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Resumo: Métodos instrumentais têm sido reportados como alternativas aos méto-

dos convencionais comumente aplicados em análise químicas, dentre os quais a espec-

trometria no infravermelho próximo com transformada de Fourier (FT-NIR) tem su-

perado a técnica convencional fornecendo procedimentos analíticos rápidos, diretos,

precisos e não-invasivos. Este trabalho tem como objetivo a aplicação da espectros-

copia FT-NIR acoplada à calibração multivariada na determinação do percentual de

ácidos graxos livres (AGL) em óleos vegetais. O método analítico desenvolvido utili-

zou como matriz de calibração misturas de óleo de soja e ácido oléico em proporções

de 0,3 a 38,0% (em massa) de ácido oléico. O método de mínimos quadrados parciais

(PLS) com espectro derivado (1a derivada) foi utilizado com sete fatores primários,

fornecendo valores de erro médio quadrático de 0,2841 e 0,4613 para as curvas de ca-
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libração e predição respectivamente. Dentre as principais aplicações da metodologia

desenvolvida está a avaliação do teor de AGL em óleos vegetais com potencialidade

na produção de biodiesel.

Palavras-chave: ácidos graxos livres; calibração multivariada; FT-NIR.

Abstract: Instrumental methods have been reported as alternatives to the conven-

tional methods commonly applied in chemical analysis. In this regards the Fourier

transform near infrared spectroscopy (FT-NIR) has overtaken the conventional te-

chniques providing rapid, direct, precise and noninvasive analytical procedures. The

aim of this work was to apply the FT-NIR spectroscopy coupled with multivariate

calibration to determine the percentage of free fatty acids (FFA) in vegetable oils.

The developed analytical methodology used as calibration matrix the mixtures of

soybean oil and oleic acid at proportions from 0.3 to 38.0% (by weight) of oleic acid.

The method of choice for calibration was the partial least squares (PLS) starting from

the first derivative spectra and seven primary factors, which provides values of root

mean square error of 0.2841 and 0.4613 for the calibration and prediction data, res-

pectively. Among the application of this methodology lies the evaluation of FFA

content in vegetable oils aiming at their potential use in bio-diesel production.

Key words: free fatty acids; FT-NIR; multivariate calibration.

1 Introdução

A busca constante por fontes alternativas e renováveis de energia tem se tornado

necessária devido à possível escassez de combustíveis fósseis e preocupações de ordem

ambiental. Dentro desse contexto, a produção de biocombustíveis a partir de óleos

vegetais (biodiesel) tem sido largamente investigada e bem reportada na literatura

[1–3]. Trata-se do processamento de uma fonte de energia renovável, com crescente

disponibilidade, produção disponível em vários países, uso sustentado e que não pro-

voca danos ao meio ambiente [4].

No cenário nacional, a soja destaca-se como a principal matéria-prima a ser utili-
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zada para a produção de biodiesel [5]. No entanto, devido ao fato de se tratar de um

substrato com fins alimentícios, a busca por fontes alternativas é foco de interesse. As

tendências atuais destacam a potencialidade dos óleos de pinhão manso, palmeira ma-

caúba, caroço do algodão e óleos residuais de frituras como os principais substitutos

ao óleo de soja na obtenção de biocombustíveis [5]. Entre as principais característi-

cas dos substratos citados, podemos destacar o elevado teor de ácidos graxos livres.

Diferentes metodologias analíticas têm sido propostas para a determinação de

ácidos graxos livres em óleos vegetais, dentre elas a cromatografia gasosa [6–8], es-

pectrometria de ressonância magnética nuclear [9, 10], espectrometria no infraver-

melho [11–14], espectrometria no infravermelho próximo [12, 15–18] entre outros.

Segundo a AOCS [19], a acidez em óleos vegetais pode ser determinada pela titu-

lação ácido-base, utilizando hidróxido de sódio como titulante e fenolftaleína como

indicador, sendo tal método comumente utilizado devido à simplicidade de opera-

ção. Entretanto, este método é lento, trabalhoso e carece de precisão. Na determi-

nação desse parâmetro, grandes quantidades de amostras e reagentes são consumidas

durante a operação e há muita dificuldade na visualização do ponto de viragem do in-

dicador [18]. A Agência Nacional de Petróleo (ANP) [20] especifica a determinação

por técnicas cromatográficas que envolvem etapas complexas de preparo da amostra

como a derivatização e custos com padronização interna. Outros métodos são apli-

cados, envolvendo técnicas de cromatografia líquida de alta eficiência [21] em que

se elimina as etapas de derivatização, no entanto, observa-se o elevado consumo de

solventes utilizados como fase móvel e longo tempo de análise. Um método analí-

tico que tem sido capaz de superar tais inconvenientes é a Espectrometria FT-NIR.

Essa técnica fornece procedimentos analíticos rápidos, diretos (sem pré-tratamento),

reprodutíveis, não-invasivos e, além disso, o custo por análise é relativamente baixo

quando comparada às técnicas clássicas de referência [22, 23].

Dentro desse contexto, este trabalho tem por objetivo a aplicação da espectros-

copia FT-NIR associada a ferramentas quimiométricas (calibração multivariada) na

quantificação de ácidos graxos livres em óleos vegetais visando à utilização desses

substratos na produção de biodiesel.
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2 Material e métodos

2.1 Material

Para calibração do método analítico foram utilizados óleo de soja comercial (Marca

Soya) e ácido oléico (Synth P.A.), ambos sem nenhum tratamento prévio. Na etapa

de titulação das amostras foram utilizados: solução de álcool etílico/éter etílico 2:1

(v:v) (Vetec/Nuclear), hidróxido de sódio 0,1 N (Nuclear) e o indicador fenolftaleína

(Nuclear).

2.2 Composição do grupo de calibração e validação

Para criação do banco de dados de calibração e validação, nas amostras de óleo

de soja foram acrescentados percentuais de ácido oléico em intervalos de concentra-

ção de 0,3 a 38% (mg de ácido oléico/100 mg de amostra), totalizando 170 amostras

estudadas. Sendo: 114 amostras utilizadas para calibração da metodologia e 56 amos-

tras para validação interna. As concentrações de ácido oléico foram adotadas tendo

como referência os teores de AGL em óleos vegetais com potencial para produção de

biodiesel [21]. Outras 10 amostras foram preparadas para formação do grupo de cali-

bração externa, com percentual de ácido oléico de 6,0 a 33% (mg de ácido oléico/100

mg de amostra).

Após o preparo das amostras, realizaram-se as análises de titulação ácido-base em

triplicata, utilizando como metodologia de referência o método Ca 5a-40 [19], a fim

de verificar o percentual de acidez em ácido oléico nas amostras. Determinado o

percentual de ácido oléico nas amostras, realizou-se a medida das amostras em espec-

trofotômetro FT-NIR N200 (Büchi) em triplicata. As medidas foram realizadas em

temperatura de 20oC± 1oC, utilizando uma placa de petri de vidro (altura de 1,7 cm

e diâmetro de 9 cm), cobrindo uma região espectral de 1000 a 2500 nm.

2.3 Tratamento quimiométrico dos dados

A análise quimiométrica dos dados obtidos foi realizada no Software NIR Cal

4.21, o qual avalia o melhor método quimiométrico para regressão dos dados, bem

como o tratamento dos espectros de absorção (quando necessário). Os métodos pro-
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postos serão avaliados com base no erro médio quadrático (RMSE), determinado pela

equação 1:

RM SE =

√

√

√

√

n
∑

i=1

(yp − yREF )
2

N
(1)

onde os termos yp e yREF denotam o valor previsto e o valor de referência, respecti-

vamente. O erro padrão relativo é designado como RMSEC (%) para a calibração e

RMSEP (%) para a validação.

O modelo aprovado refere-se ao que levou ao menor valor possível de RMSE

para um conjunto de amostras não utilizadas anteriormente para construí-la, ou seja,

o conjunto de validação.

3 Resultados e discussão

O estabelecimento da faixa de calibração do método adotou como critério os va-

lores de acidez reportados na literatura em relação a óleos vegetais, utilizados para

produção de biodiesel [5, 20]. A calibração do método foi avaliada considerando a

correlação entre o percentual de ácidos graxos livres (AGL) predito pelo FT-NIR e o

percentual determinado pelo método de titulação de referência. No tratamento qui-

miométrico dos dados, avaliou-se o método quimiométrico dos mínimos quadrados

parciais (PLS) para a regressão dos dados, para o espectro sem tratamento prévio e

espectro com pré-tratamento (1a e 2a derivada pelo método de Savitzky-Golay) con-

forme apresentado na tabela 1.

Tabela 1. Resultados do tratamento quimiométrico dos dados

Espectro sem tratamento 1a Derivada 2a Derivada
RMSEC 0,5068 0,2841 0,4369
RMSEP 0,5094 0,4613 0,5886

Com base nos valores apresentados (Tabela 1), o método PLS com espectro deri-

vado (1a derivada), utilizando 7 fatores primários, foi selecionado, pois apresentou os

menores valores de RMSE para as etapas de calibração e validação do método analí-
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tico proposto. Os espectros de absorção com pré-tratamento (1a derivada) na região

do Infravermelho próximo para as amostras de calibração e validação são apresenta-

dos na figura 1.

Figura 1. Espectros derivativos das amostras obtidos por FT-NIR após tratamento

A utilização do método PLS no tratamento de dados espectroscópicos na deter-

minação de AGL é reportada na literatura [15, 17, 18]. Rao et al. [24] na avaliação

do teor de AGL em óleo de amendoim por espectroscopia NIR relatam valores de

RMSE para a etapa de calibração e predição da metodologia em 0,308 e 0,333 respec-

tivamente. A correlação entre os resultados obtidos pelo método FT-NIR/PLS e a

metodologia de referência para as etapas de calibração e validação interna, é apresen-

tada na figura 2.

Figura 2. Correlação entre o percentual de AGL predito pelo método FT-NIR e observa-
dos pela metodologia de referência
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A capacidade de predição da curva de calibração desenvolvida foi testada com

um grupo independente de amostras, preparadas em concentrações de ácido oléico

diferentes das utilizadas na etapa de calibração e validação interna (Figura 3), deno-

minadas amostras sintéticas.

Figura 3. Correlação entre o percentual de AGL predito pelo método FT-NIR e observa-
dos pela metodologia de referência

A comparação dos resultados obtidos com a literatura especializada é apresentada

na tabela 2. Verifica-se que o método proposto apresenta larga faixa de trabalho,

quando comparado a demais trabalhos disponíveis na literatura. Man e Setiowaty

[14] utilizaram o método instrumental IR para analisar o conteúdo de AGL em óleo

de palma, trinta amostras de padrões de calibração foram preparadas pela adição de

ácido oléico à óleo de palma em concentrações de AGL entre 0,08 a 1,04%. A etapa

de calibração inclui o método quimiométrico dos mínimos quadrados parciais (PLS)

como rotina de calibração. O estudo de Aryee et al. [12] apresenta a aplicação na

espectroscopia IR para a determinação de AGL em óleo de peixe, os autores relatam

a utilização da metodologia aplicada a simples regressão linear, o método proposto

apresentou linearidade para a faixa de 0 a 6,5% de acidez. O método instumental IR

é reportado por Yu et al. [13] na avaliação do teor de AGL em óleo de canola, com

boa correlação (r > 0,99) entre a metodologia proposta e de referência para teor de

AGL entre 0,4 a 2,0% (em massa).
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No que se refere à determinação de AGL por espectroscopia no infravermelho

próximo (NIR), Cozzolino et al. [15] reportam a aplicação da regressão por mínimos

quadrados parciais (PSL) na avaliação de AGL em óleo de peixe.

Tabela 2. Comparação dos resultados obtidos com a literatura

Faixa do Método Método
% [mg de ácido Material Método Quimio-
oléico/100mg em Estudo Experimental métrico
de amostra]

Este Trabalho 0,2 a 38 Óleo de soja +
ácido oléico

FT-NIR PLS

Aryee et al. [12] 0 a 6,5 Óleo de peixe FT-IR −
Yu et al. [13] 0,4 a 2,0 Óleo de canola +

ácido hexanóico
IR −

Man e Setiowaty [14] 0,08 a 1,04 Óleo de palma +
ácido oléico

FT-IR PLS

Cozzolino et al. [15] 0,16 a 1,96 Óleo de Peixe NIR PLS
Ng et al. [17] 0,020 a 0,568 Óleos Residuais

de Fritura
NIR PLS

As medidas foram realizadas na faixa de 0,16 a 1,96% de AGL, dessa forma, o

método proposto pode ser usado para melhorar a velocidade de relatar os resultados

e auxiliar na tomada de decisões de gestão com maior eficiência. A aplicação da

espectroscopia NIR e mínimos quadrados parciais (PLS) na determinação de AGL

em óleos residuais de fritura é relatada por Ng et al. [17]. Os limites de determinação

do método para AGL variam entre 0,020% a 0,568%, sendo que os resultados obtidos

apresentaram baixos desvios em relação ao método de referência.

4 Conclusões

O estabelecimento de metodologia analítica para determinação de ácidos graxos

livres em óleos vegetais foi estudada. Os resultados obtidos demonstram que a uti-

lização da espectroscopia FT-NIR acoplada a calibração multivariada apresentou-se

eficiente na determinação de AGL na faixa de 0,2 a 38 (mg de ácido oléico/100 mg

de amostra). O método demonstrou ser simples e rápido para o estabelecimento de
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acidez em óleos vegetais com potencialidade como matérias-primas para produção de

biodiesel. Outra grande vantagem desse método de caracterização é a ampla faixa de

utilização do método quando comparado com os trabalhos da literatura. Vislumbra-

se como continuidade do presente trabalho, o monitoramento da reação de esterifi-

cação de AGL em óleos vegetais, a fim de estabelecer uma ferramenta eficaz para o

monitoramento contínuo do rendimento de reações de esterificação, visando a uma

avaliação rápida durante o processo de produção de biodiesel.
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