite de deteccdo e de quantificacdo, dentre outros; e por fim, deve ser

realizado um estudo de reprodutibilidade.
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ORIGEM  CODIGO  C10:0 c12:0 c14:0 c16:0 c16:1 c18:0 C18:1  CI81:0H  C18:2 c18:3 c20:5 c1:1 c22:1
ALGODAO  Algla  6,68E-04 1,10E-04 2,21E-03 3,51E-02 2,48E-03 0,00E+00 1,156-01 0,00E+00  515E-01  2,36E-03  3,256-04  1,756-03  2,40E-03
ALGODAO  Alglb  6,77€-04 1,11E-04 2,29E-03 3,51E-02  2,51E-03 0,00E+00 1,16E-01 O0,00E+00 512E-01  2,23E-03  3,03E-04  1,67E-03  2,40E-03
ALGODAO  Alglc  6,44E-04  1,03E-04 2,26E-03 3,49E-02 2,42E-03 O0,00E+00 1,14E-01 0,00E+00 517E-01  2,30E-03  2,80E-04  1,66E-03  2,36E-03
ALGODAO  Alg3a  6,47E-04 0,00E+00 592E-04  1,06E-02  4,34E-04 0,00E+00 1,30E-01 O,00E+00 6,47E-01 1,21E-01 0,00E+00 1,47€-04  6,78E-03
ALGODAO  Alg3b  6,12E-04 0,00E+00 6,126-04 1,11E-02  4,45E-04 0,00E+00 1,33E-01 O,00E+00  6,42E-01  1,226-01 0,00E+00  1,44E-04  6,42E-03
ALGODAO  Alg3c  6,39E-04 0,00E+00 6,29E-04 1,16E-02  4,67E-04 0,00E+00 1,34E-01 O0,00E+00 6,39E-01  1,23E-01 0,00E+00 1,18€-04  6,53E-03
ALGODAO  Algda  1,05€-03 0,00E+00 1,20£-03  3,13E-02  1,986-03 0,00E+00 1,13E-01 O0,00E+00 6,90E-01  2,48E-02 0,00E+00 2,87€-04  6,68E-03
ALGODAO  Algab  1,10E-03 0,00E+00 1,21E-03  3,07E-02  1,996-03 0,00E+00 1,12E-01 O0,00E+00 6,91E-01  2,51E-02 0,00E+00 3,24E-04  6,35E-03
ALGODAO  Algdc  1,11E-03 0,00E+00 1,21E-03  3,02E-02 1,786-03 0,00E+00 1,11E-01 O,00E+00  6,86E-01  2,54E-02 0,00E+00 3,75€-04  6,29E-03
ALGODAO  Algsa  4,076-04 0,00E+00 3,91E-03  1,26E-02  4,266-03 0,00E+00 1,41E-01 0,00E+00 531E-01  8,20E-02 0,00E+00 0,00E+00  3,71E-03
ALGODAO  Algsb  4,056-04 0,00E+00 4,36E-03  1,33E-02  4,426-03 0,00E+00 1,39E-01 O0,00E+00  524E-01  8,09E-02 0,00E+00 0,00E+00  3,58E-03
ALGODAO  Algsc  4,12E-04 0,00E+00 4,46E-03  1,36E-02  4,40E-03 0,00E+00 1,39E-01 O0,00E+00 521E-01 807E-02 0,00E+00 0,00E+00  3,62E-03
ANDIROBA  And2a  8,58E-04 0,00E+00 9,856-04 1,92E-02 1,54E-03 O0,00E+00 2,14E-01  0,00E+00 5,82E-01 879E-02 0,00E+00 1,71E-04  5,21E-03
ANDIROBA  And2b  8,686-04 0,00E+00 1,01E-03  1,99€-02  1,596-03 0,00E+00  2,13E-01 O0,00E+00  582E-01  874E-02 0,00E+00 2,01€-04  5,08E-03
ANDIROBA  And2c  8,74E-04  2,30E-05 9,856-04 1,99E-02 1,48E-03 0,00E+00 2,156-01 0,00E+00 5,83E-01  8,74E-02 0,00E+00 1,61€-04  5,03E-03
ANDIROBA  And3a  8,09E-04 0,00E+00 7,44E-04 1,40E-02 1,04E-03 O0,00E+00 1,70E-01 0,00E+00 6,12€-01 1,02E-01  0,00E+00  0,00E+00  2,29E-03
ANDIROBA  And3b  7,89E-04 0,00E+00 7,94E-04  1,51E-02  1,046-03 0,00E+00 1,72E-01 O0,00E+00 6,09E-01  1,026-01  6,40E-05  2,19E-04  2,26E-03
ANDIROBA  And3c  7,226-04 0,00E+00 8,78€-04 1,61E-02 1,16E-03 O0,00E+00 1,77E-01  0,00E+00 598E-01 1,04E-01 0,00E+00  1,63E-04  2,36E-03
ANDIROBA  Andda  3,76E-04 0,00E+00 8,89E-04  1,34E-02  7,16E-04 0,00E+00 1,52E-01 O,00E+00  6,43E-01  1,06E-01 0,00E+00 2,25E-04  4,23E-03
ANDIROBA  Anddb  3,84E-04 0,00E+00 897E-04 1,43E-02 7,46E-04 O0,00E+00 1,56E-01 0,00E+00 6,356-01 1,08E-01  0,00E+00  2,20E-04  4,07E-03
ANDIROBA  Anddc  3,87E-04 0,00E+00 896E-04 1,49E-02 7,54E-04 O0,00E+00 1,586-01 0,00E+00 6,26E-01 1,09E-01  0,00E+00  1,94E-04  3,94E-03
ANDIROBA  And6a  5,74E-04  4,70E-04 1,34E-03  7,73E-02 1,11E-02 0,00E+00 543E-01 0,00E+00 2,52E-01  1,026-02 0,00E+00  2,99E-04  4,16E-03
ANDIROBA  Andéb  5,88£-04  4,97E-04  1,39E-03  7,89E-02 1,12E-02 O0,00E+00 539E-01 0,00E+00  2,556-01 1,03E-02 0,00E+00  3,16E-04  4,20E-03
ANDIROBA  And6c  5,60E-04  4,39E-04 1,36E-03  7,62E-02 1,11E-02 0,00E+00 543E-01 0,00E+00 2,556-01  1,036-02 0,00E+00  2,87E-04  4,31E-03

BABAGU Babla  531E-03 1,78E-01 120E-01 9,91E-02 501E-04 4,43E-02 3,626-01 O000E+00 832E-02  3,056-03 0,00E+00 1,72E-04  1,84E-03

BABAGU Bablb  4,79E-03 159E-01 1,13E-01 9,76E-02 537E-04 4,53E-02 3,76E-01 O00E+00 875E-02  3,39E-03 0,00E+00  1,78E-04  2,05E-03

BABAGU Bablc  3,92£-03 1,27E-01 9,26E-02  8,19E-02  4,22E-04 3,96E-02 3,28E-01 0,00E+00 7,81E-02 3,00E-03 0,00E400 2,22E-04  1,90E-03

BABAGU Bab2a  557E-03 1,69E-01 9,78E-02  819E-02  852E-04 5,14E-02  2,58E-01 O00E+00 857E-02  3,56E-03  3,426-04  1,29E-03  8,39E-04

BABAGU Bab2b  6,836-03 1,91E-01 1,026-01 821E-02 867E-04 5026-02  2,486-01 O000E+00 8,00E-02  3,46E-03  2,38E-04  1,22€-03  7,11E-04

BABAGU Bab2c  727E-03  2,00E-01 1,04E-01 808E-02 860E-04 4,88E-02 2,43E-01 O000E+00 7,79E-02  3,46E-03  2,15E-04 1,26E-03  7,13E-04

BABAGU Bab3a  1,10E-02 2,08E-01 1,58E-01 1,06E-01 0,00E+00 4,71€-02  1,11E-01 O0,00E+00 2,36E-02  2,95E-03 0,00E+00 0,00E+00  1,56E-03

BABAGU Bab3b  1,526-02 2,80E-01 1,92E-01 1,21E-01  3,44E-04 549E-02 1,26E-01 O000E+00 2,68E-02  3,82E-03 0,00E+00  1,76E-04  0,00E+00

BABAGU Bab3c  1,43E-02 2,58E-01 1,86E-01  1,226-01  3,37E-04 57102 1,32E-01 O00E+00 2,85E-02  4,16E-03 0,00E+00 1,70E-04  0,00E+00

BABAGU Babda  4,39E-03 1,33E-01 1,156-01 1,00E-01 3,37E-04 5,16E-02 3,156-01 O0,00E+00 1,04E-01 9,03E-03 0,00E+00 0,00E+00  3,66E-03

BABAGU Bab4b  562E-03 1,72E-01 1,35E-01 1,06E-01 4,65E-04 501E-02 2,97E-01 O000E+00 9,21E-02  7,256-03 0,00E+00  2,88E-04  2,78E-03

BABAGU Babdc  659E-03 1,95E-01 1,43E-01 1,07E-01 4,32€-04 4,84E-02 2,85E-01 0,00E+00 857E-02  6,78E-03 0,00E400 2,06E-04  2,45E-03

BABAGU BabSa  6,39E-03 160E-01 1,19E-01 9,51E-02 6,46E-04 4,76E-02  2,756-01 O00E+00 1,09E-01  868E-03 0,00E+00 3,47E-04  3,06E-03

BABAGU BabSb  840E-03 2,03E-01 1,34E-01 9,58E-02 574E-04 4,526-02 2,53E-01 O00E+00 9,72E-02  7,51E-03 0,00E+00 2,61E-04  2,58E-03

BABAGU Babsc  811E-03 1,99E-01  1,326-01  9,63E-02 592E-04 4,56E-02 2,56E-01 0,00E+00 9,85E-02  7,66E-03 0,00E+00 2,46E-04  2,51E-03

BABAGU Bab6a  9,31E-03 2,25E-01 1,29E-01 861E-02 596E-04 4,136-02 3,026-01 O00E+00 6,37E-02  3,66E-03 0,00E+00 2,59E-04  2,72E-03

BABAGU Bab6b  1,06E-02 2,42E-01 1,32E-01 846E-02 534E-04 3,986-02  2,90E-01 O000E+00 599E-02  3,44E-03 0,00E+00 2,38E-04  2,58E-03

BABAGU Bab6c  1,14E-02 2,49E-01  1,34E-01  839E-02 596E-04 3,89E-02 2,84E-01 0,00E+00 598E-02  3,28E-03 0,00E+00 2,10E-04  2,43E-03

coco Cocla  1,23E-02 2,65E-01 2,04E-01 1,26E-01 513E-04 5176-02  1,83E-01 O000E+00 578E-02  2,14E-03  0,00E+00  1,00E-04  1,76E-03
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coco Coclb  1,336-02  2,79E-01 2,09E-01 1024E-01 502E-04 4,90E-02 1,76E-01 O0,00E+00 544E-02  2,00E-03 0,00E+00  9,90E-05  1,63E-03
coco Coclc  1,38E-02 2,86E-01 2,10E-01  1,23E-01  4,956-04  4,84E-02  1,73E-01 O,00E+00 533E-02 1,96E-03 0,00E+00 8,60E-05  1,51E-03
coco Coc2a  3,156-03  2,11E-01 1,98E-01 1,14E-01 500E-04  4,60E-02  1,54E-01 0,00E+00  2,16E-02  7,56E-04  3,96E-04  5,82E-04  1,64E-04
coco Coc2b  3,16E-03  2,21E-01 2,02E-01 1,13E-01  520E-04 4,48E-02 1,51E-01 O0,00E+00 2,10E-02  834E-04  3,24E-04 5,62E-04  1,85E-04
coco Coc2c  3,186-03  2,14E-01 2,00E-01 1,13E-01  547E-04 4,60E-02  1,54E-01 O,00E+00 2,14E-02  7,80E-04  3,686-04 5,47E-04  1,70E-04
coco Coc3a  9,626-03  2,07E-01 1,60E-01 9,47E-02 3,62E-04 4,87E-02 1,30E-01 O0,00E+00 2,86E-02 543E-03  4,95E-04  1,286-03  9,26E-04
coco Coc3b  1,196-02  2,43E-01 1,70E-01 9,31E-02  3,41E-04 4,526-02 1,236-01 0,00E+00 2,60E-02  4,60E-03  3,86E-04  1,16E-03  7,83E-04
coco Coc3c  1,33E-02 2,56E-01 1,72E-01  9,26E-02  3,59E-04  4,426-02  1,19E-01 O00E+00  2,46E-02  4,60E-03  3,356-04 1,13E-03  7,39E-04
coco Cocda  6,026-03  1,67E-01 1,12E-01  9,30E-02  4,44E-04  4,19E-02 3,426-01 O,00E+00 8,05E-02 4,11E-03 0,00E+00 1,71E-04  2,93E-03
coco Cocdb  7,11E-03  1,726-01 1,11E-01 834E-02 3,156-03  3,88E-02  3,136-01 0,00E+00 8,17E-02 2,76E-03  2,86E-04  4,04E-04  2,67E-03
coco Cocdc  7,15€-03  2,06E-01 1,25E-01 9,47E-02  4,78E-04  3,94E-02  3,19E-01 O,00E+00  7,19E-02  3,51E-03 0,00E+00 1,51E-04  2,37E-03
coco Cocsa  1,196-02  2,14E-01  1,33E-01  1,00£-01  1,83E-03  540E-02  2,936-01 0,00E+00 6,14E-02 1,28E-03  0,00E+00 0,00E+00  7,78E-04
coco CocSb  1,456-02  2,38E-01  1,37E-01 993E-02 1,71E-03 509E-02  2,74E-01 O0,00E+00 563E-02 1,51E-03 0,00E+00 1,056-04  6,51E-04
coco Cocsc  1,556-02  2,49E-01 1,39E-01  9,78E-02  1,73E-03  4,956-02  2,67€-01 0,00E+00  550E-02  1,56E-03 0,00E+00 1,02E-04  6,16E-04
coco Coc6a  1,156-02  2,156-01 1,33E-01  1,02E-01  1,84E-03 556E-02 3,056-01 O0,00E+00 6,54E-02 1,39E-03  0,00E+00  7,30E-05  1,47E-03
coco Coc6b  1,426-02  2,40E-01 1,38E-01 995E-02 1,83E-03 516E-02 2,84E-01 O0,00E+00 590E-02 1,54E-03 0,00E+00 0,00E+00  1,27E-03
coco Coc6c  1,51€-02  2,46E-01 1,38E-01  9,84E-02  1,79E-03  5,09E-02  2,81€-01 O,00E+00  579E-02  1,53E-03 0,00E+00 6,20E-05  1,17E-03
coco Coc7a  7,79E-03  4,51E-03 1,20E-02 2,28E-02 9,98E-04  2,88E-03  1,96E-01 0,00E+00  1,53E-01 1,25E-02 0,00E+00  0,00E+00  3,96E-02
coco Coc7b  801E-03  4,14E-03  1,14E-02 2,19E-02 1,126-03  2,96E-03  1,96E-01 0,00E+00  1,556-01 1,25E-02 0,00E+00 0,00E+00  4,04E-02
coco Coc7c  7,92E-03 456E-03 121E-02 2,336-02  1,156-03  3,06E-03 2,00E-01 O000E+00  1,54E-01  1,256-02 0,00E+00 1,87E-04  4,00E-02
CANOLA Canla  1,196-03 0,00E+00 4,39E-03  4,90E-03  2,57E-03  0,00E+00  4,36E-01  0,00E+00  2,06E-01 1,06E-01  0,00E+00  1,30E-03  2,38E-03
CANOLA  Canlb  1,236-03 0,00E+00 3,97E-03  4,80E-03  2,55E-03 0,00E+00 4,356-01 0,00E+00  2,06E-01 1,07E-01  0,00E+00  1,36E-03  2,44E-03
CANOLA Canlc  1,24E-03 0,00E+00 3,71E-03 4,54E-03 2,47E-03 O000E+00 4,34E-01 0,00E+00 2,056-01 1,06E-01  0,00E+00  1,39E-03  2,52E-03
CANOLA Can2a  504E-04 0,00E+00 3,24E-03  459E-03  1,74E-03 O0,00E+00 3,986-01 O0,00E+00 3,28E-01 1,69E-01  0,00E+00  1,74E-04  3,19E-03
CANOLA  Can2b  501E-04 0,00E+00 3,09E-03 4,51E-03 1,73E-03 0,00E+00 3,986-01 0,00E+00 3,29-01 1,69E-01  0,00E+00  1,78E-04  2,96E-03
CANOLA Can2c  5526-04 0,00E+00 2,92E-03 4,37E-03 1,70E-03 0,00E+00 3,996-01 O0,00E+00 3,28E-01 1,68E-01  0,00E+00  1,60E-04  2,91E-03
CANOLA Can3a  7,296-04 0,00E+00 9,77E-04  622E-03  122E-03 O,00E+00 3,326-01 O,00E+00 4,34E-01 1,33E-01  0,00E+00  2,69E-04  3,92E-03
CANOLA  Can3b  7,07E-04 0,00E400 1,01E-03  655E-03 1,33E-03 0,00E+00 3,34E-01 0,00E+00 4,14E-01 1,34E-01  0,00E+00  1,70E-04  3,74E-03
CANOLA Can3c  7,826-04 0,00E+00 1,13E-03 693E-03 1,38E-03 O0,00E+00 3,34E-01 O0,00E+00 4,26E-01 1,34E-01 0,00E+00  1,45-04  3,77E-03
CANOLA Canda  1,436-03 0,00E+00 6,11E-03 7,12E-03  2,04E-03 O0,00E+00 3,756-01 0,00E+00 2,81€-01 1,72E-01  0,00E+00  4,73E-04  3,49E-03
CANOLA  Candb  1,456-03 0,006+00 6,37E-03  7,526-03  2,03E-03  0,00E+00 3,90E-01 O0,00E+00 2,77€-01 1,67E-01  0,00E+00  3,686-04  3,06E-03
CANOLA Candc  1,48E-03 0,00E+00 6,43E-03  7,63E-03  2,02E-03 0,00E+00 3,88E-01 0,00E+00  2,76E-01 1,67E-01  0,00E+00  3,69E-04  3,08E-03
CANOLA Can5a  3,24E-03  4,10E-04 7,43E-03 629E-03 2,48E-03 O000E+00 3,80E-01 0,00E+00 2,51€-01 1,27E-01  0,00E+00  1,46E-03  2,32E-03
CANOLA  CanSb  3,376-03 472604 757603 6,10E-03 2,43E-03 0,00E+00 3,836-01 O0,00E+00 2,53E-01 1,27E-01  0,00E+00  1,456-03  2,15E-03
CANOLA Cansc  3,41E-03  4,64E-04 807E-03 628E-03 2,554E-03 0,00E+00 3,86E-01 0,00E+00 2,54E-01 1,27E-01  0,00E+00  1,34E-03  2,06E-03
CANOLA Can6a  6,90E-04 0,00E+00 1,14E-03  3,73E-03  1,88E-03 0,00E+00 4,46E-01 O0,00E+00 3,05E-01 1,48E-01 0,00E+00  1,80E-04  4,38E-03
CANOLA  Can6b  7,24E-04 0,00E400 1,16E-03  3,60E-03  1,79E-03  0,00E+00 4,47E-01 0,00E+00 3,03E-01 1,48E-01  0,00E+00  2,01E-04  4,51E-03
CANOLA Can6c  7,456-04 0,00E+00 1,07E-03 3,45E-03 1,756-03 0,00E+00 4,50E-01 0,00E+00 3,01€-01 1,47E-01  0,00E+00  2,29E-04  4,67E-03
CANOLA Can7a  524E-04 0,00E+00 8,67E-04 4,12E-03 141E-03 O000E+00 3,626-01 O,00E+00 3,28E-01 1,42E-01  1,31E-04 9,88E-04  7,13E-03
CANOLA  Can7b  507E-04 0,00E400 9,43E-04  4,59E-03  1,49E-03 0,00E+00 3,656-01 O0,00E+00 3,286-01 1,41E-01  1,16E-04 9,58E-04  6,82E-03
CANOLA Can7c  549E-04 0,00E+00 8,82E-04 4,36E-03 125E-03 O000E+00 3,63E-01 O0,00E+00 3,29E-01 1,41E-01  1,60E-04 9,27E-04  7,16E-03
CANOLA Can8a  1,126-03 0,00E+00 1,25€-03  7,71E-03  1,78E-03  0,00E+00 3,196-01 O0,00E+00 3,756-01 1,28E-01  9,00E-05  7,85E-04  4,79E-03
CANOLA  Can8b  1,136-03 0,006+00 1,33E-03  9,16E-03  1,90E-03  0,00E+00  3,24E-01  0,00E+00 3,70E-01 1,25E-01  0,00E+00  7,76E-04  4,63E-03
CANOLA Can8c  1,16E-03 0,00E+00 1,47E-03  1,02E-02 1,99E-03 O000E+00 3,27E-01 O,00E+00 3,66E-01 1,23E-01 0,00E+00  7,27E-04  4,58E-03
DENDE Den2a  1,22E-03 524E-04 6,486-03 1,03E-01 3,06E-03 0,00E+00 4,49E-01  0,00E+00  2,67E-01  192E-02 590E-05  4,42E-04  9,98E-04
DENDE Den2b  1,286-03 580E-04 6,656-03 1,09E-01 3,18€-03 0,00E+00 4,35E-01  0,00E+00  2,71E-01  1,95E-02 3,50E-05  4,25E-04  1,20E-03
DENDE Den2c  1,376-03 6,33E-04 698E-03 1,14E-01 3,38E-03 O0,00E+00 4,256-01 O0,00E+00  2,77E-01 1,96E-02 0,00E+00  4,51E-04  1,23E-03
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DENDE Den3a  9,60E-04 2,73E-04 538E-03 1,056-01 2,65E-03 0,00E+00 4,85E-01  0,00E+00 2,59E-01 1,87E-02  0,00E+00  1,93E-04  2,09E-03
DENDE Den3b  1,01E-03  2,89E-04 582E-03 1,06E-01 2,686-03 0,00E+00 4,83E-01 0,00E+00 2,57E-01 1,77E-02 0,00E400 1,53E-04  2,04E-03
DENDE Den3c  9,786-04 352E-04 6,06E-03 1,08E-01 2,71E-03 0,00E+00 4,81E-01 O0,00E+00 2,55E-01  1,78E-02  0,00E+00  1,65€-04  2,02E-03
DENDE Denda  1,71E-03  2,76E-04 3,34E-03 1,37E-01 1,82E-03 O0,00E+00 543E-01 0,00E+00 1,88E-01 820E-03 0,00E+00  2,10E-04  2,71E-03
DENDE Dendb  1,66E-03 4,14E-04 3,66E-03 1,44E-01 1,94E-03 0,00E+00 535E-01 0,00E+00 1,826-01  7,98E-03 0,00E+00 2,08E-04  2,47E-03
DENDE Dendc  1,64E-03 4,34E-04 3,72E-03  146E-01 1,99E-03 0,00E+00 533E-01 O00E+00 1,81E-01  7,89E-03 0,00E+00 2,09E-04  2,44E-03
DENDE Den5a  7,40E-04  850E-05 1,89E-03  7,16E-02 2,26E-03 0,00E+00 5094E-01 0,00E+00 2,39E-01 1,10E-02 0,00E+00 0,00E+00  3,52E-03
DENDE Densb  7,26E-04  7,50E-05  1,82E-03  7,056-02  2,24E-03 0,00E+00 599E-01  0,00E+00  2,36E-01  1,08E-02 0,00E+00 O0,00E+00  3,48E-03
DENDE Densc  6,44E-04 950E-05 197E-03  7,61E-02 2,51E-03 0,00E+00 593E-01 O00E+00 2,42E-01  1,11E-02  0,00E+00 0,00E+00  3,27E-03
DENDE Den6a  7,76E-04  9,00E-05 1,90E-03  7,14E-02 2,39E-03 0,00E+00 539E-01  0,00E+00 2,78E-01 1,25E-02  0,00E+00  0,00E+00  2,70E-03
DENDE Den6b  866E-04 1,239E-04 1,89E-03 7,53E-02 2,59E-03 0,00E+00 521E-01 0,00E+00 2,91E-01 1,27E-02 O0,00E+00 O0,00E+00  2,66E-03
DENDE Den6c  878E-04 1,76E-04 2,08E-03  7,94E-02  2,63E-03 0,00E+00 5056-01 O0,00E+00 2,97E-01  1,31E-02 0,00E+00 1,82€-04  2,56E-03
DENDE Den7a  3,06E-03 7,30E-04 691E-03 1,03E-01 1,80E-03 O000E+00 4,87E-01  0,00E+00 2,02E-01 9,52E-03 0,00E+00  4,89E-04  4,47E-03
DENDE Den7b  3,01E-03 5096E-04 6,69E-03 9,66E-02 1,77€-03 0,00E+00 4,94E-01 0,00E+00 2,06E-01 9,65E-03 0,00E+00 4,64E-04  4,49E-03
DENDE Den7c  3,01E-03 6,17E-04 656E-03 9,30E-02 1,776-03 0,00E+00  4,956-01 O0,00E+00 2,09E-01  9,82E-03 0,00E+00  4,59E-04  4,47E-03
DENDE Deng8a  1,35E-03  7,28E-04  4,60E-03  1,256-01 2,65E-03 0,00E+00  4,60E-01  0,00E+00  2,43E-01 1,32E-02 0,00E+00  6,67E-04  3,01E-03
DENDE Den8b  1,326-03  7,35E-04  4,64E-03 1,256-01 2,60E-03 0,00E+00 4,60E-01 0,00E+00  2,40E-01 1,37E-02 0,00E400 6,37E-04  2,92E-03
DENDE Den8c  1,256-03 651E-04 4,46E-03 1,23E-01 2,59E-03 0,00E+00 4,61E-01 O00E+00  2,48E-01  1,296-02 0,00E+00  6,48E-04  3,10E-03
GERGELIM  Ger2a  1,71E-03 0,00E+00  2,16E-03  1,44E-02  6,37E-04 0,00E+00  1,74E-01  0,00E+00  583E-01  8,35E-02 0,00E+00  1,81E-04  5,19E-03
GERGELIM  Ger2b  1,776-03  0,006+00  2,40E-03  1,54E-02 6,30E-04 0,00E+00 1,81E-01 0,00E+00 5,656-01 8,63E-02 0,00E+00 2,41E-04  5,22E-03
GERGELIM  Ger2c  1,84E-03  1,20E-04 2,58£-03 1,64E-02 6,73E-04 0,00E+00 1,83E-01 0,00E+00 5,54E-01 850E-02 0,00E+00  2,44E-04  4,86E-03
GERGELIM  Ger3a  6,29E-04 6,40E-05 1,01E-03  9,76E-03  6,99E-04 0,00E+00 2,55E-01  0,00E+00  6,296-01  2,83E-02 0,00E+00  7,60E-05  6,06E-03
GERGELIM  Ger3b  6,74E-04  7,30E-05 1,056-03 1,00E-02 7,25E-04 0,00E+00 2,56E-01 0,00E+00 6,29E-01  2,84E-02  0,00E+00  9,40E-05  5,90E-03
GERGELIM  Ger3c  2,55(-03  2,08(-04  9,12E-04  1,056-02 1,97E-03 0,00E+00 2,38E-01  0,00E+00  595E-01 3,27E-02 0,00E+00  1,74E-03  5,90E-03
GERGELIM  Gerda  1,256-03 0,00E+00 1,62E-03 1,08E-02 9,94E-04 0,00E+00 1,94E-01  0,00E+00 590E-01 9,49E-02 0,00E+00  1,41E-04  5,00E-03
GERGELIM  Gerdb  1,26E-03 0,00E+00 1,83€-03  1,14E-02 1,07E-03 0,00E+00 1,96E-01  0,00E+00 5,87E-01 9,56E-02 0,00E+00  1,16E-04  5,06E-03
GERGELIM  Gerdc  1,376-03 0,006+00 1,91E-03 1,19E-02 1,086-03 0,00E+00 1,97E-01  0,00E+00  5,83E-01 9,59E-02  0,00E+00  1,55E-04  4,91E-03
GERGELIM  GerSa  9,25E-04 0,00E+00 9,30E-04 9,45E-03  7,16E-04 0,00E+00  2,50E-01  0,00E+00 6,41E-01  825E-03  0,00E+00 0,00E+00  7,31E-03
GERGELIM  GerSb  8,70E-04 0,00E+00 9,20E-04 9,84E-03  7,82E-04 0,00E+00  2,51E-01  0,00E+00 6,39E-01 841E-03 0,00E+00  3,296-04  6,69E-03
GERGELIM  GerSc  9,10E-04 0,00E+00 9,94E-04 1,06E-02 8716E-04 O0,00E+00 2,50E-01 0,00E+00 6,38E-01  8,26E-03 0,00E+00 2,11E-04  6,08E-03
GERGELIM  Geréa  9,90E-04 0,00E+00 9,056-04 1,03E-02 3,85E-04 0,00E+00 1,54E-01  0,00E+00  6,18E-01 9,70E-02  0,00E+00  3,80E-04  4,69E-03
GERGELIM  Ger6b  1,04E-03 0,006+00 9,41E-04 1,06E-02 3,44E-04 O0,00E+00 1,54E-01 0,00E+00 6,19E-01 9,71E-02 0,00E+00  3,84E-04  4,59E-03
GERGELIM  Ger6c  9,56E-04 0,00E+00 1,01€-03  1,14E-02  3,74E-04 0,00E+00 1,55E-01 0,00E+00 6,17€-01 9,62E-02  0,00E+00  3,69E-04  4,35E-03
GIRASSOL  Girla  552E-03  3,26E-03 4,61E-03 4,20E-03 0,00E+00 O0,00E+00 1,76E-01  0,00E+00 4,99-01 1,14E-02  0,00E+00  0,00E+00  7,27E-03
GIRASSOL  Girlb  550E-03  3,13E-03  4,55E-03  4,41E-03  1,12€-04 0,00E+00 1,78E-01  0,00E+00  4,96E-01  1,13E-02  0,00E+00 0,00E+00  7,39E-03
GIRASSOL  Girlc  552E-03  2,97E-03  4,76E-03  4,28E-03 0,00E+00 0,00E+00 1,78E-01  0,00E+00 4,986-01 1,13E-02 0,00E+00  0,00E+00  7,30E-03
GIRASSOL  Gir2a  1,66E-03 0,00E+00  1,66E-03 3,29E-03 6,36E-04 0,00E+00 2,34E-01 0,00E+00 6,36E-01  6,89E-03  0,00E+00  7,10E-05  6,59E-03
GIRASSOL  Gir2b  1,75E-03 0,00E+00  1,656-03  3,36E-03 590E-04 0,00E+00 2,35E-01 0,00E+00 6,37E-01  6,72E-03  0,00E+00  7,50E-05  6,43E-03
GIRASSOL  Gir2c  1,81E-03 0,00E+00 1,72E-03 3,17E-03  6,24E-04 0,00E+00 2,36E-01  0,00E+00 6,36E-01  7,04E-03  0,00E+00  7,20E-05  6,36E-03
GIRASSOL  Gir3a  7,94E-04 0,00E+00 1,84E-03 3,61E-03 4,79E-04 0,00E+00 2,11E-01  0,00E+00 6,71E-01 2,61E-02 0,00E+00  7,60E-05  3,86E-03
GIRASSOL  Gir3b  7,41E-04 0,00E+00 2,06E-03 3,81E-03 503E-04 O0,00£+00 2,11E-01 0,00E+00 6,69E-01 2,61E-02 0,00E+00  8,60E-05  4,03E-03
GIRASSOL  Gir3c  7,40E-04 0,00E+00  2,10E-03 3,91E-03 4,67E-04 O0,00E+00 2,126-01 0,00E+00 6,70E-01 2,57E-02  0,00E+00 0,00E+00  4,12E-03
GIRASSOL  Girda  525E-04 0,00E+00 1,276-03 1,19E-02 4,61E-04 O0,00E+00 1,386-01 0,00E+00 6,476-01 1,13E-01 0,00E+00  1,54E-04  4,15E-03
GIRASSOL  Girdb  6,24E-04 0,00E+00  1,14E-03  1,15€-02 511E-04 O0,00E+00 1,386-01 0,00E+00 6,49E-01 1,13E-01  0,00E+00  1,37E-04  4,10E-03
GIRASSOL  Girdc  555E-04 0,00E+00 1,11E-03  1,156-02 4,77E-04 0,00E+00 1,39E-01  0,00E+00 6,50E-01 1,13E-01  0,00E+00  1,58£-04  4,08E-03
GIRASSOL  Girsa  6,89E-04 0,00E+00 6,27E-04 9,76E-03  4,11E-04 0,00E+00 1,44E-01 0,00E+00 6,486-01 1,12E-01  0,00E+00  2,77E-04  6,68E-03
GIRASSOL  Girsb  6,55E-04 0,00E+00 6,94E-04  1,04E-02 4,49E-04 0,00E+00 1,49E-01  0,00E+00 6,40E-01 1,14E-01 0,00E+00  2,11E-04  6,06E-03
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GIRASSOL Gir5c 7,06E-04  0,00E+00  7,25E-04  1,09-02  4,71E-04 0,00E+00  1,49E-01  0,00E+00  6,42E-01  1,12E-01  0,00E+00  1,48E-04  5,64E-03
GIRASSOL Gir6a 9,24E-04  0,00E+00 1,07E-03  5,32E-03  4,24E-04  0,00E+00  2,36E-01  0,00E+00  6,50E-01  1,96E-02  0,00E+00  1,43E-04  3,62E-03
GIRASSOL Giréb 8,37E-04  0,00E+00 1,33E-03  6,07E-03  4,83E-04  0,00E+00  2,49E-01  0,00E+00  6,27E-01  2,01E-02 0,00E+00  1,16E-04  4,03E-03
GIRASSOL Giréc 8,80E-04  0,00E+00  1,28E-03  6,24E-03  4,31E-04 0,00E+00  2,49E-01  O,00E+00  6,24E-01  2,02E-02  0,00E+00  1,33E-04  3,90E-03
MAMONA Mamla 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00  0,00E+00  0,00E+00  1,00E-06  0,00E+00  3,64E-04 1,00E-06  0,00E+00  1,00E-06  1,00E-06  0,00E+00
MAMONA  Mamlb  0,00E+00 0,00E+00  0,00E+00  0,00E+00  0,00E+00  1,00E-06  0,00E+00  3,65E-04 1,00E-06  0,00E+00  1,00E-06  1,00E-06  0,00E+00
MAMONA Mamlc  0,00E+00 0,00E+00  0,00E+00  0,00E+00  0,00E+00  1,00E-06  0,00E+00  3,57E-04 1,00E-06  0,00E+00  1,00E-06  1,00E-06  0,00E+00
MAMONA Mam2a  0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00  0,00E+00  2,00E-06  2,00E-06  4,03E-04  4,00E-06 ~ 1,00E-06  1,00E-06  3,00E-06  0,00E+00
MAMONA  Mam2b  0,00E+00  0,00E+00  0,00E+00  0,00E+00 0,00E+00  2,00E-06  1,00E-06  4,07E-04  4,00E-06  1,00E-06  1,00E-06  3,00E-06  0,00E+00
MAMONA Mam2c  0,00E+00  0,00E+00 0,00E+00  0,00E+00  O0,00E+00  2,00E-06  1,00E-06  3,98E-04  4,00E-06  1,00E-06  1,00E-06  3,00E-06  0,00E+00
MAMONA  Mam3a  9,51E-04 0,00E+00 0,00E+00  3,23E-04 0,00E+00  6,48E-03  4,06E-03 8,39E-01 1,08e-02  2,70E-03  0,00E+00  5,87E-04  0,00E+00
MAMONA Mam3b  1,12E-03  3,20E-05 0,00E+00  4,51E-04  0,00E+00  6,65E-03  5,12E-03 8,38E-01 1,24E-02  3,01E-03  0,00E+00  6,23E-04  0,00E+00
MAMONA Mam3c 1,13e-03  3,30E-05 O0,00E+00 6,31E-04 0,00E+00  6,86E-03  5,96E-03 8,35E-01 1,34E-02  2,99E-03  0,00E+00  6,12E-04  0,00E+00
MILHO Milla 4,04E-03  1,79E-04  2,74E-03  1,32E-02  8,02E-04 0,00E+00 1,47E-01  O,00E+00  5,35E-01  1,59E-02  9,20E-05  7,52E-04  2,66E-03
MILHO Millb 4,02E-03  1,84E-04  2,78E-03  1,32E-02  7,96E-04 0,00E+00 1,48E-01  0,00E+00  5,32E-01  1,59E-02  1,56E-04  7,30E-04  2,66E-03
MILHO Millc 4,05e-03  1,78E-04  2,84E-03  1,32E-02  7,89E-04 0,00E+00  1,48E-01  O,00E+00  5,30E-01  1,62E-02  8,20E-05  6,99E-04  2,62E-03
MILHO Mil2a 5,86E-04 0,00E+00  1,48E-03  1,16E-02  7,32E-04 0,00E+00  1,93E-01 0,00E+00  6,93E-01  2,41E-02 0,00E+00  1,21E-04  3,33E-03
MILHO Mil2b 597E-04 0,00E+00  1,53E-03  1,24E-02  7,42E-04 0,00E+00  1,93E-01 0,00E+00  6,92E-01  2,41E-02 0,00E+00 9,80E-05  3,23E-03
MILHO Mil2c 5,58E-04  0,00E+00  1,54E-03  1,24E-02  7,29E-04 0,00E+00  1,93E-01  0,00E+00  6,90E-01  2,43E-02  0,00E+00  7,30E-05  3,28E-03
MILHO Mil3a 5,05E-04 0,00E+00  1,87E-03  1,29E-02  8,21E-04 0,00E+00  2,15E-01  0,00E+00  6,71E-01  2,07E-02  0,00E+00  1,08E-04  3,85E-03
MILHO Mil3b 6,53E-04 0,00E+00  1,77E-03  1,29€-02  8,25E-04  0,00E+00  2,15E-01  0,00E+00  6,72E-01  2,05E-02  0,00E+00  1,03E-04  3,83E-03
MILHO Mil3c 5,80E-04 0,00E+00  1,78E-03  1,27E-02  8,30E-04 0,00E+00 2,17E-01  0,00E+00  6,70E-01  2,02E-02  0,00E+00  1,16E-04  3,81E-03
MILHO Milda 2,11E-03  2,16E-04  2,21E-03  1,01E-02  3,50E-04 0,00E+00  1,23E-01  0,00E+00  6,14E-01  1,10E-01  O,00E+00  1,64E-04  5,05E-03
MILHO Mildb 2,16E-03  1,43E-04  2,29-03  1,08E-02  3,18E-04 0,00E+00  1,24E-01  0,00E+00  6,12E-01  1,08E-01  0,00E+00  1,43E-04  4,56E-03
MILHO Mildc 2,08e-03  1,82E-04  2,27E-03  1,15E-02  3,16E-04 0,00E+00  1,25E-01  0,00E+00  6,11E-01  1,07E-01  0,00E+00  1,58E-04  4,45E-03
MILHO Milsa 4,71E-04  0,00E+00  9,15E-04  1,21E-02  6,96E-04 0,00E+00  2,00E-01  O,00E+00  6,74E-01  4,51E-02  0,00E+00  2,32E-04  4,63E-03
MILHO Mil5b 4,25E-04  0,00E+00  1,02E-03  1,32E-02  7,45E-04 0,00E+00  2,02E-01  0,00E+00  6,71E-01  4,57E-02  0,00E+00  1,49E-04  4,25E-03
MILHO Milsc 4,26E-04  0,00E+00  1,01E-03  1,33E-02  7,41E-04 0,00E+00  2,02E-01  O,00E+00  6,68E-01  4,53E-02  0,00E+00  1,47E-04  4,28E-03
MILHO Mil6a 6,87E-04  0,00E+00  9,69E-04  1,18E-02  7,85E-04 0,00E+00  2,05E-01  0,00E+00  6,81E-01  2,38E-02  0,00E+00  1,69E-04  3,61E-03
MILHO Miléb 7,75E-04  0,00E+00  9,96E-04  1,25E-02  7,53E-04 0,00E+00  2,07E-01  0,00E+00  6,74E-01  2,37E-02  0,00E+00  1,34E-04  3,50E-03
MILHO Miléc 7,39E-04 0,00E+00  1,08E-03  1,32E-02  7,61E-04 0,00E+00  2,10E-01  O0,00E+00  6,64E-01  2,39E-02  0,00E+00  1,17E-04  3,57E-03
MILHO Mil7a 6,05E-04  0,00E+00  6,46E-04  1,79E-02  8,76E-04 0,00E+00  1,86E-01  0,00E+00 6,97E-01  1,98E-02 0,00E+00  1,86E-04  3,74E-03
MILHO Mil7b 5,36E-04 0,00E+00  5,12E-04  1,57E-02  8,59E-04 0,00E+00  1,88E-01  0,00E+00  6,99E-01  2,02E-02  0,00E+00  1,48E-04  3,89E-03
MILHO Mil7c 594E-04 0,00E+00  6,27E-04  1,46E-02  8,23E-04 0,00E+00  1,87E-01  0,00E+00  7,03E-01  2,06E-02  0,00E+00  1,56E-04  3,63E-03
PALMISTE Patla 2,80E-03  1,59E-01  1,12E-01  1,02E-01  5,80E-04  3,85E-02  3,76E-01  0,00E+00  8,17E-02  1,44E-03  0,00E+00  3,21E-04  0,00E+00
PALMISTE Patlb 3,50E-03  1,87E-01  1,22E-01  1,05e-01  5,79E-04  3,74E-02  3,42E-01 0,00E+00  7,69E-02  1,57E-03  0,00E+00  2,79E-04  0,00E+00
PALMISTE Patlc 4,07e-03  2,09E-01  1,28E-01  1,06E-01  5,84E-04  3,66E-02  3,15E-01  O,00E+00  7,44E-02  1,70E-03  0,00E+00  2,57E-04  9,79E-04
PALMISTE Pat2a 6,07E-03  1,54E-01  1,15E-01 1,07E-01  5,95E-04  3,62E-02  2,47E-01 0,00E+00  5,95E-03  1,23E-03  1,15E-04  4,17E-04  6,92E-04
PALMISTE Pat2b 6,04E-03  1,77E-01  1,23e-01  1,09e-01  545E-04  3,55E-02  2,43E-01  0,00E+00  5,50E-03  1,52E-03  0,00E+00  3,72E-04  5,94E-04
PALMISTE Pat2c 6,39E-03  1,87E-01  1,26E-01  1,08E-01  5,62E-04  3,43E-02  2,35E-01  0,00E+00  5,25E-03  1,63E-03  8,00E-05  3,29E-04  5,71E-04
PALMISTE Pat3a 7,19e-03  1,87e-01  1,23e-01  9,86E-02  4,76E-04  4,39E-02  3,20E-01  0,00E+00  7,54E-02  3,52E-03  0,00E+00  2,29E-04  2,32E-03
PALMISTE Pat3b 6,69E-03  1,62E-01  1,14E-01  9,66E-02  4,61E-04  4,48E-02  3,40E-01 0,00E+00  8,04E-02  3,64E-03  0,00E+00  2,67E-04  2,40E-03
PALMISTE Pat3c 7,40E-03  1,93E-01  1,26E-01  1,01E-01  4,84E-04  4,42E-02  3,10E-01 O0,00E+00  7,56E-02  3,55E-03  0,00E+00  2,09E-04  2,23E-03
PALMISTE Pat4a 3,52E-03  7,42E-02  4,96E-02  6,43E-02  532E-04 3,60E-02  3,06E-01 0,00E+00  2,94E-01  3,51E-02 0,00E+00  3,23E-04  4,69E-03
PALMISTE Pat4db 3,80E-03  9,94E-02 5,98E-02  7,00E-02 5,07E-04 3,61E-02  3,00E-01 0,00E+00  2,77E-01  3,18E-02  0,00E+00  2,49E-04  3,84E-03
PALMISTE Pat4c 4,34E-03  1,136-01  6,38E-02  7,20E-02  5,42E-04  3,58E-02  2,96E-01  0,00E+00  2,67E-01  3,05E-02  0,00E+00  2,18E-04  3,50E-03
PALMISTE Pat5a 4,85e-03  1,70E-01  1,01E-01  8,85E-02  7,41E-04 0,00E+00  3,71E-01  O,00E+00  9,90E-02  4,66E-03  0,00E+00  1,83E-04  7,19E-03
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PALMISTE  Pat5b  536E-03 1,84E-01 1,04E-01 8,80E-02 7,226-04 0,00E+00  3,63E-01 O0,00E+00 9,52E-02  4,33E-03 0,00E+00 1,356-04  6,94E-03
PALMISTE ~ Pat5c  6,47E-03  2,05-01 1,09E-01  879E-02  7,17E-04 0,00E+00 3,47E-01 O,00E+00 894E-02  3,97E-03 0,00E+00 7,00E-05  6,39E-03
SOJA Sojla  829E-04 O0,00E+00  2,43E-03  1,15€-02 4,41E-04 O000E+00 1,55E-01  0,00E+00  6,21E-01 9,36E-02 O,00E+00  2,19E-04  3,79E-03
SOJA Sojlb  1,01E-03 0,00E+00  2,326-03  1,20E-02  4,74E-04 0,00E+00 1,556E-01 0,00E+00  6,23E-01 9,47E-02 0,00E+00 1,74E-04  3,95E-03
SOJA Sojlc  1,10E-03 0,00E+00 2,06E-03  1,22E-02  4,43E-04 O0,00E+00 1,53E-01 O0,00E+00 6,16E-01  9,31E-02  0,00E+00  1,87E-04  3,79E-03
SOJA Soj2a  3,19E-04 0,00E+00 1,52E-03  1,04E-02 4,00E-04 O0,00E+00 1,09E-01 0,00E+00  6,586-01 1,22E-01 O,00E+00 1,92E-04  3,68E-03
SOJA Soj2b  3,65E-04 0,00E+00  1,51E-03  1,06E-02 4,11E-04 O000E+00 1,10E-01 0,00E+00  6,58E-01  1,20E-01 O,00E+00 1,77E-04  3,56E-03
SOJA Soj2c  3,70E-04 0,00E+00 1,52E-03  1,07E-02  4,05E-04 0,00E+00 1,11E-01 O0,00E+00 6,58E-01  1,20E-01  0,00E+00  1,53E-04  3,47E-03
SOJA Soj3a  4,78E-04 0,00E+00  1,17E-03  1,04E-02 3,94E-04 825E-03 1,09E-01 0,00E+00 6,63E-01 1,25E-01 O0,00E+00 1,69E-04  3,77E-03
SOJA Soj3b  4,74E-04 0,00E+00  1,226-03  1,07E-02  3,95E-04 O0,00E+00 1,10E-01 0,00E+00  6,71E-01  1,25E-01 O,00E+00 1,41E-04  3,60E-03
SOJA Soj3c  4,97E-04 0,00E+00 1,26E-03  1,07E-02 3,58E-04 0,00E+00 1,10E-01 0,00E+00 6,71E-01 1,25E-01  0,00E+00  1,39E-04  3,71E-03
SOJA Soj4a  2,10E-03 O0,00E+00  2,286-03  1,30E-02  4,88E-04 O0,00E+00 1,34E-01  0,00E+00  573-01 1,11E-01 O,00E+00 2,60E-04  3,21E-03
SOJA Sojdb  1,99E-03  0,00E+00  2,46E-03  1,39E-02 4,96E-04 O0,00E+00 1,36E-01 0,00E+00 5776-01 1,10E-01 O,00E+00 3,00E-04  3,10E-03
SOJA Sojdc  2,10E-03 0,00E+00 2,53E-03  1,42E-02 4,80E-04 O0,00E+00 1,37E-01 0,00E+00 5,67E-01 1,11E-01  0,00E+00  3,01E-04  3,11E-03
SOJA Sojsa  1,10E-03  1,11E-04  1,64E-03  1,18E-02 506E-04 O000E+00 1,29E-01 0,00E+00  6,23E-01  1,05E-01 O,00E+00 1,43E-04  3,57E-03
SOJA Sojsb  1,10E-03  1,83E-04  1,836-03  1,26E-02  5,15E-04 0,00E+00 1,31E-01 0,00E+00 6,20E-01 1,04E-01 O0,00E+00 1,64E-04  3,43E-03
SOJA Sojsc  1,06E-03  1,63E-04 192E-03 128E-02  4,84E-04 O0,00E+00 1,326-01 O0,00E+00 6,22E-01  1,04E-01 0,00E+00  1,69E-04  3,28E-03
SOJA Sojpa  3,65E-03  2,96E-04  3,14E-03  1,52E-02 9,52E-04 O0,00E+00 1,10E-01 0,00E+00 5,23-01 7,11E-02 O0,00E+00 1,19E-03  1,89E-03
SOJA Sojsb  3,64E-03  2,90E-04 3,41E-03  1,66E-02 9,38E-04 O000E+00 1,12E-01 0,00E+00  5,26E-01  7,12E-02 O0,00E+00  1,09E-03  1,80E-03
SOJA Sojfc  3,67E-03  3,43E-04  3,40E-03  169E-02 9,11E-04 9,286-03 1,13E-01 O0,00E+00 5,17E-01  7,08E-02  0,00E+00  1,10E-03  1,77E-03
SOJA Soj7a  1,01E-03  9,40E-05  3,24E-03  1,33E-02 9,44E-04 0,00E+00 1,33E-01 0,00E+00 584E-01 9,04E-02 O0,00E+00 1,88E-04  3,16E-03
SOJA Soj7b 1,13E-03  0,00E+00  3,226-03  1,39E-02  1,02E-03 O000E+00 1,33E-01 0,00E+00 585E-01 9,04E-02 O0,00E+00 1,62E-04  3,15E-03
SOJA Soj7c  1,10E-03  1,29E-04 3,36E-03  1,42£-02 1,00E-03 O0,00E+00 1,33E-01 O0,00E+00 5,78E-01  8,98E-02 0,00E+00  1,56E-04  3,08E-03
SOJA Sojga  7,99E-04 0,00E+00  1,29E-03  1,14E-02  3,89E-04 O0,00E+00 1,37E-01 0,00E+00  6,486-01  1,10E-01 O,00E+00 2,79E-04  4,03E-03
SOJA Sojsb  8712E-04 0,00E+00 1,36E-03  1,17E-02  4,00E-04 O0,00E+00 1,39E-01 0,00E+00  6,456-01 1,11E-01 O,00E+00 2,88E-04  3,94E-03
SOJA Sojsc  884E-04 0,00E+00 1,36E-03  1,14E-02 3,82E-04 0,00E+00 1,386-01 0,00E+00 6,46E-01 1,12E-01  0,00E+00  2,71E-04  4,02E-03
SOJA Soj9a  6,82E-04 0,00E+00 9,97E-04  1,12E-02 4,51E-04 O000E+00 1,35E-01 0,00E+00  6,61E-01  1,10E-01 O,00E+00  7,70E-05  4,82E-03
SOJA Sojob  6,76E-04  0,00E+00  1,056-03  1,18E-02  4,64E-04 O0,00E+00 1,38E-01 0,00E+00  6,556-01 1,11E-01 O,00E+00 9,60E-05  4,89E-03
SOJA Soj9c  7,27E-04 0,00E+00 1,18E-03  1,24E-02  4,81E-04 O0,00E+00 1,41E-01 O0,00E+00 6,61E-01 1,13E-01 0,00E+00  1,05E-04  4,83E-03
SOJA Sojl0a  4,61E-04  1,73E-04 8,61E-04 1,49E-02 4,82E-04 O0,00E+00 1,226-01 0,00E+00 6,67€-01 1,16E-01  0,00E+00  6,70E-05  7,69E-03
SOJA Sojl0b  4,82E-04  2,27E-04 898E-04 1,62E-02 513E-04 000E+00 1,26E-01 0,00E+00 6,58E-01 1,18E-01  0,00E+00  8,70E-05  7,79E-03
SOJA Sojl0c  513E-04 192E-04 882E-04 151E-02 4,70E-04 0,00E+00  1,25E-01 O,00E+00 6,61E-01  1,186-01 0,00E+00  7,30E-05  7,79E-03
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ANEXO 2 — ANALISE EXPLORATORIA - SCRIPT SOFTWARE R

# Definir diretério
setwd("C:\\ Definir pasta dos arquivos")
# Carregar Pacotes
install.packages(c("factoextra", "rgl"), dependencies=TRUE)
source("https://bioconductor.org/biocLite.R")
biocLite("ropls")
library(ropls)
library(e1071)
library(rgl)
library(ggbiplot)
# Carregar Fungdes
f_stat <- function(x){c(mean(x, na.rm=TRUE), median(x, na.rm=TRUE), min(x, na.rm=TRUE),
max(x, na.rm=TRUE), sd(x, na.rm=TRUE), sd(x, na.rm=TRUE)/mean(x, na.rm=TRUE))}
# Pasta
pasta_plots <- "PLOTS"
dir.create(pasta_plots)
# Carregar dados (intensidades RELATIVAS, em triplicatas)
dados_todos <- read.table("dados_classificacao_todos_Final.txt", sep="\t", dec=".", header=TRUE)
head(dados_todos)
# Correcdo dos dados da Mamona
sum_mamona <- apply(dados_todos[which(dados_todosSORIGEM=="MAMONA"),
4:(dim(dados_todos)[2]-1)], 1, sum)
dados_todos[which(dados_todosSORIGEM=="MAMONA"), dim(dados_todos)[2]] <- 1 - sum_mamona
# Transformar dados em MEDIAS das 3 replicatas, por ESTER #
dados_medias0 <- aggregate(dados_todos|, -(1:3)], by=list(dados_todosSCODIGO2),
FUN=mean, na.rm=TRUE)
names(dados_medias0)[1] <- "CODIGO2"
ind_name <-seq(from=1, by=3,length=nrow(dados_medias0))
dados_medias <- data.frame(ORIGEM=dados_todosSORIGEM[ind_name], dados_medias0)
head(dados_medias)
# Transformar dados em DESVIOS-PADRAO das 3 replicatas, por ESTER #
dados_desvios0 <- aggregate(dados_todos[, -(1:3)], by=list(dados_todosSCODIGO2),
FUN=sd, na.rm=TRUE)
names(dados_desvios0)[1] <- "CODIGO2"
ind_name  <-seq(from=1, by=3,length=nrow(dados_desvios0))
dados_desvios <- data.frame(ORIGEM=dados_todosSORIGEM[ind_name], dados_desvios0)
head(dados_desvios)
# Salvar dados
write.table(dados_medias, "dados_classificacao_medias.txt", sep="\t", dec=".",
quote=FALSE, row.names=FALSE)
write.table(dados_desvios, "dados_classificacao_desvios.txt", sep="\t", dec=".",
quote=FALSE, row.names=FALSE)
# Dados e Tabelas #
# Ler os dados (medias das triplicatas)
dados_medias <- read.table("dados_classificacao_medias.txt", sep="\t",
dec=".", header=TRUE)
head(dados_medias)
# Ler os dados (desvios-padrao das triplicatas)
dados_desvios <- read.table("dados_classificacao_desvios.txt", sep="\t",
dec=".", header=TRUE)
head(dados_desvios)
# Vetores de nomes/labels
origens <- as.character(unique(dados_mediasSORIGEM))
esteres <- gsub(pattern="_"

, replacement=":",



x=colnames(dados_medias)[-c(1, 2, 16)])
esteres <- gsub(pattern="\\.", replacement=":", esteres)

# Base - com todos os dados #
esteres_T <- esteres
dados_medias_T <-dados_medias
dados_mean_origem_T <- aggregate(100*dados_medias[, -c(1:2, ncol(dados_medias_T))],
by=list(dados_mediasSORIGEM), FUN=mean, na.rm=TRUE)
names(dados_mean_origem_T) <- c("ORIGEM", esteres)

# Base - removendo os esteres C20:5 e C21:1
ind_rm <- which(esteres %in% c("C20:5", "C21:1"))
dados_medias <- dados_medias|, -(2+ind_rm)]
dados_desvios <- dados_desvios|[, -(2+ind_rm)]
esteres <- esteres_T[-ind_rm]

# Objetos com os tamanhos dos vetores "origens" e "esteres"
n_origens <- length(origens)
n_esteres <- length(esteres)
n_dados <- ncol(dados_medias)

# Estatisticas Descritivas (Media e desvio-padrao) de cada Ester, por ORIGEM
dados_mean_origem <- aggregate(100*dados_medias[, -c(1:2, n_dados)],
by=list(dados_mediasSORIGEM), FUN=mean, na.rm=TRUE)
dados_sd_origem <- aggregate(100*dados_medias|, -c(1:2, n_dados)],
by=list(dados_mediasSORIGEM), FUN=sd, na.rm=TRUE)
names(dados_mean_origem) <- names(dados_sd_origem) <- c("ORIGEM", esteres)
MED <- round(c(as.matrix(dados_mean_origem[, -1])), 4)

STD <- round(c(as.matrix(dados_sd_origem[, -1])), 4)

MED_STD <- matrix(paste(MED, " (", STD, ")", sep=""), ncol=length(esteres))
Tab01 <- data.frame(dados_mean_origemSORIGEM, MED_STD)
names(Tab01) <- c("Origin", esteres)

# Salvando a tabela
write.table(Tab01, "Tab01_Medias-Desvios.txt", sep="\t",
dec=".", quote=FALSE, row.names=FALSE)

# Gréficos

# Cl plot dos esteres, para cada amostra
library(gplots)
for(i in 1:length(origens)){

#i=1

dados <- dados_medias[dados_mediasSORIGEM==origens]i], ]

sds <-dados_desvios[dados_desviosSORIGEM==origensi], ]

amostras <- as.character(dadosSCODIGO2)

XX <-100*as.matrix(dados][, -c(1:2, n_dados)])

uu <- 100*as.matrix(sds[, -c(1:2, n_dados)])

plot_colors <- colorRampPalette(colors=c("springgreen", "royalblue"))(length(amostras))
plot_name <- paste(pasta_plots, "/", "Fig_Cl-plot_", origens[i], ".tiff", sep="")
tiff(plot_name, height=8, width=8, units='in', res=300, compression="lzw")
par(mfrow=c(3, 4), mar=c(1, 4, 1, 1))

plot.new()

box()

legend("topleft", legend=origensli], bty="n")

legend("center", legend=dadosSCODIGO?2, title="Amostras:", title.col="black",
col=plot_colors, text.col=plot_colors, pch=16)

text(x=0.5, y=0.08, labels="Eixo y: Percentual (%) \n do A©ster na \n composiA§Afo")
for(j in 1:length(esteres))

{#j=1

plotCl(y=xx[, j], x=1:length(xx[, j1), uiw=2*uul, j], pch=16, gap=0.1,

col=plot_colors, xlab="", ylab="", main=esteres][j], xaxt="n
axes=FALSE)

axis(2)}

nn n
’
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dev.off()}
# Curvas dos esteres das amostras para cada origem
for(i in 1:length(origens)){
#i=1
dados <- dados_medias[dados_mediasSORIGEM==origens][i], ]
sds <-dados_desvios[dados_desviosSORIGEM==origens]i], ]
amostras <- as.character(dados$CODIGO2)
XX <-100*as.matrix(dados[, -c(1:2, n_dados)])
uu <- 100*as.matrix(sds[, -c(1:2, n_dados)])
plot_colors <- colorRampPalette(colors=c("springgreen", "royalblue"))(length(amostras))
plot_name <- paste(pasta_plots, "/", "Fig_Curves_", origens[i], ".tiff", sep="")
tiff(plot_name, height=8, width=8, units='in', res=300, compression="lzw")
plot.new()
plot.window(xlim=c(1, length(esteres)), ylim=c(0, 100)) #ylim=c(0, max(xx)),
matlines(t(xx), type="b", pch=19, col=plot_colors)
axis(1, at=1:length(esteres), labels=esteres, cex.axis=0.80)
axis(2)
title(main=origens[i], xlab="A%oster", ylab="%")
legend("topleft", legend=amostras, title="Amostras:", title.col="black",
col=plot_colors, text.col=plot_colors, pch=19, bty="n")
dev.off()}
# Cl plot das MEDIAS dos percentuais de esteres, para CADA ORIGEM
XX <- as.matrix(dados_mean_origem[, -1])
plot_colors <- scales::hue_pal()(length(esteres))
plot_name <- paste(pasta_plots, "/", "Fig_Curves_", "Medias", ".tiff", sep="")
tiff(plot_name, height=8, width=8, units='in', res=300, compression="lzw")
plot.new()
plot.window(xlim=c(1, length(esteres)), ylim=c(0, 100)) #ylim=c(0, max(xx)),
matlines(t(xx), type="b", pch=19, col=plot_colors)
axis(1, at=1:length(esteres), labels=esteres, cex.axis=0.70)
axis(2)
title(main="", xlab="A%oster", ylab="%")
legend("topleft", legend=dados_mean_origem|, 1], title="Amostras:", pch=19,
bty="n", col=plot_colors, text.col=plot_colors,title.col="black")
dev.off()
# Cl plot das MEDIAS dos percentuais de esteres, para CADA ORIGEM - TODOS OS ESTERES
XX <- as.matrix(dados_mean_origem_T][, -1])
plot_colors <- scales::hue_pal()(length(esteres_T))
plot_name <- paste(pasta_plots, "/", "Fig_Curves_", "Medias_TODOS", ".tiff", sep="")
tiff(plot_name, height=8, width=8, units='in', res=300, compression="lzw")
plot.new()
plot.window(xlim=c(1, length(esteres_T)), ylim=c(0, 100)) #ylim=c(0, max(xx)),
matlines(t(xx), type="b", pch=19, col=plot_colors)
axis(1, at=1:length(esteres_T), labels=esteres_T, cex.axis=0.70)
axis(2)
title(main="", xlab="A%oster", ylab="%")
legend("topleft", legend=dados_mean_origem|, 1], title="Amostras:", pch=19,
bty="n", col=plot_colors, text.col=plot_colors,title.col="black")
dev.off()
# Barplot dos esteres, para cada amostra
for(i in 1:length(origens)){
#i=1
dados <- dados_medias[dados_mediasSORIGEM==origens]i], ]
sds <- dados_desvios[dados_desviosSORIGEM==origensi], ]
amostras <- as.character(dadosSCODIGO2)
xx <- 100*t(as.matrix(dados[, -c(1, 2, n_dados)]))
colnames(xx) <- amostras
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rownames(xx) <- NULL

plot_colors <- scales::hue_pal()(length(esteres))

plot_name <- paste(pasta_plots, "/", "Barplot_", origensl[i], ".tiff", sep="")
tiff(plot_name, height=8, width=8, units='in', res=300, compression="lzw")
par(mar=c(5.1, 4.1, 4.1, 8.1), xpd=TRUE)

bb <- barplot(xx, horiz=TRUE, beside=FALSE, xlim=c(0, 100),
border="white", col=plot_colors, yaxt="n", main=origensli],
xlab="Percentual (%) de A©ster \n na composiA§A£o", ylab="Amostra")
axis(2, las=1, at=bb, labels=amostras, tick=FALSE)

legend("topright", legend=esteres, inset=c(-0.2, 0), title="A%oster",
col=plot_colors, pch=15, bty="n")

dev.off()}

# Analise de Componentes Principais (PCA)
# Matriz de dados

# PCA

dados <- dados_medias|[, -c(1:2, n_dados)]
row.names(dados) <- dados_medias|, 2]

pca <- princomp(dados)
pca

# Biplot (duas componentes) do Numero de componentes

plot_colors <- c("#619CFF", "#F8766D", "#00BA38")

plot_name <- paste(pasta_plots, "/", "Fig_PCA_1", " tiff", sep="")
tiff(plot_name, height=8, width=8, units='in', res=300, compression="lzw")
plot(pca, type="lines", pch=16, col=plot_colors[1], Iwd=2)

dev.off()

# Biplot (duas componentes) do PCA 1 (todos) e PCA2 (sem a amamona)

plot_colors <- scales::hue_pal()(length(origens))

plot_name <- paste(pasta_plots, "/", "Fig_PCA_", "Biplot", ".tiff", sep="")
tiff(plot_name, height=8, width=8, units='in', res=300, compression="lzw")
print(ggbiplot::ggbiplot(pca, ellipse=TRUE, circle=TRUE,
groups=dados_mediasSORIGEM, labels=dados_medias$CODIGO2),
ylab="Segunda componente", xlab="Primeira Componente")

dev.off()

# Biplot (duas componentes) do PCA 3 (saturados, mono, e poli-insaturados)

plot_colors <- scales::hue_pal()(length(origens))

plot_name <- paste(pasta_plots, "/", "Fig_PCA_", "Biplot", ".tiff", sep="")

tiff(plot_name, height=8, width=8, units='in', res=300, compression="lzw")

print(ggbiplot::ggbiplot(pca, obs.scale = 1, var.scale = 1, groups = dados_mediasSORIGEM,
ellipse = TRUE, circle = TRUE))

dev.off()
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Amostra

So
So
So

CoCr
CoCr
CoCr
DeCn
DeCn
DeCn
SoMa
SoMa
SoMa
CoSo
CoSo
CoSo
Pt
Pt
Pt
CrDe
CrDe
CrDe
MaCo
MaCo
MaCo
SoBa
SoBa
SoBa

ANEXO 3 - ESTUDO DE PREDIGAO - VARIAVEIS INDEPENDENTES

€10_0
0,00E+00
8,63E+05
3,65E+05
2,13E+04
2,76E+04
3,70E+04
8,43E+05
7,91E+05
8,23E+05
1,38E+06
1,75E+06
2,11E+06
2,42E+05
2,23E+05
2,18E+05
1,59E+05
1,93E+05
1,96E+05
4,02E+05
6,95E+05
7,36E+05
2,06E+05
2,33E+05
2,25E+05
1,73E+05
2,03E+05
2,13E+05
5,31E+05
6,04E+05
6,20E+05
7,13E+05
9,08E+05
9,73E+05
1,86E+05
2,11E+05
2,54E+05
1,43E+05
1,77E+05
2,62E+05
2,49E+05
2,17E+05
2,25E+05

c12.0
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
6,34E+04
0,00E+00
0,00E+00
2,61E+07
3,43E+07
4,22E+07
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
6,84E+06
1,27E+07
1,11E+07
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
8,32E+06
1,02E+07
1,05E+07
2,53E+07
3,19E+07
3,49E+07
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
2,56E+06
3,77E+06
5,40E+06
2,32E+06
2,96E+06
3,02E+06

(Arguivo usado no Software R: Dados_X.txt)

c14 0
4,03E+05
5,63E+05
6,24E+05
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
4,94E+05
4,01E+05
4,12E+05
2,20E+07
2,70E+07
3,18E+07
5,69E+05
5,31E+05
4,12E+05
6,00E+05
6,67E+05
6,99E+05
6,47E+06
1,03E+07
1,22E+07
3,50E+05
3,41E+05
3,78E+05
1,46E+05
1,37E+05
1,50E+05
7,92E+06
9,18E+06
9,16E+06
2,04E+07
2,40E+07
2,53E+07
3,28E+05
3,26E+05
3,32E+05
2,51E+06
3,45E+06
4,55E+06
2,54E+06
2,86E+06
2,71E+06

C16_0
2,27E+06
3,23E+06
2,65E+06
7,12E+04
1,07E+05
1,40E+05
8,62E+05
7,79E+05
7,39E+05
1,53E+07
1,78E+07
1,98E+07
1,89E+06
1,79E+06
1,43E+06
1,24E+07
1,35E+07
1,45E+07
5,52E+06
8,09E+06
6,91E+06
6,08E+06
6,39E+06
6,98E+06
1,02E+06
1,16E+06
1,26E+06
1,25E+07
1,40E+07
1,39E+07
1,86E+07
2,09E+07
2,13E+07
7,89E+06
7,26E+06
8,00E+06
2,09E+06
2,80E+06
3,44E+06
5,61E+06
5,98E+06
5,46E+06

c16_1
8,20E+05
0,00E+00
1,02E+05
1,56E+04
0,00E+00
0,00E+00
4,23E+05
4,20E+05
3,93E+05
6,12E+04
6,97E+04
7,99E+04
4,04E+05
3,77E+05
2,99E+05
4,34E+05
4,36E+05
4,95E+05
1,62E+05
2,25E+05
3,28E+05
4,11E+05
4,34E+05
4,69E+05
2,39E+04
3,59E+04
3,35E+04
3,63E+05
3,94E+05
3,86E+05
8,95E+04
9,16E+04
9,47E+04
3,94E+05
3,95E+05
4,15E+05
0,00E+00
1,54E+04
2,34E+04
0,00E+00
9,30E+04
0,00E+00

c18.0
3,59E+06
2,76E+06
0,00E+00
9,06E+05
1,02E+06
1,06E+06
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
7,71E+06
8,54E+06
8,99E+06
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
4,87E+06
5,44E+06
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
2,52E+06
2,44E+06
2,43E+06
0,00E+00
0,00E+00
8,72E+06
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
2,23E+06
2,61E+06
2,87E+06
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00

c18_1
2,62E+07
3,13E+07
3,45E+07
6,25E+05
9,55E+05
1,07E+06
3,61E+07
3,37E+07
3,33E+07
2,56E+07
2,85E+07
2,98E+07
9,35E+07
8,75E+07
7,57E+07
1,12E408
1,20E+08
1,25E408
2,81E+07
3,35E+07
3,14E+07
1,09E+08
1,10E+08
1,18E+08
1,42E+07
1,46E+07
1,44E407
5,83E+07
6,17E+07
6,00E+07
7,40E+07
7,92E+07
7,89E+07
9,35E+07
9,18E+07
9,74E+07
5,31E+06
6,55E+06
7,76E+06
3,73E+07
3,58E+07
3,19E+07

C18_1_OH
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
1,32E+08
1,34E+08
1,32E+08
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
1,31E+08
1,31E+08
1,31E+08
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
1,13E+08
1,15E+08
1,17E+08
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00

c18_2
1,12E+08
1,23E+08
1,33E+08
1,61E+06
2,18E+06
2,30E+06
1,02E+08
9,55E+07
9,56E+07
8,89E+06
9,68E+06
1,01E+07
1,25E+08
1,19E+08
1,02E+08
4,92E+07
5,32E+07
5,66E+07
3,12E+07
3,48E+07
3,65E+07
9,00E+07
9,10E+07
9,82E+07
5,03E+07
5,14E+07
5,08E+07
1,20E+08
1,24E+08
1,20E+08
1,57E+07
1,65E+07
1,61E+07
7,42E+07
7,33E+07
7,73E+07
4,85E+06
5,91E+06
6,78E+06
8,25E+07
7,62E+07
6,56E+07

c18_3
1,55E+07
2,31E+07
2,36E+07
2,48E+05
3,00E+05
3,00E+05
2,31E+07
2,16E+07
2,17E+07
6,26E+05
6,93E+05
7,39E+05
3,79E+07
3,55E+07
3,07E+07
2,46E+06
2,64E+06
2,90E+06
5,65E+06
6,02E+06
6,36E+06
1,98E+07
2,00E+07
2,16E+07
7,48E+06
7,58E+06
7,47E+06
1,57E+07
1,64E+07
1,58E+07
9,62E+05
1,01E+06
9,80E+05
1,01E+07
9,87E+06
1,05E+07
5,21E+05
5,83E+05
7,01E+05
1,16E+07
1,03E+07
8,72E+06

€221
9,95E+05
1,05E+06
8,20E+05
2,91E+04
3,54E+04
0,00E+00
1,28E+08
1,23E+08
1,24E+08
5,50E+05
5,69E+05
5,97E+05
1,13E+06
1,10E+06
1,11E+06
2,01E+06
2,26E+06
2,33E+06
5,96E+07
6,14E+07
6,43E+07
1,87E+06
1,77E+06
1,84E+06
7,17E+05
7,30E+05
7,35E+05
6,98E+06
7,07E+06
6,86E+06
1,05E+06
1,07E+06
1,03E+06
7,24E+07
7,35E+07
7,61E+07
8,15E+04
9,27E+04
1,21E+05
1,63E+06
1,47E+06
1,32E+06



PtCn
PtCn
PtCn
Ba
Ba
Ba
BaPt
BaPt
BaPt
Ba2
Ba2
Ba2
Cn2
Cn2
Cn2
So2
So2
So2
MaCr
MaCr
MaCr
Mix23
Mix23
Mix23
Mix24
Mix24
Mix24
Mix25
Mix25
Mix25
Mix26
Mix26
Mix26
Mix27
Mix27
Mix27
Mix28
Mix28
Mix28
Mix29
Mix29
Mix29
Mix30
Mix30
Mix30
Mix31

1,91E+05
2,53E+05
2,62E+05
1,54E+06
2,09E+06
2,25E+06
7,02E+05
8,86E+05
9,97E+05
7,69E+05
1,13E+06
1,50E+06
1,35E+05
1,43E+05
1,52E+05
1,12E+05
1,19E+05
1,19E+05
1,13E+05
1,07E+05
1,37E+05
3,33E+05
3,23E+05
2,97E+05
1,09E+06
1,16E+06
1,33E+06
1,66E+06
1,96E+06
2,09E+06
9,28E+05
1,05E+06
9,81E+05
1,16E+06
1,08E+06
9,76E+05
4,26E+05
4,69E+05
5,01E+05
4,39E+05
4,57E+05
4,60E+05
2,31E+05
2,72E+05
2,48E+05
1,58E+05

2,83E+06
3,95E+06
4,94E+06
4,92E+07
6,50E+07
6,93E+07
2,26E+07
2,83E+07
3,15E+07
2,98E+07
4,20E+07
4,84E+07
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
6,48E+06
7,67E+06
9,28E+06
1,54E+07
1,86E+07
2,20E+07
2,18E+06
3,32E+06
3,01E+06
7,20E+06
6,06E+06
4,55E+06
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
1,11E+05
1,62E+05
2,32E+05
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00

2,68E+06
3,36E+06
3,86E+06
3,98E+07
4,84E+07
4,96E+07
1,87E+07
2,21E+07
2,38E+07
2,77E+07
3,48E+07
3,66E+07
2,23E+05
2,67E+05
2,45E+05
1,37E+05
1,24E+05
1,28E+05
7,96E+04
9,20E+04
9,48E+04
2,63E+05
2,40E+05
2,22E+05
5,66E+06
6,21E+06
7,00E+06
1,15E+07
1,30E+07
1,45E+07
2,38E+06
3,04E+06
2,84E+06
5,86E+06
5,25E+06
4,31E+06
2,99E+05
3,36E+05
3,82E+05
3,17E+05
3,96E+05
4,32E+05
2,18E+05
2,38E+05
2,32E+05
0,00E+00

4,77E+06
5,62E+06
6,22E+06
3,00E+07
3,40E+07
3,43E+07
1,58E+07
1,79E+07
1,88E+07
2,21E+07
2,57E+07
2,50E+07
1,06E+06
1,30E+06
1,21E+06
1,87E+06
1,71E+06
2,19E+06
2,54E+05
3,26E+05
3,42E+05
4,34E+06
3,64E+06
2,86E+06
1,31E+07
1,38E+07
1,53E+07
1,34E+07
1,43E407
1,58E+07
2,73E+06
3,52E+06
3,39E+06
7,38E+06
6,64E+06
5,55E+06
1,14E+06
1,53E406
2,00E+06
1,85E+06
2,44E+06
2,88E+06
1,36E+06
1,60E+06
1,88E+06
2,85E+06

2,31E+05
2,78E+05
2,91E+05
1,32E+05
1,44E+05
1,43E+05
8,39E+04
7,47E+04
8,15E+04
9,63E+04
1,02E+05
9,66E+04
3,62E+05
4,20E+05
3,47E+05
0,00E+00
6,18E+04
9,97E+04
5,27E+04
6,95E+04
6,31E+04
1,36E+05
9,87E+04
9,66E+04
3,79E+05
3,95E+05
4,18E+05
3,16E+05
3,29E+05
3,57E+05
1,43E+05
1,64E+05
1,75E+05
2,13E+05
1,81E+05
1,49E+05
8,56E+04
8,72E+04
1,07E+05
1,13E+05
1,38E+05
1,49E+05
1,76E+04
6,98E+04
6,97E+04
9,98E+04

0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
1,45E+07
1,56E+07
1,54E+07
8,31E+06
8,91E+06
9,25E+06
1,14E+07
1,19E+07
1,12E+07
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
7,47E+06

7,00E+07
7,57E+07
7,84E+07
8,13E+07
8,82E+07
8,70E+07
5,38E+07
5,69E+07
5,96E+07
6,61E+07
6,93E+07
6,44E+07
9,31E+07
1,03E+08
1,01E+08
2,91E+07
2,65E+07
3,29E+07
9,72E+06
1,04E+07
1,06E+07
3,52E+07
3,09E+07
2,65E+07
1,09E+08
1,09E+08
1,10E+08
9,19E+07
9,10E+07
9,47E+07
4,56E+07
5,22E+07
5,10E+07
5,00E+07
4,73E+07
4,27E+07
1,50E+07
1,67E+07
1,83E+07
2,33E+07
2,68E+07
2,93E+07
1,57E+07
1,69E+07
1,75E+07
1,71E+07

0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
1,03E+08
1,04E+08
1,02E+08
3,79E+07
3,34E+07
3,02E+07
3,24E+07
3,09E+07
2,97E+07
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
1,65E+07
1,67E+07
1,60E+07
1,78E+07
1,73E+07
1,72E+07
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
1,34E+08

5,38E+07
5,74E+07
5,85E+07
2,33E+07
2,47E+07
2,44E+07
1,30E+07
1,33E+07
1,39E+07
2,13E+07
2,09E+07
1,85E+07
8,43E+07
9,26E+07
9,11E+07
1,16E+08
1,05E+08
1,28E+08
2,53E+07
2,64E+07
2,63E+07
1,02E+08
9,08E+07
8,03E+07
7,30E+07
7,24E+07
7,06E+07
8,66E+07
8,31E+07
8,46E+07
5,11E+07
5,43E+07
5,35E+07
3,92E+07
3,80E+07
3,59E+07
7,34E+07
7,77E+07
8,13E+07
1,08E+08
1,17E+08
1,23E+08
9,45E+07
9,94E+07
1,01E+08
3,73E+07

1,33E+07
1,41E+07
1,41E+07
1,99E+06
2,01E+06
1,97E+06
9,77E+05
9,95E+05
1,05E+06
1,66E+06
1,50E+06
1,29E+06
3,65E+07
3,98E+07
3,91E+07
1,76E+07
1,58E+07
2,01E+07
5,27E+06
5,56E+06
5,49E+06
1,49E+07
1,30E+07
1,18E+07
1,35E+07
1,32E+07
1,29E+07
1,52E+07
1,45E+07
1,48E+07
1,51E+07
1,57E+07
1,54E+07
8,10E+06
7,88E+06
7,58E+06
1,40E+07
1,45E+07
1,48E+07
1,75E+07
1,86E+07
2,00E+07
1,99E+07
2,07E+07
2,09E+07
5,29E+06
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1,06E+06
1,11E+06
1,12E+06
1,11E+06
1,11E+06
1,04E+06
8,66E+05
8,47E+05
8,59E+05
8,08E+05
0,00E+00
6,43E+05
1,83E+06
1,93E+06
1,99E+06
1,16E+06
1,08E+06
1,30E+06
3,16E+07
3,21E+07
3,21E+07
1,02E+07
9,15E+06
8,09E+06
1,00E+07
9,64E+06
9,37E+06
2,39E+07
2,24E+07
2,31E+07
4,04E+06
4,05E+06
4,25E+06
1,44E+07
1,41E+07
1,32E+07
1,28E+06
1,21E+06
1,17E+06
1,30E+06
1,20E+06
1,15E+06
1,00E+06
9,54E+05
9,08E+05
2,57E+05
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Mix31
Mix31
Mix32
Mix32
Mix32
Mix33
Mix33
Mix33
Mix34
Mix34
Mix34
Mix35
Mix35
Mix35
Mix36
Mix36
Mix36
Gir
Gir
Gir
And
And
And
Ger
Ger

Ger

1,55E+05
1,72E+05
1,65E+05
1,50E+05
6,30E+04
1,70E+05
2,00E+05
2,01E+05
4,58E+05
5,23E+05
4,49E+05
3,22E+05
3,36E+05
3,16E+05
4,63E+05
5,42E+05
5,53E+05
9,82E+04
1,08E+05
1,14E+05
3,78E+05
3,75E+05
4,04E+05
3,14E+05
3,44E+05
3,54E+05

0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00

0,00E+00
0,00E+00
2,05E+05
0,00E+00
0,00E+00
2,04E+05
2,17E+05
2,36E+05
6,35E+05
6,67E+05
6,28E+05
3,04E+05
2,97E+05
3,41E+05
3,77E+05
3,65E+05
3,73E+05
1,21E+05
1,32E+05
1,46E+05
5,31E+05
5,81E+05
5,74E+05
4,73E+05
4,83E+05
5,18E+05

2,13E+06
3,14E+06
6,79E+05
5,98E+05
2,29E+05
3,07E+06
2,95E+06
2,72E+06
8,83E+06
1,00E+07
1,00E+07
3,69E+06
2,88E+06
2,44E+06
1,14E+06
1,26E+06
1,69E+06
2,18E+06
2,40E+06
2,42E+06
5,59E+06
5,56E+06
5,16E+06
3,88E+06
4,31E+06
3,95E+06

9,08E+04
9,70E+04
1,60E+04
2,45E+04
0,00E+00
3,98E+04
3,86E+04
3,45E+04
2,35E+05
2,52E+05
2,43E+05
9,26E+04
6,97E+04
6,77E+04
1,42E+05
1,34E+05
1,55E+05
9,24E+04
8,34E+04
7,33E+04
3,46E+05
3,73E+05
3,61E+05
1,62E+05
1,65E+05
1,55E+05

7,10E+06
7,58E+06
1,74E+06
1,82E+06
1,52E+06
2,15E+06
2,19E+06
2,29E+06
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
2,59E+06
2,63E+06
2,53E+06
2,25E+06
2,40E+06
2,58E+06
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00

1,46E+07
1,75E+07
4,65E+06
4,55E+06
2,07E+06
1,13E407
1,09E+07
1,10E+07
5,35E+07
5,36E+07
4,89E+07
1,98E+07
1,90E+07
1,71E+07
1,98E+07
2,08E+07
2,31E+07
2,86E+07
3,05E+07
3,11E+07
4,62E+07
4,95E+07
4,83E+07
3,72E+07
3,71E+07
3,66E+07

1,34E+08
1,34E+08
1,29E+08
1,32E+08
1,25E+08
1,11E+08
1,14E+08
1,25E+08
2,46E+07
2,28E+07
2,02E+07
1,28E+08
1,34E+08
1,33E+08
1,08E+08
1,02E+08
1,00E+08
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00

3,52E+07
3,69E+07
1,21E+07
1,25E+07
7,13E+06
9,05E+06
9,18E+06
9,52E+06
1,07E+08
1,03E+08
9,35E+07
3,27E+07
3,39E+07
3,11E+07
6,76E+07
6,77E+07
6,82E+07
1,27E+08
1,30E+08
1,30E+08
1,30E+08
1,33E+08
1,32E+08
1,31E+08
1,29E+08
1,27E+08

5,10E+06
5,19E+06
1,99E+06
2,04E+06
1,34E+06
1,26E+06
1,29E+06
1,31E+06
1,50E+07
1,41E+07
1,28E+07
5,01E+06
5,42E+06
5,05E+06
1,39E+07
1,37E+07
1,37E+07
2,34E+07
2,48E+07
2,47E+07
2,16E+07
2,36E+07
2,34E+07
1,89E+07
1,84E+07
1,84E+07

2,45E+05
2,33E+05
1,22E+05
1,14E+05
8,31E+04
1,74E+05
1,65E+05
1,84E+05
1,30E+06
1,27E+06
1,07E+06
9,63E+06
1,07E+07
1,10E+07
3,86E+07
3,75E+07
3,82E+07
1,48E+06
1,60E+06
1,66E+06
1,23E+06
1,41E+06
1,49E+06
1,48E+06
1,42E+06
1,52E+06



ANEXO 4 - ESTUDO DE PREDIGAO - VARIAVEIS DEPENDENTES

(Arguivo usado no Software R: Dados_Y.txt)

Amostra Replicata Viscosidade40 MassaEspecifica20 MassaEspecificad0
So 1 4,2415 0,88139 0,8672
So 2 4,2405 0,88139 0,8672
So 3 4,2397 0,8814 0,8672
Ma 1 13,054 0,90466 0,9043
Ma 2 13,022 0,90468 0,9043
Ma 3 13,068 0,90467 0,9045
Cr 1 3,6754 0,84766 0,8332
Cr 2 3,6734 0,84766 0,8332
Cr 3 3,6754 0,84769 0,8332
Co 1 1,7805 0,83634 0,821
Co 2 1,7817 0,83636 0,8211
Co 3 1,7887 0,83642 0,8214
Cn 1 3,3929 0,86147 0,8485
Cn 2 3,3941 0,86151 0,8483
Cn 3 3,3935 0,86151 0,8483
De 1 3,6485 0,85879 0,8446
De 2 3,6487 0,85879 0,8446
De 3 3,6482 0,85882 0,8446

CoCr 1 2,5069 0,84161 0,8302
CoCr 2 2,5068 0,84163 0,8302
CoCr 3 2,5075 0,84165 0,8302
DeCn 1 3,4732 0,86059 0,8461
DeCn 2 3,4719 0,8606 0,8461
DeCn 3 3,4718 0,86061 0,8461
SoMa 1 6,1501 0,89366 0,879
SoMa 2 6,1505 0,89366 0,8793
SoMa 3 6,1532 0,89367 0,8793
CoSo 1 2,5776 0,8571 0,8417
CoSo 2 2,5776 0,8571 0,8418
CoSo 3 2,5776 0,85711 0,8418
Pt 1 2,0309 0,84096 0,825
Pt 2 2,0303 0,84098 0,825
Pt 3 2,0305 0,84112 0,825
CrDe 1 3,8597 0,8544 0,8427
CrDe 2 3,8595 0,85444 0,8427
CrDe 3 3,8651 0,85453 0,8427
MacCo 1 4,4231 0,87865 0,8663
MacCo 2 4,4221 0,87869 0,8664
MacCo 3 4,4236 0,87868 0,8664
SoBa 1 2,8376 0,85801 0,8463
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SoBa
SoBa
PtCn
PtCn
PtCn
Ba
Ba
Ba
BaPt
BaPt
BaPt
Ba2
Ba2
Ba2
Cn2
Cn2
Cn2
So2
So2
So2
MacCr
MacCr
MacCr
Mix23
Mix23
Mix23
Mix24
Mix24
Mix24
Mix25
Mix25
Mix25
Mix26
Mix26
Mix26
Mix27
Mix27
Mix27
Mix28
Mix28
Mix28
Mix29
Mix29
Mix29
Mix30
Mix30

N P WNEFE WNPFP WNPFP WNPFP WNPEP WODNPEPEP WODN P WON P WON P WONPEPEP WON P WONN P, WON P, WODN P WN

2,8211
2,8207
2,6223
2,6223
2,6221
1,7724
1,7721
1,7755
1,9162
1,9162
1,9169
2,2006
2,2069
2,2068
3,1433
3,1436
3,1446
3,6863
3,686
3,685
5,7867
5,7853
5,785
4,9542
4,9549
4,9534
3,1647
3,1646
3,1649
2,4661
2,4669
2,4663
3,1526
3,1523
3,1532
2,7954
2,7955
2,7942
4,2045
4,2051
4,2044
4,3791
4,3791
4,379
4,1688
4,1664

0,85805
0,8581
0,8524

0,85242
0,8525

0,83256
0,8326

0,83267

0,83645

0,83653

0,83654

0,85203

0,85198

0,85198

0,85596

0,85597

0,85608

0,87284

0,87254

0,87253
0,8804

0,88042

0,88046

0,88406

0,88407

0,88409

0,85945

0,85946
0,8595

0,84849

0,84848

0,84849

0,85709

0,85711

0,85709

0,85441

0,85438

0,85441

0,88254

0,88275

0,88256

0,88366

0,88368

0,88369

0,88296

0,88295

0,8463
0,8463
0,8369
0,8369
0,837

0,817

0,817

0,8172
0,8221
0,8222
0,8222
0,8357
0,8357
0,8357
0,8418
0,8418
0,8418
0,8586
0,8586
0,8585
0,8657
0,8657
0,8657
0,871

0,871

0,871

0,8451
0,8454
0,8453
0,8334
0,8334
0,8333
0,8484
0,8484
0,8484
0,8405
0,8403
0,8403
0,8681
0,8682
0,8681
0,8695
0,8695
0,8695
0,8683
0,8683



Mix30
Mix31
Mix31
Mix31
Mix32
Mix32
Mix32
Mix33
Mix33
Mix33
Mix34
Mix34
Mix34
Mix35
Mix35
Mix35
Mix36
Mix36
Mix36
Gir
Gir
Gir
And
And
And
Ger
Ger
Ger

W NP WNEFEP WONEFEP WODNPFP WODNPFP WNPEPE, WON P WO P WO PP W

4,1667
11,913
11,898
11,909
10,804
10,804
10,807
9,4956
9,5029
9,505
4,8451
4,8457
4,8494
7,6002
7,6015
7,6074
6,5674
6,5651
6,5655
4,2546
4,2575
4,2566
4,4655
4,4676
4,4666
4,6486
4,6506
4,6509

0,88297
0,91618
0,9162
0,91622
0,91351
0,9136
0,91365
0,90585
0,90588
0,90588
0,8805
0,8805
0,88051
0,89683
0,89684
0,89685
0,88701
0,887
0,887
0,88149
0,8815
0,88151
0,88001
0,87999
0,88009
0,88222
0,88223
0,88223

0,8683
0,9019
0,9019

0,902
0,8992
0,8992
0,8993
0,8916
0,8916
0,8916
0,8665
0,8665
0,8665
0,8829
0,8829
0,8828
0,8733
0,8733
0,8733
0,8674
0,8674
0,8674
0,8657
0,8658
0,8657
0,8682
0,8683
0,8682
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ANEXO 5 - ESTUDO DE PREDIGAO - SCRIPT SOFTWARE R

# PARTE 1 - ANALISE DESCRITIVA

## Definir diretorio
setwd("C:\\ Definir pasta dos arquivos")
## Carregar Pacotes
library(pls)
library(car)
library(corrplot)
## Carregar Fungdes
f.stat = function(x) c(mean(x), median(x), min(x), max(x), sd(x), sd(x)/mean(x))
# Carregar os dados
# Varidveis Dependentes (Y = Viscosidade, MassaEspecifica20 e MassaEspecifica40)
DadosY_0 = read.table("Dados_Y.txt", sep="\t", dec=",", header=TRUE)
DadosY = as.matrix( DadosY_0[,-c(1:2)])
# Varidveis Independentes (X = C10:0, ..., Outros esteres metilicos)
DadosX =read.table("Dados_X.txt", sep="\t", dec=",", header=TRUE)
DadosX_abs = as.matrix( DadosX[,-c(1:2)] )
# Intensidades Relativas
Soma = apply(DadosX_abs, 1, sum )
res=0
for(i in 1:nrow(DadosX_abs))
{ res =rbind( res, DadosX_abs[i,]/Somali] )}
DadosX_rel = res[-1,] ; names(DadosX_rel) = names(DadosX_abs) # Intensidades RELativas
# Base de dados - das Intensidades Relativas - (Ordenados pelos nomes das amostras)
BASE = data.frame(Amostra=DadosXSAmostra, DadosX_rel,
DadosY)[order(DadosXSAmostra), ]
write.table(BASE, "Dados_Todos.txt", sep="\t", dec=",", quote=FALSE, row.names=FALSE)
# Base de dados - das Intensidades Relativas - MEDIAS DAS REPLICATAS
BASE_m = aggregate(BASE[,-1], by=list(BASESAmostra), FUN=mean)
names(BASE_m)[1] = "Amostra"
write.table(BASE_m, "Dados_Medias.txt", sep="\t", dec=",",
quote=FALSE,row.names=FALSE)
# Definir aleatoriamente os conjuntos: TREINAMENTO e VALIDACAO
# Ler Base de Dados
BASE_m = read.table("Dados_Medias.txt", header=TRUE, sep="\t", dec=",")
# Gerar a amostra de maneira aleatéria
set.seed(0) ; training = sort( as.character( sample(x=BASE_mS$Amostra, 6) ) )
training = ¢("CoSo", "De", "Ma", "Ger", "And")
# Dividir Bases de Dados - Treinamento (Calibracdo) e Teste (Validagdo)
BASE_tra = BASE_m[-which(as.character(BASE_mS$Amostra) %in% training), ]
BASE_val = BASE_m[ which(as.character(BASE_mSAmostra) %in% training), |
# Varidveis de interesse:
X_tra = as.matrix(BASE_tra[, 2:12])
visc = BASE_traSViscosidade40  # Apenas do conjunto de TREINAMENTO/CALIBRACAO
mesp = BASE_traSMassaEspecifica40 # Apenas do conjunto de TREINAMENTO/CALIBRACAO
X_val = as.matrix( BASE_val[, 2:12])  # Esteres - grupo de VALIDACAO/TESTE
Y_val = as.matrix( BASE_vall, c(14,16)] ) # Visc40 e Mesp40 - grupo de VALIDACAO/TESTE
# Tabela - estatisticas descritivas
Medida =c("Mean", "Median", "Min", "Max", "SD", "CV")
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Variavel = c("Kinematic Viscosity", "Density", gsub(pattern="_", replacement=
x=colnames(BASE_m)[2:12]))
# Todos os dados (TREINAMENTO/CALIBRACAO + VALIDACAO/TESTE)
TabX =t( apply(100*BASE_m[,2:12], 2, f.stat) )
TabY =t( apply( BASE_ml[,c(14,16)], 2, f.stat) )
Tabela =rbind(TabY, TabX)
Tabela = data.frame(Variable=Variavel, Tabela)
rownames(Tabela) = NULL
colnames(Tabela)[2:7] = Medida
write.table(Tabela, "Tab 1_Sumario_XY_TODOS.txt", sep="\t", dec=".", quote=FALSE,
row.names=FALSE)
# Dados de TREINAMENTO/CALIBRACAO
TabX _ tra =t( apply(100*BASE_tra[,2:12], 2, f.stat) )
TabY_tra =t( apply( BASE_tra[,c(14,16)], 2, f.stat) )
Tabela_tra =rbind(TabY_tra, TabX_tra)
Tabela_tra = data.frame(Variable=Variavel, Tabela_tra)
rownames(Tabela_tra) = NULL
colnames(Tabela_tra)[2:7] = Medida
write.table(Tabela_tra, "Tab 1_Sumario_XY_TRA.txt", sep="\t", dec=".", quote=FALSE,
row.names=FALSE)
# Dados de VALIDACAO/TESTE
TabX_val =t( apply(100*BASE_val[,2:12], 2, f.stat) )
TabY_val =t( apply( BASE_val[,c(14,16)], 2, f.stat) )
Tabela_val =rbind(TabY_val, TabX val)
Tabela_val = data.frame(Variable=Variavel, Tabela_val)
rownames(Tabela_val) = NULL
colnames(Tabela_val)[2:7] = Medida
write.table(Tabela_val, "Tab 1_Sumario_XY_VAL.txt", sep="\t", dec=".", quote=FALSE,
row.names=FALSE)
# Figura - Box Plots das Variaveis de interesse (Y) e das regressoras (X)
Variavel = c("Visc", "Dens", gsub(pattern="_", replacement=":", x=colnames(BASE_m)[2:12]))
DadosXY_0 = 100*BASE_m][, c(14,16,2:12)]
names(DadosXY_0) = Variavel
DadosXY = stack(DadosXY_0)
DadosXYSType = rep(x=c("Target","Regressor"), times=c(2*38,11*38))
names(DadosXY) = ¢("Value", "Variable", "Type")
tiff("Fig_BoxPlot_300dpi.tiff", height=8, width=8, units='in', res=300, compression="Izw")
layout(matrix(c(1,2,3,3), 2, 2, byrow = TRUE))
# Y1 — Viscosidade Cinematica
par(mar=c(1, 5, 4, 2)+0.1)
boxplot(DadosXY[which(DadosXY$Variable=="Visc"), 1], col="#F8766D",
main="Viscosidade Cinematica", ylab=expression(mm?2/s))
# Y2 - Massa Especifica
boxplot(DadosXY[which(DadosXYSVariable=="Dens"), 1], col="#F8766D",
main="Massa Especifica", ylab=expression(g/cm~3))
# X - Esters
par(mar=c(5, 4, 4, 2)+0.1)
DadosXY_2 = DadosXY[which(DadosXYS$Type=="Regressor"), -3]
DadosXY_2S$Variable2 = as.factor(as.character(DadosXY_2SVariable))
plot(Value~Variable2, data=DadosXY_2, col="#619CFF",
main="Intensidade Relativa dos Esteres Metilicos", xlab="Varidveis Regressoras", ylab="(%)")
dev.off()

n.n
L)
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# Mapa de Calor + Correlograma entre as variaveis X e Y

# Matriz de correlagbes entre X e Y
COR = cor(BASE_m[, c(14,16,2:12)], use="complete.obs")
Variavel = c("Visc", "Dens", gsub(pattern="_", replacement=":", x=colnames(BASE_m)[2:12]))
colnames(COR) = rownames(COR) = Variavel
# tiff("Fig_Heatmap.tiff", height=8, width=8, units='in', res=960, compression="lzw")
tiff("Fig_Heatmap_300dpi.tiff", height=8, width=8, units='in', res=300, compression="Izw")
# bitmap("Plot7.tiff", height=4, width=4, units='in', type="tifflzw", res=300)
# tiff("Plot8.tiff", width=4.8, units="cm", res=300, compression="lzw")
corrplot.mixed(COR, lower="color", upper="number", diag="u", tl.pos="It", tl.col="black")
# col=rev(brewer.pal(10, "Greys")
dev.off()

# PARTE 2 - ANALISE INFERENCIAL (ESTIMAGAO DOS MODELOS MMLR E PLSR)

# Definir aleatoriamente os conjuntos: TREINAMENTO e VALIDACAO
# Ler Base de Dados
BASE_m = read.table("Dados_Medias.txt", header=TRUE, sep="\t", dec=",")
# Gerar a amostra de maneira aleatéria
# set.seed(0) ; training = sort( as.character( sample(x=BASE_mS$Amostra, 6) ))
training = ¢("CoSo", "De", "Ma", "Ger", "And")
# Dividir Bases de Dados - Treinamento (Calibragdo) e Teste (Validacdo)
BASE_tra = BASE_m[-which(as.character(BASE_mS$Amostra) %in% training), ]
BASE_val = BASE_m[ which(as.character(BASE_mSAmostra) %in% training), |
# Varidveis de interesse:
X_tra = as.matrix(BASE_tra[, 2:12])
visc = BASE_traSViscosidade40  # Apenas do conjunto de TREINAMENTO/CALIBRACAO
mesp = BASE_traSMassaEspecifica40 # Apenas do conjunto de TREINAMENTO/CALIBRACAO
X_val = as.matrix( BASE_val[, 2:12])  # Esteres - grupo de VALIDACAO/TESTE
Y_val = as.matrix( BASE_vall, c(14,16)] ) # Visc40 e Mesp40 - grupo de VALIDACAO/TESTE
# Estimacdo do modelo RLMM
# Modelo com todas as regressoras
Model_RLMM = Im(cbind(visc, mesp) ~ C10 0+ C12 0+C14 0+Cl6 0+Cl6_1+C18 0+
C18 1+C18 1 OH+C18 2 +C18 3+ (C22_1, data=BASE_tra, na.action=na.exclude)
# summary( manova(Model_RLMM) ) # Soma de Quadrados - Tipo | # "Hotelling-Lawley", "Wilks",
"Roy"
Manova(Model_RLMM, type="III") # Soma de Quadrados - Tipo Il # Pillai
# Tabela com os resultados do teste
Tab_RLMMO = capture.output(Manova(Model _RLMM, type="I11"))[4:15]
Tab_RLMM = NULL
for(i in 1:length(Tab_RLMMO)){ x0 = Tab_RLMMO[i]
x1 = strsplit(x0, " ")[[1]]
x2 = gsub("<", "", x1)
x3 =x2[x2!=""]
Tab_RLMM = rbind(Tab_RLMM, x3)}
Tab_RLMM = data.frame(Tab_RLMM)
names(Tab_RLMM) = c("Variable", "Df", "Pillai Test Statistic", "F value", "DF Num","DF Den",
"P-value", "Obs")
write.table(Tab_RLMM, "Tab 2_ RLMM.txt", sep="\t", dec=",", quote=FALSE,
row.names=FALSE)
# Modelo com as variaveis significantes segundo teste de Pillai (a 5% de significancia)
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Model RLMM_2 = Im(cbind(visc, mesp) ~C12_ 0+ C14 0 +C18 1 OH+C18_2,
data=BASE_tra, na.action=na.exclude)
# summary( manova(Model_RLMM_2)) # Soma de Quadrados - Tipo | # "Hotelling-Lawley",
"Wilks", "Roy"
Manova(Model_RLMM _2, type="III")
# Tabela com os resultados do teste
Tab_RLMMO_2 = capture.output(Manova(Model RLMM _2, type="111"))[4:8]
Tab_RLMM_2 = NULL
for(i in 1:length(Tab_RLMMO_2))}{
X0 = Tab_RLMMO_2[i]
x1 = strsplit(x0, " ")[[1]]
x2 = gsub("<","", x1)
x3 =x2[x2!1=""]
Tab_RLMM_2 = rbind(Tab_RLMM_2, x3)}
Tab_RLMM_2 = data.frame(Tab_RLMM_2)
names(Tab_RLMM_2) = c("Variable", "Df", "Pillai Test Statistic", "F value", "DF Num","DF
Den", "P-value", "Obs")
write.table(Tab_RLMM_2, "Tab 3_RLMM_2.txt", sep="\t", dec=",", quote=FALSE,
row.names=FALSE)
# Coeficientes do Modelo
(Tab_RLMM_2_Coef = coef(Model_RLMM _2))
write.table(Tab_RLMM_2_ Coef, "Tab 4_RLMM_2_Coef.txt", sep="\t", dec=",", quote=FALSE,
row.names=TRUE)
# Estimacdo do modelo PLSR
# Validacdo Cruzada - Escolha do nimero de componentes
# Modelo com todas as componentes para fazer a validacao cruzada
Model_PLSR = plsr(cbind(visc, mesp) ~ X_tra, validation="CV", ncomp=11)
summary(Model_PLSR)
# Grafico RMSEP para escolha do nimero de componentes no modelo PLSR
tiff("Fig_ RMSEP_PLSR_300dpi.tiff", height=8, width=8, units='in', res=300,
compression="Izw")
par(mfrow=c(2,2))
# RMSEP
# Viscosidade
plot(x=RMSEP(Model_PLSR)Scomps, y=RMSEP(Model_PLSR)Sval[1,1,], xaxt="n",
main="Viscosidade Cinematica", ylab="RMSEP", xlab="", type="b", Iwd=1.2)
axis(1, at=0:11, cex.axis=1)
points(x=2, y=RMSEP(Model_PLSR)Sval[1,1,2+1], col="red", pch=19)
lines(x=c(2,2), y=c(0,RMSEP(Model_PLSR)Sval[1,1,2+1]), Ity=2, col="red")
# Massa Especifica
plot(x=RMSEP(Model_PLSR)Scomps, y=RMSEP(Model_PLSR)Sval[1,2,], xaxt="n",
main="Massa Especifica", ylab="RMSEP", xlab="", type="b", lwd=1.2)
axis(1, at=0:11, cex.axis=1)
points(x=2, y=RMSEP(Model_PLSR)Sval[1,2,2+1], col="red", pch=19)
lines(x=c(2,2), y=c(0,RMSEP(Model_PLSR)Sval[1,2,2+1]), Ity=2, col="red")
#R2
# Viscosidade
plot(x=R2(Model_PLSR)Scomps, y=R2(Model_PLSR)Sval[1,1,], xaxt="n", ylim=c(0,1),
main="Viscosidade Cinematica", ylab=expression(R"2), xlab="", type="b", pch=19)
axis(1, at=0:11, cex.axis=1)
points(x=2, y=R2(Model_PLSR)Sval[1,1,2+1], col="red", pch=19)
lines(x=c(2,2), y=c(-1,R2(Model_PLSR)Sval[1,1,2+1]), lty=2, col="red")
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# Massa Especifica
plot(x=R2(Model_PLSR)Scomps, y=R2(Model_PLSR)Sval[1,2,], xaxt="n", ylim=c(0,1),
main="Massa Especifica", ylab=expression(R"2), xlab="", type="b", pch=19)
axis(1, at=0:11, cex.axis=1)
points(x=2, y=R2(Model_PLSR)Sval[1,2,2+1], col="red", pch=19)
lines(x=c(2,2), y=c(-1,R2(Model_PLSR)Sval[1,2,2+1]), Ity=2, col="red")

# Labels
mtext(side=1, "Numero de Componentes", line = -1, outer=TRUE)
dev.off()
par(mfrow=c(1,1))

# Estimacdo modelo PLSR com A=2 componentes

# Modelo de 2 componentes
Model_PLSR_2 = plsr(cbind(visc, mesp) ~ X_tra, ncomp=2, method="kernelpls")

# Coeficientes da tabela
Tab5 = round( Model_PLSR_2Scoefficients, 4)

Tab5_PLSR_2_Coef = cbind(Tab5[,,1], Tab5[,,2])
write.table(Tab5_PLSR_2_Coef, "Tab 5_PLSR_2_ Coef.txt", sep="\t", dec=",", quote=FALSE,
row.names=TRUE)

# Percentual relativo da variancia de X explicada por cada componente
explvar(Model_PLSR_2) # 61.51157 26.79426

# Percentual explicado para modelo com 3 componentes (comparar)
explvar(plsr(cbind(visc, mesp) ~ X_tra, ncomp=3, method="kernelpls"))

# Predicdo
visc_pred = predict(Model_PLSR_2, ncomp=2, newdata=X_val)[,1,]
mesp_pred = predict(Model _PLSR_2, ncomp=2, newdata=X_val)[,2,]

# RMSEP ("a mao"

RMSEP_visc = sqrt( mean( (Y_val[, 1]-visc_pred)*2) ) #1.902751
RMSEP_mesp = sqrt( mean( (Y_val[, 2]-mesp_pred)*2 ) ) #0.009464198

# RMSEP (pacote pls)

# RMSEP(Model_PLSR 2, estimate="test", newdata=data.frame(Y_val, X_val))

# RMSEP(Model_PLSR_2, comps=2, estimate="test", newdata=data.frame(Y_val, X_val))

# Graficos diagndstico do modelo PLSR: Loadings e Scores
tiff("Fig_Plots_PLSR_300dpi.tiff", height=8, width=8, units='in', res=300, compression="Izw")
par(mfrow=c(2,1))
nomes = gsub(pattern="_", replacement=":", dimnames(Model_PLSR_2Scoefficients)[[1]])

# Loadings Plot
loadingplot(Model_PLSR_2, main="Grafico de Loading", legendpos="bottomleft", xaxt="n",
xlab="Varidveis Regressoras (esters metilicos)", ylab="Valores de Loading")
axis(1, at=1:11, labels=nomes, cex.axis=0.7)

# Plot das correla¢des das varidveis com as respectivas componentes selecionadas
pls::corrplot(Model_PLSR_2, comp=1:2, main="Grafico de correla¢do", pch=19, type="p",
labels=nomes)

#corrplot(Model_PLSR_2, identify=TRUE, pch=19, type="p")

#points()
dev.off()

# Score Plot
scoreplot(Model PLSR_2, comps=1:2) # Parece haver dois grupos, um pouco influenciado

# pela componente 1 e outro pouco pela componente 2

# Predicdo do conjunto de Validacdo/Teste

# Medidas (R2 e RMSE) para RLMM
RLMM_Val_visc_R2 = cor(Y_val[, 1], predict(Model RLMM_2,
newdata=as.data.frame(X_val))[, 1] )*2
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RLMM_Val_visc_RMSE = sqrt(mean((Y_val[, 1]-predict(Model_RLMM _2,
newdata=as.data.frame(X_val))[, 1])*2))
RLMM_Val_mesp_R2 =cor(Y_vall, 2], predict(Model_RLMM_2,
newdata=as.data.frame(X_val))[, 2] )2
RLMM_Val_mesp_ RMSE = sqrt(mean((Y_val[, 2]-predict(Model RLMM_ 2,
newdata=as.data.frame(X_val))[, 2])*2))
# Medidas (R2 e RMSE) para PLSR
PLSR_Val_visc_R2 =cor(Y_val[, 1], predict(Model_PLSR_2, ncomp=2, newdata=X_val)[,1,]
)"2
PLSR_Val_visc_ RMSE = sgrt(mean((Y_val[, 1]-predict(Model PLSR_2, ncomp=2,
newdata=X_val)[,1,])"2))
PLSR_Val_mesp_R2 =cor(Y_val[, 2], predict(Model PLSR_2, ncomp=2, newdata=X_val)[,2,]
)"2
PLSR_Val_mesp_RMSE = sqrt(mean((Y_val[, 2]-predict(Model_PLSR_2, ncomp=2,
newdata=X_val)[,2,])"2))
# PredicOes para os modelos MMLR e PLSR
# tiff("Fig_Prediction_RLMMvsPLSR.tiff", height=8, width=8, units='in', res=960,
compression="Izw")
tiff("Fig_Prediction_RLMMvsPLSR.tiff", height=8, width=8, units='in', res=300,
compression="Izw")
par(mfrow=c(2,2))
# Viscosidade a 40 graus
plot(x=visc, y=predict(Model_RLMM_2)][, 1], xlim=c(0,14), ylim=c(0,14), pch=1,
xlab="Valores Medidos", ylab="Valores Preditos", main="Modelo RLMM \n
(Viscosidade Cinematica)")
points(x=Y_val[, 1], y=predict(Model RLMM_2, newdata=as.data.frame(X_val))[, 1],
col="black", pch=19)
abline(a=0, b=1, lty=2)
# legend(x="upleft", legend=c("Training data","Test data"), pch=c(1,19), bty="n")
text(0, 13, bquote(paste(R[Val]*2 == .(round(RLMM_Val_visc_R2,4)))), pos=4)
text(0, 12, bquote(paste(RMSE[Val]*2 == .(round(RLMM_Val_visc_RMSE,4)))), pos=4)
# Massa Especifica a 40 graus
plot(x=mesp, y=predict(Model_RLMM_2)[, 2], xlim=c(0.82,0.92), ylim=c(0.82,0.92), pch=1,
xlab="Valores Medidos", ylab="Valores Preditos", main="Modelo RLMM \n (Massa
Especifica)")
points(x=Y_val[, 2], y=predict(Model_RLMM_2, newdata=as.data.frame(X_val))[, 2],
col="black", pch=19)
abline(a=0, b=1, lty=2)
# legend(x="upleft", legend=c("Training data","Test data"), pch=c(1,19), bty="n")
text(0.82, 0.91, bquote(paste(R[Val]*2 == .(round(RLMM_Val_mesp_R2,4)))), pos=4)
text(0.82, 0.90, bquote(paste(RMSE[Val]*2 == .(round(RLMM_Val_mesp_RMSE,4)))), pos=4)
# PLSR #
# Viscosidade a 40 graus
plot(x=visc, y=predict(Model_PLSR_2, ncomp=2)[,1,], xlim=c(0,14), ylim=c(0,14), pch=1,
xlab="Valores Medidos", ylab="Valores Preditos", main="Modelo PLSR \n (Viscosidade
Cinematica)")
points(x=Y_val[, 1], y=predict(Model_PLSR_2, ncomp=2, newdata=X_val)[,1,], col="black",
pch=19)
abline(a=0, b=1, lty=2)
# legend(x="upleft", legend=c("Training data","Test data"), pch=c(1,19), bty="n")
text(0, 13, bquote(paste(R[Val]*2 == .(round(PLSR_Val_visc_R2,4)))), pos=4)
text(0, 12, bquote(paste(RMSE[Val]*2 == .(round(PLSR_Val_visc_RMSE,4)))), pos=4)
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# Massa Especifica a 40 graus
plot(x=mesp, y=predict(Model_PLSR_2, ncomp=2)[,2,], xlim=c(0.82,0.92), ylim=c(0.82,0.92),
pch=1,
xlab="Valores Medidos", ylab="Valores Preditos", main=" Modelo PLSR \n (Massa
Especifica)")
points(x=Y_vall[, 2], y=predict(Model_PLSR_2, ncomp=2, newdata=X_val)[,2,], col="black",
pch=19)
abline(a=0, b=1, lty=2)
# legend(x="upleft", legend=c("Training data","Test data"), pch=c(1,19), bty="n")
text(0.82, 0.91, bquote(paste(R[Val]*2 == .(round(PLSR_Val_mesp_R2,4)))), pos=4)
text(0.82, 0.90, bquote(paste(RMSE[Val]*2 == .(round(PLSR_Val_mesp_RMSE,4)))), pos=4)
# Legenda
#par(mfrow=c(1,1)
# legend(x="center", legend=c("Training data","Test data"), pch=c(1,19), horiz=TRUE, cex=0.7,
bty="n", xpd=NA)
dev.off()
# Histograma dos Residuos do modelo
tiff("Fig_HistResiduals_RLMMvsPLSR.tiff", height=8, width=8, units='in', res=960,
compression="Izw")
par(mfrow=c(2,2))
# RLMM #
# Viscosidade a 40 graus
xx = visc - predict(Model_RLMM_2)][, 1]
hist(xx, main="Modelo RLMM \n (Viscosidade Cinematica)")## Massa Especifica a 40 graus
XX = mesp - predict(Model_RLMM_2)[, 2]
hist(xx, main="Modelo RLMM \n (Massa Especifica)")
# PLSR #
# Viscosidade a 40 graus
xx = visc - predict(Model_PLSR_2, ncomp=2)[,1,]
hist(xx, main="Modelo PLSR \n (Viscosidade Cinematica)")
# Massa Especifica a 40 graus
XX = mesp - predict(Model_PLSR_2, ncomp=2)[,2,]
hist(xx, main="Modelo PLSR \n (Massa Especifica)") dev.off()
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ANEXO 6 - ESTUDO DE QUANTIFICAGAO - SCRIPT SOFTWARE R

## Definir diretdrio
setwd("C:\\ Definir pasta dos arquivos")
## Carregar Pacotes
library(RColorBrewer)
library(stringi)
library(reshape2)
library(gplots)## Carregar Funcoes
# Carregar funcdes
srt <- function(x) ((4*sd(x)*5)/(3*length(x)))*(1/5)
col2alpha <- function(col, alpha) { col_rgb <- col2rgb(col)/255 rgb(col_rgb[1], col_rgb[2],
col_rgb[3], alpha=alpha)}
# 1 - Fontes de Incertezas
# Graficos de Barras #
# Carregar dados
dados_incerteza <- read.table("dados_incerteza port.txt", sep="\t", dec=".", header=TRUE)
# Definindo o vetor de origens de biodiesel (4 - Soja, Coco, Canola, Crambe)
biodiesel <- unique(dados_incerteza$Oleo)
for(i in 1:length(biodiesel))
{#i=1
dados0 <- dados_incerteza[which(dados_incertezaSOil==biodiesell[i]), ]
U_source <- c(expression("I"[C19], "I"[eb], "C"[C19], "EIR"[e]))
dados1 <- reshape2::dcast(dadosO[, -1], U_source ~ Ester)
dados2 <- as.matrix( t(t(dados1][, -1])/colSums(dados1[, -1])) )*100
rownames(dados2) <- dados1], 1]
plot_color <- RColorBrewer::brewer.pal(length(rownames(dados2)), "Blues") #blues9[4:7]
#plot_name <- paste("Fontes de incerteza", biodiesell[i], ".png", sep="")
#png(plot_name, width=8, height=6, units="in", res=200)
plot_name <- paste("Fontes de incerteza ", biodiesel[i], ".tiff", sep="")
tiff(plot_name, height=8, width=8, units='in', res=300, compression="Izw")
bb <- barplot(dados2, main="", horiz=TRUE, beside=TRUE,
border="white", col=plot_color,
xlim=c(0, 100), xlab="(%)", ylab="Ester metilico",
legend=U_source,
args.legend=list(bty="n", border="white", x="right"))
title(paste("Fontes de incerteza", "\n ", biodiesel[i], sep=""))
text(x=dados2+3, bb, xpd=TRUE, cex=0.7, labels=round(dados2, digits=2))
dev.off()}
# PADRONIZACAO DOS DADOS #
# Origens utilizadas
biodiesel <- ¢("Canola port", "Coco port", "Crambe port", "Soja port")
for(i in 1:length(biodiesel))
{#i=1
# Carregar dados
dadosO <- read.table(paste(biodiesel[i], ".txt", sep=""), header=TRUE, sep="\t", dec=",")
metodos <- sort( unique(dados0SMetodo) )
esters <- unique(dados0SEster)
dados0Suz <- dados05z <- NA
# Padronizando as variaveis
for(j in 1:length(metodos))
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{#j=1
dados1 <- dadosO[which(dadosOSMetodo==metodos][j]), ]
# Calculando media e desvio
media <- mean(dados15x)
desvio <- sd(dados15x)
# Padronizando as medicoes (x)
dados0Sz[which(dadosOSMetodo==metodos[j])] <- (dados1Sx-media)/desvio
# Padronizando as incertezas (metodo Delta)
dados0Suz[which(dadosOSMetodo==metodos[j])] <- dados1Sux/desvio}
# Salvando a tabela
name_table <- paste(biodiesel[i], " _padronizados.txt", sep="")
write.table(dadosO, file=name_table, row.names=FALSE, quote=FALSE, sep="\t", dec=".") }
# Cl plots dos dados padronizados (metodo delta)
# Origens utilizadas
biodiesel <- ¢("Canola", "Cbéco", "Crambe", "Soja")
#dados_L <- list()
for(i in 1:length(biodiesel))
{#i=1
# Carregar os dados
dados0 <- read.table(paste(biodiesel[i], " port_padronizados.txt", sep=""), header=TRUE,
sep="\t", dec=".")
metodos <- sort( unique(dados0$Metodo) )
esters <- unique(dadosOSEster)
m1 <- subset(dados0, Metodo=="ESI-EM")
m2 <- subset(dados0, Metodo=="CG-EM")
m3 <- subset(dados0, Metodo=="CG-DIC")
plot_colors <- c("#619CFF", "#F8766D", "#00BA38")
plot_name <- paste("Cl-plot port_", biodiesell[i], ".tiff", sep="")
tiff(plot_name, height=8, width=8, units='in', res=300, compression="Izw")
xx <- L:length(m1S$z)
plotCl(y=m1Sz, x=xx, uiw=2*m1Suz, pch=16, gap=0.1, col=plot_colors[1], xlim=c(1-0.33,
xx[length(xx)]+1-0.33), axes=FALSE, #yaxt="n", xaxt="n"
main="", xlab="Ester metilico", ylab="Valor padronizado")
plotCl(y=m25z, x=xx+0.33, uiw=2*m2Suz, pch=16, gap=0.1, col=plot_colors[2], add=TRUE)
plotCl(y=m35z, x=xx+0.66, uiw=2*m3Suz, pch=16, gap=0.1, col=plot_colors[3], add=TRUE)
axis(1, at=xx+0.33, labels=esters, cex=0.8)
axis(2)
title(biodiesel[i])
leg_position <- ifelse(biodiesel[i]=="Co6co", "topright","topleft")  # corrigir legenda para o
coco
legend(leg_position, legend=c("ESI-EM", "CG-EM", "CG-DIC"), col=plot_colors,
text.col=plot_colors, pch=16, bty="n")
dev.off() }
# GRAFICO DE KERNEL COM INTERVALO DE CONFIANCA PARA OS DADOS PADRONIZADOS
# Origens utilizadas
biodiesel <- ¢c("Canola", "Céco", "Crambe", "Soja")
# Cores (ordenadas de acordo com os metodos)
plot_colors <- c("#00BA38", "#F8766D", "#619CFF")
for(i in 1:length(biodiesel))
{#i=1
dados0 <- read.table(paste(biodiesel[i], " port_padronizados.txt", sep=""), header=TRUE,
sep="\t", dec=".")
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metodos <- sort( unique(dados0$Metodo) )
CORTE <-10
nboot <-10000
dados_L <- list()
for(j in 1:length(metodos))
{#j=1
dadosl <- dadosO[which(dadosOSMetodo==metodos]j]), ]
h <- srt(dados15z)
fit_kernel <- density(dados15z, bw=h) # kernel para dados padronizados
# Bootstrap
bootsamples0 <- replicate(nboot, {
xx <- sample(dados1$z, replace=TRUE)
density(xx, bw=h, from=min(fit_kernel$Sx), to=max(fit_kernelSx))Sy })
# bootsamples <- bootsamplesO[ , which(apply(abs(bootsamplesO-fit_kernelSy), 2, sum) < CORTE)] #
COM o "corte"
lim_kernel <- apply(bootsamples, 1, quantile, ¢(0.025, 0.975) )
# Salvando os limites de confianca
dados_L[[j]] <- data.frame(x=fit_kernelSx, y=fit_kernelSy, LI=lim_kernel[1, ],
LS=lim_kernel[2,]) }
# Grafico Kernel com ESI-EM E CG-EM
plot_name <- paste("Kernel port Cl_", biodiesel[i], ".tiff", sep="")
tiff(plot_name, height=8, width=8, units='in', res=300, compression="Izw")
plot(dados_L[[3]]1Sx, dados_L[[3]]SY,
ylim=c(0, max(c(dados_L[[1]]SLS, dados_L[[2]]SLSdados_L[[3]]SLS))),
type="1", lwd=2, col=plot_colors[3], axes=FALSE,
xlab="Valores padronizados", ylab="Densidade", main="")
axis(1)
axis(2)
title(biodiesel[i])
# polygon( c(dados_L[[1]]Sx, rev(dados_L[[1]]$x)),
# c(dados_L[[1]]SLI, rev(dados_L[[1]]SLS)),
# col=col2alpha(plot_colors[1], 0.5), border=F)
polygon( c(dados_L[[2]]$x, rev(dados_L[[2]]Sx)),
c(dados_L[[2]]SLI, rev(dados_L[[2]]SLS)),
col=col2alpha(plot_colors[2], 0.5), border=F)
polygon( c(dados_L[[3]]$x, rev(dados_L[[3]]Sx)),
c(dados_L[[3]]SLI, rev(dados_L[[3]]SLS)),
col=col2alpha(plot_colors[3], 0.5), border=F)
legend("topleft", legend=as.character(metodos)[c(2, 3)], pch=16, bty="n",
col=plot_colors[c(2, 3)], text.col=plot_colors[c(2, 3)])
dev.off()
# TESTE DE HIPITESES (KRUSKALL E FLIGNER)
# Origens utilizadas
biodiesel <- ¢("Canola", "Céco", "Crambe", "Soja")
# Cores (ordenadas de acordo com os metodos)
plot_colors <- c("#00BA38", "#F8766D", "#619CFF")
RES <- data.frame()
for(i in 1:length(biodiesel))
{#i=1
dados0 <- read.table(paste(biodiesel[i], " port_padronizados.txt", sep=""),
header=TRUE, sep="\t", dec=".")
metodos <- sort( unique(dados0SMetodo) )
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pval_kruskal <- kruskal.test(z~Metodo, data=dados0)Sp.value # Kruskal-Wallis
pval_fligner <- fligner.test(z~*Metodo, data=dados0)Sp.value # Fligner-Killeen
tab_result <- data.frame(Test=c("Kruskal-Wallis","Fligner-Killeen"),
Pvalue=c(pval_kruskal, pval_fligner))

RES <- rbind(RES, tab_result)}

name_table <- paste("Tab_", "testes", ".txt", sep="")
write.table(data.frame(Biodiesel=rep(biodiesel, each=2), RES), file=name_table,
row.names=FALSE, quote=FALSE, sep="\t", dec=".")



ANEXO 7 — ESTUDO DE QUANTIFICAGAO - INCERTEZA DA EIR

Eficiéncia de ionizacao relativa (EIR) do C10:0

Concentragdo Concentracdo Intensidade Intensidade
C10:0 C19:0 C10:0 C19:0
VALOR 2,90E-01 2,42E-01 1,45E+06 1,15E+07
Incerteza padréo 3,02E-04 2,75E-04 1,20E+05 9,20E+05
C(D2) 2,90E-01 2,91E-01 2,90E-01 2,90E-01 2,90E-01
C(PI) 2,42E-01  2,42E-01 2,43E-01 2,42E-01 2,42E-01
Int (D2) 1,45E+06 1,45E+06 1,45E+06 1,57E+06 1,45E+06
Int (PI) 1,15e+07 1,15E+07 1,15E+07 1,15E+07 1,25E+07
EIR 1,05E-01 1,05E-01 1,05E-01 1,13E-01 9,69E-02
u(y,xi) -1,09E-04 1,19E-04 8,66E-03 -7,74E-03
u(y)2, u(y,xi)2 1,35E-04 1,19E-08 1,41E-08 7,50E-05 5,99E-05
u(EIR) 0,012
Eficiéncia de ionizacéo relativa (EIR) do C12:0
Concentragdo Concentracdo Intensidade Intensidade
Ci12:0 C19:0 Ci12:0 C19:0
VALOR 2,87E-01 2,42E-01 1,82E+06 1,15E+07
Incerteza padrdo 3,01E-04 2,75E-04 3,23E+05 9,20E+05
C(D2) 2,87E-01  2,88E-01 2,87E-01 2,87E-01 2,87E-01
C(PI) 2,42E-01 2,42E-01 2,43E-01 2,42E-01 2,42E-01
Int (D2) 1,82E+06 1,82E+06 1,82E+06 2,15E+06 1,82E+06
Int (P1) 1,15e+07 1,15E+07 1,15E+07 1,15E+07 1,25E+07
EIR 1,33E-01 1,33E-01 1,34E-01 1,57E-01 1,23E-01
u(y,xi) -1,39E-04 1,51E-04 2,36E-02 -9,86E-03
u(y)2, u(y,xi)2 6,56E-04  1,94E-08 2,29E-08 5,59E-04 9,72E-05
u(EIR) 0,026
Eficiéncia de ionizacao relativa (EIR) do C14:.0
Concentragdo Concentracdo Intensidade Intensidade
C14:0 C19:0 C14:0 C19:0
VALOR 3,51E-01 2,42E-01 5,45E+06 1,15E+07
Incerteza padréo 3,39E-04 2,75E-04 7,26E+05 9,20E+05
C(D2) 3,51E-01  3,51E-01 3,51E-01 3,51E-01 3,51E-01
C(PI) 2,42E-01  2,42E-01 2,43E-01 2,42E-01 2,42E-01
Int (D2) 5,45E+06 5,45E+06 5,45E+06 6,18E+06 5,45E+06
Int (PI) 1,15e+07 1,15E+07 1,15E+07 1,15E+07 1,25E+07
EIR 3,27E-01  3,26E-01 3,27E-01 3,70E-01 3,03E-01
u(y,xi) -3,16E-04 3,71E-04 4,35E-02 -2,42E-02
u(y)2, u(y,xi)2 2,48E-03  9,98E-08 1,37E-07 1,89E-03 5,83E-04

u(EIR) 0,050
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Eficiéncia de ionizacéo relativa (EIR) do C16:0

Concentragdo Concentracdo Intensidade Intensidade

C16:0 C19:0 C16:0 C19:0
VALOR 2,54E-01 2,42E-01 7,18E+06 1,15E+07
Incerteza padréo 2,82E-04 2,75E-04 7,89E+05 9,20E+05
C(D2) 2,54E-01 2,55E-01 2,54E-01 2,54E-01 2,54E-01
C(PI) 2,42E-01  2,42E-01 2,43E-01 2,42E-01 2,42E-01
Int (D2) 7,18E+06  7,18E+06 7,18E+06 7,97E+06 7,18E+06
Int (PI) 1,15e+07 1,15E+07 1,15E+07 1,15E+07 1,25E+07
EIR 5,93E-01  5,93E-01 5,94E-01 6,59E-01 5,49E-01
u(y,xi) -6,56E-04 6,73E-04 6,52E-02 -4,39E-02
u(y)2, u(y,xi)2 6,17E-03  4,31E-07 4,53E-07 4,25E-03 1,92E-03

u(EIR) 0,079

Eficiéncia de ionizacao relativa (EIR) do C16:1

Concentragdo Concentracdo Intensidade Intensidade

Cl6:1 C19:0 Cl6:1 C19:0
VALOR 2,87E-01 2,42E-01 1,59E+07 1,15E+07
Incerteza padrao 3,00E-04 2,75E-04 1,14E+06 9,20E+05
C(D2) 2,87E-01  2,87E-01 2,87E-01 2,87E-01 2,87E-01
C(PI) 2,42E-01  2,42E-01 2,43E-01 2,42E-01 2,42E-01
Int (D2) 1,59E+07 1,59E+07 1,59E+07 1,70E+07 1,59E+07
Int (PI) 1,15E+07 1,15E+07 1,15E+07 1,15E+07 1,25E+07
EIR 1,16E+00 1,16E+00 1,17E+00 1,25E+00 1,08E+00
u(y,xi) -1,22E-03 1,32E-03 8,34E-02 -8,60E-02
u(y)2, u(y,xi)2 1,44E-02  1,48E-06 1,74E-06 6,95E-03 7,40E-03

UEIR) 0,12

Eficiéncia de ionizacéo relativa (EIR) do C18:0

Concentragdo Concentracdo Intensidade Intensidade

C18:0 C19:0 C18:0 C19:0
VALOR 2,64E-01 2,42E-01 1,20E+07 1,15E+07
Incerteza padréo 2,87E-04 2,75E-04 9,98E+05 9,20E+05
C(D2) 2,64E-01 2,64E-01 2,64E-01 2,64E-01 2,64E-01
C(PI) 2,42E-01  2,42E-01 2,43E-01 2,42E-01 2,42E-01
Int (D2) 1,20E+07 1,20E+07 1,20E+07 1,29E+07 1,20E+07
Int (PI) 1,15e+07 1,15E+07 1,15E+07 1,15E+07 1,25E+07
EIR 9,52E-01 9,51E-01 9,53E-01 1,03E+00 8,81E-01
u(y,xi) -1,03E-03 1,08E-03 7,95E-02 -7,04E-02
u(y)2, u(y,xi)2 1,13E-02 1,07E-06 1,17E-06 6,32E-03 4,95E-03

u(EIR) 0,11




Eficiéncia de ionizacéo relativa (EIR) do C18:1

Concentragdo Concentracdo Intensidade Intensidade
Ci18:1 C19:0 C18:1 C19:0
VALOR 2,85E-01 2,42E-01 2,43E+07 1,15E+07
Incerteza padréo 2,99E-04 2,75E-04 9,62E+05 9,20E+05
C(D2) 2,85E-01  2,85E-01 2,85E-01 2,85E-01 2,85E-01
C(PI) 2,42E-01  2,42E-01 2,43E-01 2,42E-01 2,42E-01
Int (D2) 2,43E+07  2,43E+07 2,43E+07 2,53E+07 2,43E+07
Int (P1) 1,15E+07 1,15E+07 1,15E+07 1,15E+07 1,25E+07
EIR 1,79E+00 1,79E+00 1,80E+00 1,87E+00 1,66E+00
u(y,xi) -1,88E-03 2,04E-03 7,10E-02 -1,33E-01
u(y)2, u(y,xi)2 2,27E-02  3,54E-06 4,15E-06 5,04E-03 1,76E-02
u(EIR) 0,15
Eficiéncia de ionizacao relativa (EIR) do C18:2
Concentragdo Concentracdo Intensidade Intensidade
Cc18:2 C19:0 C18:2 C19:0
VALOR 2,85E-01 2,42E-01 2,90E+07 1,15E+07
Incerteza padrao 2,99E-04 2,75E-04 2,82E+05 9,20E+05
C(D2) 2,85E-01  2,85E-01 2,85E-01 2,85E-01 2,85E-01
C(PI) 2,42E-01  2,42E-01 2,43E-01 2,42E-01 2,42E-01
Int (D2) 2,90E+07 2,90E+07 2,90E+07 2,93E+07 2,90E+07
Int (PI) 1,15e+07 1,15E+07 1,15E+07 1,15E+07 1,25E+07
EIR 2,14E+00 2,14E+00 2,14E+00 2,16E+00 1,98E+00
u(y,xi) -2,25E-03 2,43E-03 2,08E-02 -1,58E-01
u(y)2, u(y,xi)2 2,55E-02  5,05E-06 5,91E-06 4,34E-04 2,51E-02
u(EIR) 0,16
Eficiéncia de ionizacéo relativa (EIR) do C18:3
Concentragdo Concentracdo Intensidade Intensidade
C18:3 C19:0 C18:3 C19:0
VALOR 3,07E-01 2,42E-01 2,54E+07 1,15E+07
Incerteza padréo 3,12E-04 2,75E-04 5,94E+05 9,20E+05
C(D2) 3,07E-01  3,07E-01 3,07E-01 3,07E-01 3,07E-01
C(PI) 2,42E-01  2,42E-01 2,43E-01 2,42E-01 2,42E-01
Int (D2) 2,54E+07  2,54E+07 2,54E+07 2,60E+07 2,54E+07
Int (P1) 1,15E+07 1,15E+07 1,15E+07 1,15E+07 1,25E+07
EIR 1,74E+00 1,74E+00 1,74E+00 1,78E+00 1,61E+00
u(y,xi) -1,77E-03 1,98E-03 4,07E-02 -1,29E-01
u(y)2, u(y,xi)2 1,83E-02 3,14E-06 3,91E-06 1,66E-03 1,66E-02
u(EIR) 0,14

115



116

Eficiéncia de ionizacdo relativa (EIR) do C22:0

Concentragdo Concentracdo Intensidade Intensidade
C22:0 C19:0 C22:0 C19:0

VALOR 1,82E-01 2,42E-01 1,45E+07 1,15E+07
Incerteza padréo 2,45E-04 2,75E-04 6,28E+05 9,20E+05
C(D2) 1,82E-01 1,82E-01 1,82E-01 1,82E-01 1,82E-01
C(PI) 2,42E-01  2,42E-01 2,43E-01 2,42E-01 2,42E-01
Int (D2) 1,45E+07 1,45E+07 1,45E+07 1,52E+07 1,45E+07
Int (P1) 1,15E+07 1,15E+07 1,15E+07 1,15E+07 1,25E+07
EIR 1,68E+00 1,68E+00 1,68E+00 1,75E+00 1,55E+00
u(y,xi) -2,25E-03 1,90E-03 7,25E-02 -1,24E-01
u(y)2, u(y,xi)2 2,07E-02  5,08E-06 3,63E-06 5,26E-03 1,54E-02
u(EIR) 0,14
Eficiéncia de ionizacao relativa (EIR) do C22:1

Concentragdo Concentracdo Intensidade Intensidade

Cc22:1 C19:0 C22:1 C19:0

VALOR 2,43E-01 2,42E-01 3,84E+07 1,15E+07
Incerteza padrao 2,75E-04 2,75E-04 3,11E+05 9,20E+05
C(D2) 2,43E-01  2,43E-01 2,43E-01 2,43E-01 2,43E-01
C(PI) 2,42E-01  2,42E-01 2,43E-01 2,42E-01 2,42E-01
Int (D2) 3,84E+07  3,84E+07 3,84E+07 3,87E+07 3,84E+07
Int (PI) 1,15e+07 1,15E+07 1,15E+07 1,15E+07 1,25E+07
EIR 3,33E+00 3,32E+00 3,33E+00 3,35E+00 3,08E+00
u(y,xi) -3,77E-03 3,77E-03 2,69E-02 -2,46E-01
u(y)2, u(y,xi)2 6,12E-02  1,42E-05 1,42E-05 7,24E-04 6,05E-02
u(EIR) 0,25




ANEXO 8 — ESTUDO DE QUANTIFICAGAO - INCERTEZAS FINAIS
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SOJA
C16:0 EIR Conc. C19:0 Intensidade C16:0 Intensidade C19:0
VALOR 5,93E-01 3,42E-01 2,78E+06 4,58E+07
INCERTEZA 7,86E-02 3,56E-04 7,11E+04 4,72E+05
EIR 5,93E-01 6,72E-01 5,93E-01 5,93E-01 5,93E-01
Conc. C19:0 3,42E-01 3,42E-01 3,42E-01 3,42E-01 3,42E-01
Intensidade C16:0 2,78E+06 2,78E+06 2,78E+06 2,85E+06 2,78E+06
Intensidade C19:0 4,58E+07 4,58E+07 4,58E+07 4,58E+07 4,63E+07
Cfinal 3,50E-02 3,09E-02 3,50E-02 3,59E-02 3,46E-02
u(y,xi) -4,09E-03 3,64E-05 8,95E-04 -3,56E-04
u(y)2, uly,xi)2 1,77E-05 1,67E-05 1,33E-09 8,01E-07 1,27E-07
u(C) 4,20E-03
u(c) 0,0084
C18:0 EIR Conc. C19:0 Intensidade C18:0 Intensidade C19:0
VALOR 9,52E-01 3,42E-01 4,05E+05 4,58E+07
INCERTEZA 1,06E-01 3,56E-04 3,46E+03 4,72E+05
EIR 9,52E-01 1,06E+00 9,52E-01 9,52E-01 9,52E-01
Conc. C19:0 3,42E-01 3,42E-01 3,42E-01 3,42E-01 3,42E-01
Intensidade C18:0 4,05E+05 4,05E+05 4,05E+05 4,08E+05 4,05E+05
Intensidade C19:0 4,58E+07 4,58E+07 4,58E+07 4,58E+07 4,63E+07
Cfinal 3,18E-03 2,86E-03 3,18E-03 3,20E-03 3,14E-03
u(y,xi) -3,19E-04 3,31E-06 2,71E-05 -3,24E-05
u(y)2, u(y,xi)2 1,03E-07 1,02E-07 1,10E-11 7,36E-10 1,05E-09
u(C) 3,22E-04
u(C) 0,00064
C18:1 EIR Conc. C19:0 Intensidade C18:1 Intensidade C19:0
VALOR 1,79E+00 3,42E-01 2,70E+07 4,58E+07
INCERTEZA 1,51E-01 3,56E-04 1,04E+06 4,72E+05
EIR 1,79E+00 1,95E+00 1,79E+00 1,79E+00 1,79E+00
Conc. C19:0 3,42E-01 3,42E-01 3,42E-01 3,42E-01 3,42E-01
Intensidade C18:1 2,70E+07 2,70E+07 2,70E+07 2,81E+07 2,70E+07
Intensidade C19:0 4,58E+07 4,58E+07 4,58E+07 4,58E+07 4,63E+07
Cfinal 1,12E-01 1,04E-01 1,12E-01 1,17E-01 1,11E-01
u(y,xi) -8,69E-03 1,17E-04 4,31E-03 -1,15E-03
u(y)2, uly,xi)2 9,55E-05 7,56E-05 1,37E-08 1,86E-05 1,31E-06
u(C) 9,77E-03
u(c) 0,020
C18:2 EIR Conc. C19:0 Intensidade C18:2 Intensidade C19:0
VALOR 2,14E+00 3,42E-01 7,41E+07 4,58E+07
INCERTEZA 1,60E-01 3,56E-04 3,44E+06 4,72E+05
EIR 2,14E+00 2,30E+00 2,14E+00 2,14E+00 2,14E+00
Conc. C19:0 3,42E-01 3,42E-01 3,42E-01 3,42E-01 3,42E-01
Intensidade C18:2 7,41E+07 7,41E+07 7,41E+07 7,76E+07 7,41E+07
Intensidade C19:0 4,58E+07 4,58E+07 4,58E+07 4,58E+07 4,63E+07
Cfinal 2,58E-01 2,40E-01 2,59E-01 2,70E-01 2,56E-01
u(y,xi) -1,79E-02 2,69E-04 1,20E-02 -2,63E-03
u(y)2, uly,xi)2 4,72E-04 3,22E-04 7,25E-08 1,44E-04 6,94E-06
u(C) 2,17E-02
u(c) 0,043
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C18:3 EIR Conc. C19:0 Intensidade C18:3 Intensidade C19:0
VALOR 1,74E+00 3,42E-01 9,56E+06 4,58E+07
INCERTEZA 1,35E-01 3,56E-04 4,69E+05 4,72E+05
EIR 1,74E+00 1,88E+00 1,74E+00 1,74E+00 1,74E+00
Conc. C19:0 3,42E-01 3,42E-01 3,42E-01 3,42E-01 3,42E-01
Intensidade C18:3 9,56E+06 9,56E+06 9,56E+06 1,00E+07 9,56E+06
Intensidade C19:0 4,58E+07 4,58E+07 4,58E+07 4,58E+07 4,63E+07
Cfinal 4,10E-02 3,80E-02 4,10E-02 4,30E-02 4,06E-02
u(y,xi) -2,95E-03 4,27E-05 2,01E-03 -4,18E-04
uly)2, uly,xi)2 1,29E-05 8,70E-06 1,82E-09 4,04E-06 1,74E-07
u(C) 3,59E-03
u(c) 0,0072

CANOLA
C14:0 EIR Conc. C19:0 Intensidade C14:0 Intensidade C19:0
VALOR 3,27E-01 3,50E-01 1,55E+05 4,69E+07
INCERTEZA 4,98E-02 3,52E-04 1,18E+04 1,53E+06
EIR 3,27E-01 3,76E-01 3,27E-01 3,27E-01 3,27E-01
Conc. C19:0 3,50E-01 3,50E-01 3,51E-01 3,50E-01 3,50E-01
Intensidade C14:0 1,55E+05 1,55E+05 1,55E+05 1,66E+05 1,55E+05
Intensidade C19:0 4,69E+07 4,69E+07 4,69E+07 4,69E+07 4,84E+07
Cfinal 3,54E-03 3,07E-03 3,54E-03 3,81E-03 3,42E-03
u(y,xi) -4,67E-04 3,56E-06 2,70E-04 -1,12E-04
u(y)2, ufy,xi)2 3,04E-07 2,18E-07 1,26E-11 7,27E-08 1,25E-08
u(C) 5,51E-04
u(C) 0,0011
C16:0 EIR Conc. C19:0 Intensidade C16:0 Intensidade C19:0
VALOR 5,93E-01 3,50E-01 1,77E+06 4,69E+07
INCERTEZA 7,86E-02 3,52E-04 3,41E+04 1,53E+06
EIR 5,93E-01 6,72E-01 5,93E-01 5,93E-01 5,93E-01
Conc. C19:0 3,50E-01 3,50E-01 3,51E-01 3,50E-01 3,50E-01
Intensidade C16:0 1,77E+06 1,77E+06 1,77E+06 1,80E+06 1,77E+06
Intensidade C19:0 4,69E+07 4,69E+07 4,69E+07 4,69E+07 4,84E+07
Cfinal 2,23E-02 1,97E-02 2,23E-02 2,27E-02 2,16E-02
u(y,xi) -2,61E-03 2,24E-05 4,29E-04 -7,05E-04
uly)2, uly,xi)2 7,48E-06 6,80E-06 5,03E-10 1,84E-07 4,97E-07
u(C) 2,74E-03
u(C) 0,0055
C18:0 EIR Conc. C19:0 Intensidade C18:0 Intensidade C19:0
VALOR 9,52E-01 3,50E-01 4,46E+05 4,69E+07
INCERTEZA 1,06E-01 3,52E-04 2,25E+04 1,53E+06
EIR 9,52E-01 1,06E+00 9,52E-01 9,52E-01 9,52E-01
Conc. C19:0 3,50E-01 3,50E-01 3,51E-01 3,50E-01 3,50E-01
Intensidade C18:0 4,46E+05 4,46E+05 4,46E+05 4,69E+05 4,46E+05
Intensidade C19:0 4,69E+07 4,69E+07 4,69E+07 4,69E+07 4,84E+07
Cfinal 3,50E-03 3,15E-03 3,51E-03 3,68E-03 3,39E-03
u(y,xi) -3,52E-04 3,52E-06 1,77E-04 -1,11E-04
u(y)2, ufy,xi)2 1,67E-07 1,24E-07 1,24E-11 3,14E-08 1,23E-08
u(C) 4,09E-04
u(c) 0,00082
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C18:1 EIR Conc. C19:0 Intensidade C18:1 Intensidade C19:0
VALOR 1,79E+00 3,50E-01 5,80E+07 4,69E+07
INCERTEZA 1,51E-01 3,52E-04 1,19E+06 1,53E+06
EIR 1,79E+00 1,95E+00 1,79E+00 1,79E+00 1,79E+00
Conc. C19:0 3,50E-01 3,50E-01 3,51E-01 3,50E-01 3,50E-01
Intensidade C18:1 5,80E+07 5,80E+07 5,80E+07 5,92E+07 5,80E+07
Intensidade C19:0 4,69E+07 4,69E+07 4,69E+07 4,69E+07 4,84E+07
Cfinal 2,42E-01 2,23E-01 2,42E-01 2,47E-01 2,34E-01
u(y,xi) -1,87E-02 2,43E-04 4,95E-03 -7,64E-03
u(y)2, u(y,xi)2 4,32E-04 3,50E-04 5,90E-08 2,45E-05 5,83E-05
u(C) 2,08E-02
u(c) 0,042
C18:2 EIR Conc. C19:0 Intensidade C18:2 Intensidade C19:0
VALOR 2,14E+00 3,50E-01 4,44E+07 4,69E+07
INCERTEZA 1,60E-01 3,52E-04 5,27E+05 1,53E+06
EIR 2,14E+00 2,30E+00 2,14E+00 2,14E+00 2,14E+00
Conc. C19:0 3,50E-01 3,50E-01 3,51E-01 3,50E-01 3,50E-01
Intensidade C18:2 4,44E+07 4,44E+07 4,44E+07 4,49E+07 4,44E+07
Intensidade C19:0 4,69E+07 4,69E+07 4,69E+07 4,69E+07 4,84E+07
Cfinal 1,55E-01 1,44E-01 1,55E-01 1,57E-01 1,50E-01
u(y,xi) -1,07E-02 1,56E-04 1,84E-03 -4,89E-03
u(y)2, uly,xi)2 1,43E-04 1,16E-04 2,42E-08 3,39E-06 2,39E-05
u(C) 1,20E-02
u(C) 0,024
C18:3 EIR Conc. C19:0 Intensidade C18:3 Intensidade C19:0
VALOR 1,74E+00 3,50E-01 1,09E+07 4,69E+07
INCERTEZA 1,35E-01 3,52E-04 1,95E+05 1,53E+06
EIR 1,74E+00 1,88E+00 1,74E+00 1,74E+00 1,74E+00
Conc. C19:0 3,50E-01 3,50E-01 3,51E-01 3,50E-01 3,50E-01
Intensidade C18:3 1,09E+07 1,09E+07 1,09E+07 1,10E+07 1,09E+07
Intensidade C19:0 4,69E+07 4,69E+07 4,69E+07 4,69E+07 4,84E+07
Cfinal 4,66E-02 4,32E-02 4,66E-02 4,74E-02 4,51E-02
u(y,xi) -3,35E-03 4,68E-05 8,38E-04 -1,47E-03
uy)2, uly,xi)2 1,41E-05 1,12E-05 2,19E-09 7,02E-07 2,16E-06
u(C) 3,75E-03
u(c) 0,0075

coco
C12:0 EIR Conc. C19:0 Intensidade C12:0 Intensidade C19:0
VALOR 1,33E-01 3,33E-01 5,81E+06 8,38E+07
INCERTEZA 2,56E-02 3,47E-04 9,84E+05 6,09E+06
EIR 1,33E-01 1,59E-01 1,33E-01 1,33E-01 1,33E-01
Conc. C19:0 3,33E-01 3,33E-01 3,34E-01 3,33E-01 3,33E-01
Intensidade C12:0 5,81E+06 5,81E+06 5,81E+06 6,79E+06 5,81E+06
Intensidade C19:0 8,38E+07 8,38E+07 8,38E+07 8,38E+07 8,99E+07
Cfinal 1,73E-01 1,45E-01 1,73E-01 2,03E-01 1,62E-01
u(y,xi) -2,79E-02 1,81E-04 2,94E-02 -1,17€-02
u(y)2, uly,xi)2 1,78E-03 7,79E-04 3,26E-08 8,62E-04 1,38E-04
u(C) 4,22E-02
u(c) 0,084
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C14:0 EIR Conc. C19:0 Intensidade C14:0 Intensidade C19:0
VALOR 3,27E-01 3,33E-01 5,55E+06 8,38E+07
INCERTEZA 4,98E-02 3,47E-04 7,28E+05 6,09E+06
EIR 3,27E-01 3,76E-01 3,27E-01 3,27E-01 3,27E-01
Conc. C19:0 3,33E-01 3,33E-01 3,34E-01 3,33E-01 3,33E-01
Intensidade C14:0 5,55E+06 5,55E+06 5,55E+06 6,28E+06 5,55E+06
Intensidade C19:0 8,38E+07 8,38E+07 8,38E+07 8,38E+07 8,99E+07
Cfinal 6,76E-02 5,87E-02 6,77E-02 7,65E-02 6,30E-02
u(y,xi) -8,94E-03 7,04E-05 8,86E-03 -4,58E-03
uly)2, uly,xi)2 1,79E-04 7,99E-05 4,96E-09 7,85E-05 2,10E-05
u(C) 1,34E-02

u(c) 0,027

C16:0 EIR Conc. C19:0 Intensidade C16:0 Intensidade C19:0
VALOR 5,93E-01 3,33E-01 4,01E+06 8,38E+07
INCERTEZA 7,86E-02 3,47E-04 3,68E+05 6,09E+06
EIR 5,93E-01 6,72E-01 5,93E-01 5,93E-01 5,93E-01
Conc. C19:0 3,33E-01 3,33E-01 3,34E-01 3,33E-01 3,33E-01
Intensidade C16:0 4,01E+06 4,01E+06 4,01E+06 4,38E+06 4,01E+06
Intensidade C19:0 8,38E+07 8,38E+07 8,38E+07 8,38E+07 8,99E+07
Cfinal 2,69E-02 2,38E-02 2,69E-02 2,94E-02 2,51E-02
u(y,xi) -3,15E-03 2,80E-05 2,47E-03 -1,82E-03
u(y)2, ufy,xi)2 1,93E-05 9,90E-06 7,86E-10 6,08E-06 3,32E-06
u(C) 4,39E-03

u(c) 0,0088

C18:0 EIR Conc. C19:0 Intensidade C18:0 Intensidade C19:0
VALOR 9,52E-01 3,33E-01 3,04E+06 8,38E+07
INCERTEZA 1,06E-01 3,47E-04 2,25E+05 6,09E+06
EIR 9,52E-01 1,06E+00 9,52E-01 9,52E-01 9,52E-01
Conc. C19:0 3,33E-01 3,33E-01 3,34E-01 3,33E-01 3,33E-01
Intensidade C18:0 3,04E+06 3,04E+06 3,04E+06 3,26E+06 3,04E+06
Intensidade C19:0 8,38E+07 8,38E+07 8,38E+07 8,38E+07 8,99E+07
Cfinal 1,27E-02 1,14E-02 1,27E-02 1,36E-02 1,18E-02
u(y,xi) -1,27E-03 1,32E-05 9,38E-04 -8,60E-04
uly)2, uly,xi)2 3,25E-06 1,63E-06 1,75E-10 8,81E-07 7,40E-07
u(C) 1,80E-03

u(c) 0,0036

C18:1 EIR Conc. C19:0 Intensidade C18:1 Intensidade C19:0
VALOR 1,79E+00 3,33E-01 1,27E+07 8,38E+07
INCERTEZA 1,51E-01 3,47E-04 9,18E+05 6,09E+06
EIR 1,794973226 1,95E+00 1,79E+00 1,79E+00 1,79E+00
Conc. C19:0 0,333406549 3,33E-01 3,34E-01 3,33E-01 3,33E-01
Intensidade C18:1 12730000 1,27E+07 1,27E+07 1,36E+07 1,27E+07
Intensidade C19:0 83806666,67 8,38E+07 8,38E+07 8,38E+07 8,99E+07
Cfinal 0,028214086 2,60E-02 2,82E-02 3,02E-02 2,63E-02
u(y,xi) -2,18E-03 2,94E-05 2,04E-03 -1,91E-03
u(y)2, ufy,xi)2 1,2556E-05 4,76E-06 8,64E-10 4,14E-06 3,65E-06
u(C) 0,003543447

u(c) 0,0071
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C18:2 EIR Conc. C19:0 Intensidade C18:2 Intensidade C19:0
VALOR 2,14E+00 3,33E-01 3,69E+06 8,38E+07
INCERTEZA 1,60E-01 3,47E-04 7,95E+04 6,09E+06
EIR 2,14E+00 2,30E+00 2,14E+00 2,14E+00 2,14E+00
Conc. C19:0 3,33E-01 3,33E-01 3,34E-01 3,33E-01 3,33E-01
Intensidade C18:2 3,69E+06 3,69E+06 3,69E+06 3,77E+06 3,69E+06
Intensidade C19:0 8,38E+07 8,38E+07 8,38E+07 8,38E+07 8,99E+07
Cfinal 6,85E-03 6,38E-03 6,86E-03 7,00E-03 6,39E-03
u(y,xi) -4,76E-04 7,14E-06 1,48E-04 -4,64E-04
u(y)2, uly,xi)2 4,63E-07 2,26E-07 5,10E-11 2,18E-08 2,15E-07
u(C) 6,81E-04

u(c) 0,0014

C18:3 EIR Conc. C19:0 Intensidade C18:3 Intensidade C19:0
VALOR 1,74E+00 3,33E-01 8,63E+05 8,38E+07
INCERTEZA 1,35E-01 3,47E-04 1,04E+04 6,09E+06
EIR 1,74E+00 1,88E+00 1,74E+00 1,74E+00 1,74E+00
Conc. C19:0 3,33E-01 3,33E-01 3,34E-01 3,33E-01 3,33E-01
Intensidade C18:3 8,63E+05 8,63E+05 8,63E+05 8,73E+05 8,63E+05
Intensidade C19:0 8,38E+07 8,38E+07 8,38E+07 8,38E+07 8,99E+07
Cfinal 1,97E-03 1,83E-03 1,97E-03 1,99E-03 1,84E-03
u(y,xi) -1,42E-04 2,05E-06 2,38E-05 -1,33E-04
u(y)2, uly,xi)2 3,85E-08 2,01E-08 4,21E-12 5,65E-10 1,78E-08
u(C) 1,96E-04

u(c) 0,00039

CRAMBE

C16:0 EIR Conc. C19:0 Intensidade C16:0 Intensidade C19:0
VALOR 5,93E-01 3,55E-01 8,40E+05 4,69E+07
INCERTEZA 7,86E-02 3,63E-04 2,20E+04 1,77E+05
EIR 5,93E-01 6,72E-01 5,93E-01 5,93E-01 5,93E-01
Conc. C19:0 3,55E-01 3,55E-01 3,55E-01 3,55E-01 3,55E-01
Intensidade C16:0 8,40E+05 8,40E+05 8,40E+05 8,62E+05 8,40E+05
Intensidade C19:0 4,69E+07 4,69E+07 4,69E+07 4,69E+07 4,71E+07
Cfinal 1,07E-02 9,46E-03 1,07E-02 1,10E-02 1,07E-02
u(y,xi) -1,25E-03 1,10E-05 2,80E-04 -4,02E-05
u(y)2, uly,xi)2 1,65E-06 1,57E-06 1,20E-10 7,85E-08 1,62E-09
u(C) 1,28E-03

u(c) 0,0026

C18:0 EIR Conc. C19:0 Intensidade C18:0 Intensidade C19:0
VALOR 9,52E-01 3,55E-01 2,05E+05 4,69E+07
INCERTEZA 1,06E-01 3,63E-04 1,08E+04 1,77E+05
EIR 9,52E-01 1,06E+00 9,52E-01 9,52E-01 9,52E-01
Conc. C19:0 3,55E-01 3,55E-01 3,55E-01 3,55E-01 3,55E-01
Intensidade C18:0 2,05E+05 2,05E+05 2,05E+05 2,16E+05 2,05E+05
Intensidade C19:0 4,69E+07 4,69E+07 4,69E+07 4,69E+07 4,71E+07
Cfinal 1,63E-03 1,47E-03 1,63E-03 1,71E-03 1,62E-03
u(y,xi) -1,63E-04 1,67E-06 8,57E-05 -6,11E-06
u(y)2, uly,xi)2 3,41E-08 2,67E-08 2,78E-12 7,35E-09 3,74E-11
u(C) 1,85E-04

u(c) 0,00037
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C18:1 EIR Conc. C19:0 Intensidade C18:1 Intensidade C19:0
VALOR 1,79E+00 3,55E-01 2,56E+07 4,69E+07
INCERTEZA 1,51E-01 3,63E-04 3,00E+05 1,77E+05
EIR 1,79E+00 1,95E+00 1,79E+00 1,79E+00 1,79E+00
Conc. C19:.0 3,55E-01 3,55E-01 3,55E-01 3,55E-01 3,55E-01
Intensidade C18:1 2,56E+07 2,56E+07 2,56E+07 2,59E+07 2,56E+07
Intensidade C19:0 4,69E+07 4,69E+07 4,69E+07 4,69E+07 4,71E+07
Cfinal 1,08E-01 9,94E-02 1,08E-01 1,09E-01 1,07E-01
u(y,xi) -8,34E-03 1,10E-04 1,26E-03 -4,04E-04
uly)2, uly,xi)2 7,12E-05 6,95E-05 1,22E-08 1,59E-06 1,64E-07
u(C) 0,008440628

u(c) 0,017

C18:2 EIR Conc. C19:0 Intensidade C18:2 Intensidade C19:0
VALOR 2,14E+00 3,55E-01 3,58E+07 4,69E+07
INCERTEZA 1,60E-01 3,63E-04 6,16E+05 1,77E+05
EIR 2,14E+00 2,30E+00 2,14E+00 2,14E+00 2,14E+00
Conc. C19:0 3,55E-01 3,55E-01 3,55E-01 3,55E-01 3,55E-01
Intensidade C18:2 3,58E+07 3,58E+07 3,58E+07 3,64E+07 3,58E+07
Intensidade C19:0 4,69E+07 4,69E+07 4,69E+07 4,69E+07 4,71E+07
Cfinal 1,26E-01 1,18E-01 1,26E-01 1,28E-01 1,26E-01
u(y,xi) -8,76E-03 1,29E-04 2,18E-03 -4,74E-04
u(y)2, ufy,xi)2 8,18E-05 7,68E-05 1,67E-08 4,73E-06 2,25E-07
u(C) 9,04E-03

u(c) 0,018

C18:3 EIR Conc. C19:0 Intensidade C18:3 Intensidade C19:0
VALOR 1,74E+00 3,55E-01 6,91E+06 4,69E+07
INCERTEZA 1,35E-01 3,63E-04 1,20E+05 1,77E+05
EIR 1,74E+00 1,88E+00 1,74E+00 1,74E+00 1,74E+00
Conc. C19:0 3,55E-01 3,55E-01 3,55E-01 3,55E-01 3,55E-01
Intensidade C18:3 6,91E+06 6,91E+06 6,91E+06 7,03E+06 6,91E+06
Intensidade C19:0 4,69E+07 4,69E+07 4,69E+07 4,69E+07 4,71E+07
Cfinal 3,00E-02 2,78E-02 3,00E-02 3,05E-02 2,99E-02
u(y,xi) -2,16E-03 3,07E-05 5,21E-04 -1,12E-04
uly)2, uly,xi)2 4,94E-06 4,65E-06 9,42E-10 2,72E-07 1,27E-08
u(C) 2,22E-03

u(c) 0,0044

C22:0 EIR Conc. C19:0 Intensidade C22:0 Intensidade C19:0
VALOR 1,68E+00 3,55E-01 8,19E+05 4,69E+07
INCERTEZA 1,44E-01 3,63E-04 1,60E+04 1,77E+05
EIR 1,68E+00 1,82E+00 1,68E+00 1,68E+00 1,68E+00
Conc. C19:0 3,55E-01 3,55E-01 3,55E-01 3,55E-01 3,55E-01
Intensidade C22:0 8,19E+05 8,19E+05 8,19E+05 8,35E+05 8,19E+05
Intensidade C19:0 4,69E+07 4,69E+07 4,69E+07 4,69E+07 4,71E+07
Cfinal 3,69E-03 3,40E-03 3,69E-03 3,76E-03 3,68E-03
u(y,xi) -2,91E-04 3,78E-06 7,20E-05 -1,38E-05
u(y)2, ufy,xi)2 9,01E-08 8,47E-08 1,43E-11 5,19E-09 1,92E-10
u(C) 3,00E-04

u(c) 0,00060
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C22:1 EIR Conc. C19:0 Intensidade C22:1 Intensidade C19:0
VALOR 3,33E+00 3,55E-01 8,96E+07 4,69E+07
INCERTEZA 2,47E-01 3,63E-04 1,01E+06 1,77E+05
EIR 3,33E+00 3,57E+00 3,33E+00 3,33E+00 3,33E+00
Conc. C19:0 3,55E-01 3,55E-01 3,55E-01 3,55E-01 3,55E-01
Intensidade C22:1 8,96E+07 8,96E+07 8,96E+07 9,06E+07 8,96E+07
Intensidade C19:0 4,69E+07 4,69E+07 4,69E+07 4,69E+07 4,71E+07
Cfinal 2,04E-01 1,90E-01 2,04E-01 2,06E-01 2,03E-01
u(y,xi) -1,41E-02 2,09E-04 2,30E-03 -7,65E-04
u(y)2, uly,xi)2 2,05E-04 1,99E-04 4,36E-08 5,27E-06 5,85E-07
u(C) 1,43E-02

u(c) 0,029
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ABSTRACT: By Brazilian law, biodiesel has to satisfy certain quality requirements and measurements established by
standardized procedures, as is the case for kinematic viscosity and density. In this respect, information on the profile of methyl
esters in biodiesel is very important because they are directly related to both these parameters. The objective of this study was to
determine the profile of methyl esters present in a biodiesel sample by electrospray ionization mass spectrometry and evaluate its
reliability in predicting their kinematic viscosity and density. Two multivariate statistical models were used for this purpose, the
multiple multivariate linear regression (MMLR) and the partial least square regression (PLSR). The input variables used in the
models were the relative intensities of the main methyl ester peaks, and the models were compared by their predictive behavior.
Samples were randomly divided into two parts: 87% in the training or calibration set, used for the estimation of MMLR and
PLSR models, and the remaining 13% in the test or validation set, which was used to evaluate the predictive power of each model
that was estimated. Although the root mean squared error and R for the MMLR model were slightly better than those of the
PLSR model (R%ysp = 0.9232 and R¥yypp = 0.9908 for kinematic viscosity and Ripgp = 0.8721 and Riypgp = 09415 for
density), both showed a similarity with respect to predicted values for the training and validation sets, and thus for the
performance statistics, attesting to the quality of these models in predicting kinematic viscosity and density. Furthermore, the
prediction of kinematic viscosity showed better performance compared to the density.
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Potential of electrospray ionization mass spectrometry (ESI-MS),
using direct infusion, to quantify fatty acid methyl esters (FAME)
in biodiesel

Rodrigo V. P. Leal,‘ah Gabriel F. Sarmanho,” Luiz H. Leal,” Bruno C. Garrido,” Lucas J. de Carvalho,?
Eliane C. P. do Rego® and Peter R. Seid|”

Biodiesel is a very important biofuel obtained from wvegetable oil or animal fat by a chemical reaction know as
transesterification. Its product consists mainly of fatty acid methyl esters (FAME). In biodiesel quality control, limits and
methodologies for each parameter are well established, and one of them is related to the total amount of FAME, which is
measured by gas chromatography. However, the development of other analytical methods for such measurements can
serve as alternative technigues. This work shows the use of mass spectrometry with direct infusion in electrospray
ionization source (ESI-MS) as a promising technigue to guantify the FAME present in biodiesel. Due to the chemical
difference and the behaviour of the methyl esters, the ionizations occur at different scales, thus, to evaluate this
behaviour, the concept of relative ionization efficiency (RIE) in the ESI source was used for quantification. Uncertainty
estimations of intensities measurement by ESI-MS were also proposed. Four biodiesel samples (canola, coconut, crambe
and soy) were synthesized, and their concentrations determined by the reference methods, GC-MS and GC-FID, and by the
proposed method, ESI-MS. Then the efficiency of the method was evaluated comparing the methods with two approaches,
one using the uncertainties and another considering a statistical analysis. In both situations, the methods could be
considered as equivalent.



