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RESUMO

O biodiesel (ésteres alquilicos derivados de acidos graxos) esta se tornando
um provavel substituto ao diesel gracas a algumas caracteristicas semelhantes como o
seu numero de cetano e a sua viscosidade. Sua producao convencional é baseada em
uma reagao de transesterificagdo ou alcodlise através de catdlise quimica, a qual
possuiu uma série de inconvenientes. Uma alternativa para evitar estas desvantagens é
a producao enzimatica de biodiesel através do uso de lipases microbianas (fungos e
bactérias). Esta técnica vem acompanhada das seguintes vantagens: um custo
energético menor comparado a catalise quimica, um processo menos complexo de
remocao de catalisador sendo que na catélise quimica nao se pode reutilizar no
processo e o tratamentos de residuos ndo € demandado. Assim, este trabalho foi
desenvolvido com o objetivo estudar alguns fungos que possuissem uma boa
capacidade de producao de lipases, e que possam ser utilizadas na produgdo de
biodiesel, ou seja, na produgdo de ésteres alquilcos derivados de acidos graxos. A
partir da colecdo de fungos do Laboratério de Biotecnologia e Bioensaios (LaBB), foram
selecionados sete fungos (Mucor plumbeus, Penicillium citrinum, Syncephalastrum
racemosum, Rhizopus oryzae, Penicillium janthinellum, Rhizopus stolonifer e
Aspergillus niger) visando a avaliagao destes como produtores de lipase. Desta forma,
estes fungos foram adicionados em uma matriz contendo 6leo de soja pura e élcool
(MeOH:ButOH(1:1)) e submetidos a condigdes reacionais (temperatura, agitacdo e
etc.). O produto obtido foi monitorado por cromatografia liquida de alta resolugcéao
(CLAE), espectrometria de infravermelho (ATR-FTIR) e quantificado por cromatografia
gasosa com detector de ionizacdo de chama (CG-DIC). Os dados espectrais do
infravermelho foram tratados por ferramentas de calibragdo multivariada. Dentre os
fungos pesquisados o Syncephalastrum racemosum mostrou-se um fungo com grande
potencial para ser utilizado para este fim.

Palavras-chave: Biodiesel, fungos, lipase, quimiometria, CG, CLAE.



ABSTRACT

Biodiesel (alkyl esters derived from fatty acids) is becoming a likely substitute
for diesel due to similar characteristics, such as, its cetane number and viscosity. Its
standard production is based on a transesterification reaction or alcoholysis by chemical
catalysis, which leads to a number of drawbacks. An alternative to overcome these
disadvantages is the enzymatic production of biodiesel by lipase-producing
microorganisms (fungi and bacteria). This technique provides the following benefits: a
lower energy cost compared to chemical catalysis, a less complex process of catalyst
removal compared to the chemical catalysis which cannot be reused in the process, and
waste treatment is not required. This work was carried out with the objective of studying
some fungi that display a good potential as producers of lipases, which can be used to
produce biodiesel, i.e. the production of alkyl esters derived from fatty acids. The fungi
were acquired from the collection of fungi of the Biotechnology Laboratory and Bio-
assays (LABB), seven fungi were selected (Mucor plumbeus, Penicillium citrinum,
Syncephalastrum racemosum, Rhizopus oryzae, Penicillium janthinellum, Rhizopus
stolonifer and Aspergillus niger) in order to assess them as producers of lipase. Thus,
these fungi were added to an array containing pure soybean oil and alcohol (MeOH:
ButOH (1:1)) then subjected to reaction conditions (temperature, agitation, etc.). The
product was monitored with high resolution liquid chromatography (HPLC), infrared
spectrometry (ATR-FTIR) and quantified with gas chromatography with flame ionization
detector (CG-FID). The infrared spectral data were processed by multivariate calibration
tools. Among the studied fungi, the Syncephalastrum racemosum displayed great
potential to be used for this purpose.

Keywords: Biodiesel, fungi, lipase, chemometrics, GC, HPLC.
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Capitulo 1

INTRODUCAO



1. INTRODUCAO

Nos dias atuais, é crescente o interesse na producdo de combustiveis
renovaveis tais como biodiesel, hidrogénio e bioetanol face a grande dependéncia de
combustiveis fésseis no mundo. Estes combustiveis tém de fato, grande importancia
neste contexto devido as suas caracteristicas ambientalmente interessantes,
especialmente no que diz respeito a sua baixa toxicidade, facil degradacao e reducao
da emissdo dos gases nocivos como CO,, CO, SOx e de matéria particulada
(RAMADHAS et al., 2004; SUBRAMANIAN et al., 2005). A reducédo de gases como o
CO, esta relacionada ao ciclo fechado do carbono, ou seja, a planta utilizada como
matéria-prima absorve o CO, da atmosfera e o libera ap6s o processo de combustao
nos motores.

O biodiesel (ésteres alquilicos derivados de acidos graxos) esta se tornando
um provavel substituto ao diesel gragcas a algumas caracteristicas semelhantes como o
seu numero de cetano e a sua viscosidade. Sua producao convencional é baseada em
uma reagao de transesterificacao (Figura 1.1) ou alcodlise através de catalise quimica.
Embora se tenha altas conversdes utilizando este processo, observam-se
desvantagens que limitam a produtividade: formacdo de sabdo, a necessidade da
auséncia de agua, problemas para retirada do catalisador e excesso de alcool,

problemas na recuperacao do glicerol e alto gasto energético.

R1 2 3
R1

o + 3 R—OH Catallsador <

> Rz Alcool

O

Gllcerma
Rs Rs R3
N J
O—R '
Triacilglicerol Ester de Acido Graxo Triacilglicer6is parcialmente

convertidos

Figura 1.1 — Reacao de Transesterificagao.



Uma alternativa para evitar estas desvantagens é a producao enzimatica de
biodiesel com o emprego de lipases microbianas (fungos e bactérias). Este método vem
acompanhado das seguintes vantagens: um custo energético menor comparado a
catalise quimica, um processo menos complexo de remog¢éo de catalisador sendo que
na catélise quimica nao se pode reutilizar no processo e o tratamento de residuos nao é
demandado.

E, portanto, consensual que a producéo de biodiesel por rota enzimatica é de
interesse comercial e que os problemas inerentes a este processo tém sido resolvidos
com grande éxito. Porém, o custo das lipases é alto e, para paises como o Brasil,
detentores de enorme biodiversidade, uma solucdo adequada para este problema seria
a busca de microrganismos produtores de lipases. A otimizacdo da producao dessas
enzimas permitiria a obtengdo de um produto de menor custo (atualmente as lipases

sao importadas) que seriam, entdo, usadas na obtencéo do biodiesel.

1.1 Objetivos

O presente trabalho tem como objetivo a busca por fungos produtores de
lipases que possam ser utilizadas na producao de biodiesel, ou seja, na producao de
ésteres alquilcos derivados de acidos graxos e o desenvolvimento de uma metodologia
analitica para quantificagdo de ésteres via FTIR associada a calibragdo multivariada.
Assim, a partir da colegdo de fungos do Laboratério de Biotecnologia e Bioensaios
(LaBB) do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Minas Gerais, foram
selecionados sete fungos (Mucor plumbeus, Penicillium citrinum, Syncephalastrum
racemosum, Rhizopus oryzae, Penicillum janthinellum, Rhizopus stolonifer e
Aspergillus niger) visando a avaliagdo destes como produtores de lipase. Assim, estes
fungos foram adicionados em uma matriz contendo 6leo de soja puro e alcool
(MeOH:ButOH (1:1)) e submetidos a condicbes reacionais (temperatura, agitacao e
etc.). O produto obtido foi monitorado por cromatografia liquida de alta resolucao
(CLAE), espectrometria de infravermelho (ATR_FTIR) e quantificado por cromatografia



gasosa com detector de ionizacdo de chama (CG_DIC). Os dados espectrais do

infravermelho foram tratados por ferramentas de calibragdo multivariada.

1.2 Estrutura da tese

Apoés essa introdugéo, uma revisdo da literatura sobre os principais assuntos
tratados é apresentada no Capitulo 2 e no Capitulo 3 sdo descritos os materiais e
métodos empregados nos experimentos. Informacdes adicionais sobre os experimentos
realizados e a discussao dos resultados obtidos foram apresentadas nos Capitulos 4. O
Capitulo 5 é dedicado as conclusdes finais e sugere alguns estudos para
desenvolvimento futuro. As referéncias bibliograficas sao listadas no Capitulo 6.



Capitulo 2

Revisao da Literatura



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Biodiesel

Combustiveis renovaveis e alternativos para motores a diesel tais como
produtos derivados de biomassa tém recebido uma atencdo crescente devido a
diminuicdo das reservas de petrdleo e dos problemas ambientais gerados pelos gases
de exaustdo dos motores que usam combustiveis fésseis (FUKUDA et al., 2001;
SUBRAMANIAN et al., 2005). Eles promovem eficiéncia no uso de energia, reduzem a
emissao de gases responsaveis pelo efeito estufa e outras emissdes prejudiciais. Além
disso, a dependéncia de importacbes de 6leo é reduzida e a flutuacao dos precos de
energia no mercado internacional podera ser enfrentada com a substituicao parcial, de
parte desta demanda, por combustiveis subsidiados, oriundos de fontes renovaveis
(SUBRAMANIAN et al., 2005).

Biodiesel*, biocombustiveis e bio-6leos sdo materiais de origem bioldgica,
tais como Oleos vegetais, 6leos de fritura reciclados, gordura animal e residuos de
plantas e florestas.

Estes produtos sado combustiveis que podem ser misturados com os
destilados de petréleo para serem usados nos motores de ciclo Diesel, aquecimento
interno e processos industriais para ajudar a compensar a demanda de energia
crescente. O biodiesel possui propriedades semelhantes as do diesel (Tabela 2.1), mas
essencialmente ndao contém componentes indesejaveis tais como, o enxofre, o
nitrogénio e os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos.

O biodiesel é, na maioria dos casos, um derivado originado da
transesterificagdo de 6leo vegetal puro, tais como, soja, canola, algodao e muitos
outros, podendo ser produzido também a partir de sebo bovino e 6leo residual (Medina
et al., 2009).

*

Pronunciada pela primeira vez nos Estados Unidos em 1992 pelo Conselho Nacional de

Desenvolvimento de Soja e Diesel - atualmente Conselho Nacional de Biodiesel (VYAS et al., 2010),



Tabela 2.1 — Algumas propriedades fisicas e quimicas do biodiesel de soja e do diesel.

Propriedades Biodiesel Diesel
Viscosidade cinematica (mm?/s) 4,5 (37,8 °C) 12 - 3,5 (40 °C)
Numero de cetano 45 51
Densidade (g/L) 0,885 0,830 — 0,840 (15 °C)
Poder calorifico (MJ/L) 33,5 35,5

Adaptado de Fukuda et al., 2001

O Biodiesel é composto basicamente de ésteres de uma mistura de ésteres
derivados de acidos graxos com cadeias de hidrocarbonetos que podem variar de Cy4 a
Cos (KLASS, 1998 & RAMADHAS et al.,, 2004). Estudos mostram que o uso deste
combustivel puro ou misturado ao petrodiesel promove uma grande redugdo nos niveis
de emissdo dos principais poluentes (mondxido de carbono, hidrocarbonetos,
compostos sulfurados, material particulado, entre outros) (LEE et al., 2004).

A principal fonte oleaginosa utilizada na produgéo de biodiesel no Brasil € o
6leo de soja (ANTCZAK et al., 2009). A Tabela 2.2 apresenta a composicao do 6leo de
soja em acidos graxos. A Figura 2.1 mostra as estruturas de alguns destes acidos

graxos.

Tabela 2.2 — Composi¢cao do 6leo de soja em acidos graxos

Acido Graxo Nomenclatura Composicao (g/1009)

C< 14 - < 0,1

C 14:0 Miristico <05

C 16:0 Palmitico 7,0-14,0
C 16:1 Palmitoléico <05

C 18:0 Estearico 1,4-55
C 18:1 Oléico 19,0 - 30,0
C18:2 Linoléico 44,0 - 62,0
C18:3 Linolénico 4,0-11,0
C 20:0 Araquidico <1,0

C 20:1 Eicosendico <1,0

C 22:1 Behénico <0,1

Valores de referéncia: RDC N2482, de 23/09/1999, da Agéncia Nacional da Vigilancia Sanitaria - ANVISA.
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Figura 2.1 — Acidos Graxos presentes no 6leo de soja: a) acido hexadecandico
(palmitico), b) acido octadecandico (esteérico), c) acido (Z)-9-octadecendico (oléico), d)
acido (Z,Z)-9,12-octadecadiendico (linoléico) e e) acido (Z, Z, Z2)-9,12,15-
octadecatriendico (linolénico).

Para a utilizacao de biodiesel é necessario que o produto seja 100% puro, ou
seja, que siga as especificagbes da ANP (vide anexo A) para assegurar seu
desempenho tanto como estoque para ser misturado ao diesel, como para ser usado
diretamente nos motores. O biodiesel puro é denominado B100 e as suas misturas com
diesel sdo referidas como BX.

Se estas energias renovaveis puderem ser usadas como tem sido os
combustiveis derivados do petrdleo, sem nenhuma ou com pequenas modificagdes no
motor, muitos beneficios poderdo ser conseguidos com relagdo aos custos de energia,
economia agricola regional, reducao de emissao e extensao da vida util do motor. Por
tudo isso, os combustiveis alternativos derivados de biomassa e as aplicagbes do

biodiesel ganharam reconhecimento crescente e apoio das agéncias reguladoras e



setores industriais, especialmente para equipamento com maquinas de ignicao de
compressdo tais como, veiculos de transporte (6nibus, caminhdes e etc.) e
equipamentos industriais (ANP, 2009; ANP Portaria n® 309). Com relagédo ao biodiesel é
também observado um balango energético muito mais positivo quando comparado ao
etanol, que é outro produto de fonte alternativa (ANP, Portaria n® 274, 2001)

Por outro lado, o biodiesel apresenta alguns problemas e desafios que
devem ser superados. O maior desafio técnico deste combustivel é o seu baixo
desempenho a baixas temperaturas. O biodiesel tem temperaturas de ponto de
congelamento mais altas do que os combustiveis derivados de petrdleo, 0 que pode
apresentar problemas de fluxo a frio devido ao congelamento do combustivel. Outro
problema é a estabilidade termoxidativa deste combustivel, 0 que causa problemas em
seu armazenamento que também é um tema em investigacao. Além disso, o biodiesel
pode apresentar incompatibilidade com algumas partes internas do motor de
combustdo. O prego e disponibilidade de biodiesel também representam um papel
importante na aceitagao de consumidor. Nos ultimos quatro leildes da ANP, o biodiesel
foi comercializado na média de R$ 2800,00/m* (ANP, 2009).

No momento, os dados que mostram a potencialidade do uso de biodiesel
em motores nao veiculares, particularmente em aquecedores de ambiente e agua e em
processos industriais, onde beneficios energéticos e ambientais significativos existem
tem sido limitados. Para a industria de éleo, o uso completo ou parcial de
biocombustiveis oferecera beneficios imediatos com relacdo a emissao de gases. Por
tudo exposto acima, conclui-se que é necesséaria mais pesquisa nesta area para prover
maiores e novas informagdes no sentido de se solucionar os problemas apresentados
bem como esclarecer os beneficios do seu uso e do seu desempenho com relagdo a
combustao e emissao deste combustivel em diferentes tipos de motores.

De acordo com a Resolucao 2/2009 do Conselho Nacional de Politica
Energética (CNPE), publicada no Diario Oficial da Unido (DOU) em 19 de margco de
2008, desde 12 de julho de 2009, o Brasil esta comercializando 6leo diesel contendo 4%
v/v de biodiesel (Resolugao ANP n° 7, 2009). Esta medida visa tanto a redugédo da
emissao de gases como também aquecer a economia agricola regional no pais. Com

este novo cenario, torna-se importante obter maiores informagdes com relacdo as
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dificuldades técnicas da utilizacdo do biodiesel, tais como, desenvolver testes de
qualidades mais acessiveis, desenvolver uma tecnologia que venha recuperar o glicerol
obtido como subproduto a custos reduzidos, desenvolver aditivos que melhorem as
propriedades a frio deste combustivel e previnam a oxidacdo deste quando

armazenado, dentre outros.

2.2 Rotas de producao de Biodiesel.

Muitos trabalhos sobre o biodiesel tém sido desenvolvidos em todo o mundo,
em sua maioria, usando 0s processos convencionais de producao de biodiesel, que
utilizam catdlise basica ou &cida e diversas matérias primas tais como, soja (FERRARI
et al., 2005), canola (ALBUQUERQUE, 2006), algodao (JOSHI et al., 2008), mamona
(SILVA et al., 2006), sebo bovino e 6leo residual (SAIFUDDIN; CHUA, 2004) dentre
outros. O problema destes métodos é que eles sdo demorados e, no caso da catalise
basica, dependem de valores altos de temperatura e pressao. A reacao € inicialmente
lento devido a natureza do sistema bifasico metanol/6leo e demora ainda mais devido
ao problema de polaridade (SHWAB et al., 1987). Além disso, no final do processo ha a
necessidade de se separar o produto saponificado do catalisador e purificar o material.
Outras rotas sintéticas tém sido estudas com alternativas para esta rota classica tais
como mistura de 6leos vegetais com diesel (Rakopoulos et al., 2006), microemulsdo
(GOERING; FRY, 1984), cragueamento térmico (Pirdlise) (WEILL et al, 1992) e
aplicagao de 6xidos metdlicos utilizando fluido supercritico, além da transesterificagao
por biocatalisadores (lipase) (ZENG et al., 2006).

Esta ultima rota é a que sera abordada neste trabalho. Neste processo de
obtencdo de biodiesel a conversao de dleos vegetais a ésteres metilicos e outros de
cadeia pequena pode ser catalisada em uma Unica reacao de transesterificacao usando
lipases em solventes organicos. Entretanto, a producdo em escala industrial tem até
entdo sido pouco utilizada devido ao alto custo do biocatalisador apropriado
(RANGANATHAN et al., 2007).
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2.3 Catalise enzimatica

Uma boa alternativa a ser estudada para obtencdo de biodiesel é a
transesterificagdo por biocatalisadores (lipases). Segundo o comité de nomenclatura da
Uniao Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (do inglés International Union of
Biochemistry and Molecular Biology — IUBMB) as lipases (EC 3.1.1.3 — 3. Hidrolase, 1.
atuam em ligacoes de ésteres; 1. ésteres carboxilicos; 3 lipase de triacilglicerol) sao
enzimas classificadas como hidrolases e atuam principalmente na transformacédo de
triacilglicer6is em monoacilgliceréis, diacilglicerois, acidos graxos livres e glicerol
(Villeneuve, et al., 2000).

Embora a producdo do biodiesel por via quimica ja esteja comprovada,
existem problemas a ela associados, tais como a recuperacdo da glicerina e a
necessidade do uso de 6leos e ou gorduras refinados como matéria prima de origem
(KRAMER, 1995). As desvantagens de se utilizar catalisadores quimicos podem ser
superadas pelo emprego da lipase como biocatalisador para a sintese de ésteres
(HAAS et al., 2002). Duas estratégias foram apresentadas recentemente para
solucionar este problema. Iso et al. (2001) mostrou que a imobilizagcdo da lipase P.
fluorescens aumenta sua estabilidade mesmo apds ser reutilizada. Matsumoto et al.
(2001) construiu uma célula catalitica por meio intracelular utilizando a lipase de
Rhizopuz oryzae que catalisa a metanélise em um sistema livre de solvente.

As vantagens da catdlise lipasica sobre a catdlise quimica para a producao
de ésteres alquilicos simples incluem: a habilidade de esterificar o 4cido graxo presente
tanto na forma de acilglicer6is como na forma livre em uma Unica etapa; a producao de
uma fragao glicerinica com teor minimo de agua e pouco ou nenhum material
inorganico contaminante; e a possibilidade de reciclagem do catalisador. Os gargalos
para o uso de catalise enzimatica incluem o alto custo das lipases em comparacao com
os catalisadores inorganicos (na auséncia de esquemas efetivos para a reciclagem das
enzimas) e a inativacdo das lipases por contaminagdo da matéria-prima e por alcoois
polares de baixa massa molar.

Os primeiros trabalhos sobre a aplicacdo de enzimas para a sintese de
biodiesel foram realizados em éter de petroleo empregando o 6leo de girassol como
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matéria-prima (MITTELBACH, 1990) e lipases de varias origens. Das lipases
investigadas, apenas trés foram capazes de catalisar a alcodlise, sendo que a
preparacao imobilizada da Pseudomonas sp. forneceu o melhor rendimento em ésteres.

Em estudos subsequientes, Linko et al. (1998) investigaram a alcodlise de
6leo de canola com baixos teores de acido erucio em reatores de leito agitado,
empregando lipases na auséncia de solventes organicos. Os melhores resultados foram
obtidos com a lipase de Candida rugosa e, sob condi¢des otimizadas, uma conversao
em ésteres praticamente completa foi atingida. Selmi et al. (1998) relataram a etandlise
de Oleos de girassol com Lipozyme TM (uma lipase comercial imobilizada de
Rhizomucor meihei) em meio totalmente composto pelo 6leo vegetal e etanol. As
variaveis estudadas mostraram que os rendimentos em ésteres etilicos ndo excedem
85%, mesmo sob condigdes otimizadas de reacado. Os resultados mostraram também
que a adicao de agua (10% m/m) reduz a potencialidade da enzima significativamente.
Por outro lado a adigcao de silica no meio racional mostra um efeito positivo atribuido a
adsorcao do co-produto polar glicerol sobre a superficie, 0 que reduziu a desnaturacao
da enzima pelo contato com o glicerol.

Em estudos posteriores (SHIMADA et al,, 1999 & WU et al., 1999) foram
realizados com mistura dos 6leos de canola e soja tratada com preparacdes de varias
lipases imobilizadas na presenca de metanol. A lipase de C. antarctica foi a mais efetiva
em promover a formacao de ésteres metilicos. Kaieda et al. (1999) mostraram que as
lipases de Rhizopuz oryzae catalisam a metandlise do éleo de soja na presenca de 4 a
30% de agua nas matérias-primas de origem, mas as mesmas se apresentaram
inativas na auséncia de agua. Rendimentos de ésteres metilicos superiores a 90%
puderam ser obtidos quando o metanol foi adicionado a reagdo em etapas
subsequentes. Du et al. (2004) demonstraram a conversao de 6leo de soja em biodiesel
em um reator de batelada continua em que a catélise com enzimas imobilizadas de
Thermomyces lanuginosa foi empregada. Em outro trabalho dos mesmos autores ficou
evidenciado que, quando o 6leo de soja bruto foi utilizado como substrato, um
rendimento muito menor em ésteres metilicos foi observado do que quando se utilizou o
6leo de soja refinado (DU et al., 2003).
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Varias lipases disponiveis comercialmente foram investigadas em relagéao as
suas capacidades em transesterificar sebo bovino com 4&lcoois de cadeia curta
(NELSON et al., 1996). A utilizacao da lipase imobilizada de R. miehei levou a uma
conversao acima de 95% deste produto. As eficiéncias de esterificagdo com metanol e
etanol foram sensiveis ao teor de agua presente nas misturas reacionais havendo uma
reducdo do teor de ésteres produzidos. Esteres obtidos de alcoois de cadeia maior do
que C, também foram preparados sob altas taxas de conversao (94-100%), nestes
casos pequenas quantidades de agua nao afetaram a producao de ésteres.

Na transesterificacdo de sebo bovino com alcoois secundarios, lipases de C.
antarctica (de nome comercial SP435) e Pseudomonas cepacia (PS30) foram as que
obtiveram melhores conversdes em ésteres (NELSON et al., 1996). Reacoes realizadas
sem adicdo de agua foram pouco eficientes para ambas as lipases, e conversdes de
apenas 60-84% foram obtidas em tempos de reacdo de 16h. Por outro lado, um efeito
oposto foi observado para o caso da metandlise que se mostrou extremamente sensivel
a presenca de agua. Foglia et al. (1998) investigaram os alcoois ramificados iso-
propanol e butan-2-ol, e obtiveram as melhores taxas de conversdées quando as
reacbes foram realizadas sem a adicdo de solvente. Além disso, apresentaram
rendimentos limitados, quando metanol e etanol foram utilizados em reagdes livres de
solvente, o que foi atribuido a desativacdo das enzimas por alcoois mais polares.
Conversdes equivalentes também puderam ser obtidas na metandlise e na iso-
propandlise dos 6leos de soja e de canola (FOGLIA et al.,, 1998). Wu et al. (1998)
estudaram o desempenho em motores dos ésteres etilicos e iso-propilicos de sebo-
bovino, bem como suas propriedades a baixas temperaturas que foram comparaveis
aos valores observados para os ésteres metilicos de sebo bovino e de 6leo de soja.
Watanabe et al. (2000) relataram a conversdo enzimatica de gordura de porco a ésteres
metilicos e etilicos utilizando a adicdo do alcool ao substrato em trés etapas
seqglenciais, em meio livre de solvente. A conversao a ésteres simples de alquila do
6leo de palma nigeriano e dos 6leos lauricos da polpa da palma e do coco foi relatada
para uso como biodiesel (ABIGOR et al., 2000) sendo que as melhores conversdes
(~85%) se deram para ésteres etilicos, e 0os autores investigaram varias propriedades
combustiveis destes ésteres.
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Lipideos de baixo valor agregado, como gorduras de descarte utilizadas em
fritadeiras de imersdo geralmente apresentam altos teores de AGL (>8%). As lipases
sdo especialmente interessantes para catalisar a producdo de ésteres graxos a partir
destas matérias-primas, porque podem aceitar acidos graxos tanto livres quanto ligados
como acilgliceréis como substratos para sintese de ésteres. Em contraste, catalisadores
inorganicos requerem uma multiplicidade de etapas para a producdo de biodiesel a
partir deste tipo de material (6leo residual, gordura animal, etc.) (MITTELBACH;
ENZELSBERGER, 1999). Para explorar estas particularidades atraentes da catalise
enzimatica, estudos foram realizados por Wu et al. (1999) utilizando reatores em
batelada empregando a lipase de P.cepacia, em Oleos reciclados de restaurante e
etanol 95%. Outros trabalhos investigaram a formacao de ésteres metilicos e etilicos de
gordura de porco através da alcodlise catalisada por lipases imobilizadas de T.
lanuginosa e C. antarctica e P. cepacia em sistemas livres de solventes (LEE et al. 2002
& HSU et al. 2002 & HSU et al. 2004).

Outras matérias primas de baixo custo para a producao de biodiesel incluem
o 6leo residual presente em terras clarificantes e nas borras de refino produzidas
durante o refino de 6leos vegetais brutos. Estes materiais contém 40 a 50% (m/m) de
Oleo, respectivamente. Estudos foram realizados com 6dleos residuais presentes em
terras clarificantes derivadas do refino dos 6leos de soja, canola e palma que foram
extraidos com hexano, recuperados e submetidos a metandlise pelas lipases de R.
oryzae na presenca de um alto teor de agua e com uma adicao Unica de metanol
(PIZARRO; PARK, 2003). No entanto, a taxa de conversao foi muito baixa, cerca de
55% devido a adversidade em relagdo a viscosidade e a inativagcao das lipases pelos
fosfolipidios residuais do 6leo recuperado (DU et al., 2003). Enzimas imobilizadas sobre
suportes sélidos também foram utilizados como biocatalisadores para a produgcao de
ésteres alquilicos simples dos AGL e dos lipidios glicéridicos presentes em borra de
refino (HAAS et al., 2000). No entanto, as taxas de produgcdo de ésteres foram
relativamente baixas. Isto foi provavelmente devido a mistura entre a borra, as lipases e
alcool, resultando em m4 eficiéncia na mistura entre o catalisador e os substratos.

Uma combinacéo inteligente de biocatalisadores melhorados e a otimiza¢ao
das condicbes reacionais irao abrir 0s caminhos para processos biocataliticos mais
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eficientes. As enzimas sao otimizadas pela evolugao direta das técnicas e varias novas
abordagens tem sido descritas recentemente para melhorar ainda mais o rendimento e
a pureza dos produtos de reacao (JAEGER; EGGERT, 2002).

Estudos que objetivam o entendimento da dindmica cinética das reagbes que
ocorrem nos processos biocataliticos (PAMIES; BACKVALL, 2001 & PAMIES;
BACKVALL, 2002) sao muito importantes para otimizar o rendimento das reacées bem
como a pureza dos produtos obtidos.

Liquidos ibnicos mostraram serem solventes ideais para a transformacgao
catalisada por enzimas em substratos altamente polares. Park & Kazlausks (2001)
desenvolveram um estudo visando a investigacdo e a compreensao da chave do perfil
estrutural dos liquidos iGnicos que controlam as reagdes catalisadas por enzimas.

O diéxido de carbono supercritco (scCO.) com suas caracteristicas fisico-
quimicas peculiares mostrou ser outro solvente promissor para reacoes catalisadas por
lipase. A remogao completa e facil deste solvente oferece significantes vantagens para
0s processos de “dowmstream” incluindo a purificagdo de produtos. Lipases de
Rhizomucor miehei (Lypozyme) (AL-DURI et al., 2001) e C. antarctica (Novozyme435)
(MATSUMURA et al., 2001) mostraram uma eficiéncia catalitica ideal com relacao a

atividade e estabilidade quando testadas em sc CO, como solvente de reacéo.

2.4 Quimiometria

O grande avango nos ultimos anos na area de computagédo e instrumentos
analiticos ligados a softwares permitiu a coleta de um enorme conjunto de dados onde
o tratamento destes gerou uma busca por ferramentas adequadas para retirar
informagdes Uteis na tomada de decisoes.

O termo “quimiometria” do inglés “chemometrics”, surgiu na década de 70
(GEMPERLINE, 2006) através do sueco Svante Wood que descreveu o crescimento do
uso de modelos matematicos no ramo da quimica. O desenvolvimento da quimiometria
nos ultimos anos no mundo pode ser visualizado na Figura 2.2 onde mostra numero de

trabalhos ja publicados desde 1999. Tém-se trabalhado trés grandes areas:
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planejamento e otimizagdo de experimentos, reconhecimento de padrdes, calibragao
multivariada (NETO et al., 2006; GEMPERLINE, 2006).
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Figura 2.2 — Evolugdo da quimiometria nos dltimos 10 anos. Fonte:

http://www.sciencedirect.com, usando a palavra-chave “chemometrics”. Acesso em
28/11/2009.

No planejamento de experimentos busca-se a extracdo de informacdes de
um sistema em estudo fazendo um numero reduzidos de experimentos (NETO et al.,
2007) e séao investigados as influéncias de todas as variaveis experimentais de
interesse (TEOFILO; FERREIRA, 2006).

O estudo de reconhecimento de padrbes passa pela analise dos parametros
(variaveis) de forma que se tenha uma representacao grafica de todo o conjunto de
dados facilitando a interpretacdo dos resultados. Alguns algoritmos foram
desenvolvidos para elaborar graficos que representem a maior quantidade possivel das
informacodes contidas em um conjunto de dados analiticos. Entre eles, destacam-se, por
exemplo, a analise por agrupamento hierarquico (HCA) e a andlise de componentes
principais (PCA) (CORREIA; FERREIRA, 2007).

A calibragao multivariada sera tratada em topico especifico.
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2.4.1 Calibracao Multivariada

A determinacdo de uma propriedade de interesse em qualquer tipo de
sistema € um procedimento usual na quimica analitica. E essa medida é sempre, na
maioria das vezes, realizada de forma indireta através de outras grandezas como
absorcao ou emissao de luz (NETO et al., 2006) geradas através de técnicas como UV
Visivel, Raman, Infravermelho, RMN e Espectrometria de massas (FORINA et al.,
2007). Portanto, a calibracédo, desenvolve uma relagdo quantitativa entre as respostas,
registradas em uma matriz de dados m e as concentracdes, registradas em uma matriz
de dados n (FABER; RAIKJO, 2007). Esta matriz de dados pode ser construida
conforme ilustrado na Figura 2.3. As linhas representam as diferentes amostras e as

colunas sao as variaveis (absorvancias) em diferentes nimeros de onda.

Y

—1.
4 | HNNEEEEEERENEEEE

Mlatriz de dados

Ab
\
+—— Amostras

L
™ metilicos (% mim)

e i e Gty Varigveis(x) —

Figura 2.3 — Matriz de dados gerada a partir de um espectro de Infravermelho.

Uma calibragdo € dita univariada quando a resposta é relacionada a uma
medida instrumental. Embora simples este método venha acompanhado de
desvantagens como a presenca de interferentes que podem ocasionar desvios na sua
relagdo linear. A calibracdo multivariada permite relacionar duas ou mais medidas
instrumentais a uma resposta de interesse possibilitando andlises na presenca de
interferentes e sdo mais eficientes para lidar com ruidos experimentais, colinearidade e

falta de linearidade. Um dos métodos que apresentam este requisito € o PLS (Minimos
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Quadrados Parciais — do inglés Partial Least Square) (FERREIRA, et al, 1999; BRAGA;
POPPI, 2004).

A técnica PLS foi inicialmente desenvolvida por Herman Wold 1975 (WOLD,
1975, citado por GEMPERLINE, 2006). PLS é um dos métodos de regressdo onde
correlacionamos uma matriz de dados X com o vetor da fungéo resposta Y através de
uma combinagdo linear e das componentes principais. Estas componentes principais
sdo otimizadas para melhor descreverem a interacdo entre os blocos X e Y e entdo
recebem a denominacgao de variaveis latentes (FERREIRA et al., 2002).

Duas etapas importantes no delineamento de um modelo PLS sdo a
calibracao e validacdo. As amostras de calibracdo devem ter concentracdes de padroes
ou mistura de padrées conhecidas. Nesta etapa, a relagéo entre as matrizes X e Y é
modelada gerando valores preditos que geralmente contém desvios aleatérios dos
valores verdadeiros. Assim, os valores preditos e medidos sdo usados para o célculo da
raiz quadrada do erro médio de calibracdo (do inglés Root Mean Squared Error of
Calibration - RMSEC). O RMSEC mostra o nivel de concordancia entre os valores de
concentracao preditos pelo modelo e os valores medidos (verdadeiros). Segundo
Gemperline (2006), o RMSEC fornece estimativas otimistas da habilidade de predigao
de um modelo de calibracdo para amostras medidas posteriormente. Isto ocorre devido
a uma porcdo do ruido nos padrdes que sao inadvertidamente modelados pelos
parametros calculados.

Na validacdo podemos realmente avaliar a eficiéncia de previsdo de um
modelo. Nesta etapa sdo usadas amostras independentes da etapa de calibragcéo o que
demanda um gasto de tempo e custo para a andlise. O erro pode ser avaliado em
termos da raiz quadrada do erro médio de previsao (do inglés — Root Mean Squared
Error of Prediction — RMSEP). Outra alternativa é a utilizagdo da validagdo cruzada
onde para um dado conjunto de dados, numa serie de experimentos, cada qual envolve
a remocado de um subconjunto dos objetos (blocos), com subsequente aplicagdo do
modelo resultante aos objetos removidos. Wold et al. (2001) sugere a utilizacdo de
cinco a nove blocos. Neste caso é calculada a raiz quadrado do erro médio da
validacao cruzada (do inglés Root Mean Squared Error of Cross-Validation - RMSECYV).
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No caso, o RMSECV também gera valores otimistas da habilidade de previsdo do
modelo de calibracao.

2.5 Caracterizacao do biodiesel através de técnicas analiticas

A presenca mesmo de pequenas quantidades de compostos originarios do
6leo no biodiesel pode causar problemas ao motor e resultar em um aumento da
producéo de emissdes perigosas (ZAGONEL et al., 2004). Assim, um método analitico
sensivel e confiavel &€ necessario para monitorar a composicao de triacilglicerois (TGs),
diacilgliceréis (DGs) e monoacilglicerdis (MGs) no biodiesel. Varios trabalhos ja foram
realizados (PLANK; LORBEER, 1995 & HOLCAPEK et al., 1999) utilizando técnicas
cromatograficas (CG e HPLC) associadas a diversos detectores (FID, indice de refragdo
e etc.) dentre eles a espectrometria de massas (EM), para a determinagao estrutural e
caracterizacao dos materiais contendo acidos graxos e seus derivados. Holcapec et al.
(1999) monitoraram a conversao de triacilgliceréis do 6leo de canola em ésteres
metilicos de &cidos graxos e quantificou os TGs residuais através da técnica HPLC com
fase reversa.

A espectrometria de massas utilizando varias técnicas de ionizagéo tem sido
usada com sucesso para a determinagao de lipidios. Barber et al. (1964) sugeriram o
padrao de fragmentacdao de TGs usando impacto eletrénico (El). Mais recentemente
técnicas de ionizacao como termospray (TSI) (KIM; SALEM JR, 1987), eletrospray (ESI)
(MOTTRAN et al.,1997) ionizagao quimica a pressao atmosférica (APCI) (BYRDWELL,;
EMKEN, 1995 & NEFF; BYRDWELL, 1995) mostraram ser superiores a El e Cl no
campo de anadlise de lipidios. Um método muito eficiente para a elucidacdo de TGs
usando bombardeamento rapido de atomos (FAB) MS-MS (CHENG et al. 1998) foi
reportado. Varios métodos de HPLC-MS para andlise de lipidios tém sido revisados
(BYRDWELL, 1998 & KIM; SALEM JR, 1993). A técnica de ionizagao de maior sucesso
neste campo é provavelmente a APCI (BYRDWELL; EMKEN, 1995 & NEFF;
BYRDWELL, 1995 & BYRDWELL et al., 1996) que fornece uma deteccao sensivel para
o HPLC, tanto para informagdes estruturais e massa molecular e total compatibilidade
com as condi¢des normais de HPLC para a separacao de TGs (KALLIO et al., 1989)
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contendo grupos hidroxi (BYRDWELL, NEFF, 1998), hidroperoxi (KUSAKA et al., 1996)
e epdxi (LAAKSO; MANNINEN, 1997). A cromatografia com fluido supercritico acoplada
a espectrometria de massa foi usada para a caracterizagdo de triglicerideos da
manteiga e, mais recentemente, a técnica SFC-APCI-MS tem sido usada para elucidar
informagdes tanto de massas moleculares como da composi¢cao da cadeia alquilica dos
TGs (LECHNER et al., 1997).

Uma das técnicas analiticas que tem sido comumente empregada,
juntamente com andlise multivariada no estudo de biodiesel é a espectrometria no
infravermelho. Soares et al. (2008) utilizaram espectrometria de infravermelho médio
com transformada de Fourier, acessorio de reflectancia total atenuada (ATR/FTIR) e
Minimos Quadrados Parciais (PLS) com métodos de selecdo de variaveis forward e
stepwise para determinar a adulteracao de biodiesel de varias oleaginosas com 6leo de
soja conduzindo a bons resultados. Modelos construidos usando os métodos de
selegao de variaveis apresentaram alta concordancia entre valores reais e preditos do
que aqueles modelos os quais foram construidos sem o método de selecdo. Em um
trabalho posterior, Soares et al. (2009) determinaram adulteracdo de B2 (mistura de 2
% viv no diesel) com 6leo residual, utilizando dados de ATR/FTIR e calibragao
multivariada por PLS.

Knothe (1999) tem usado a espectrometria de infravermelho proximo (NIR) e
PLS para monitorar o final da reagao de transesterificacdo do biodiesel. Oliveira et al.
(2006) usou FTIR e espectroscopia NIR para construir modelos de calibragdo para
determiner o conteudo de ésteres metilicos em misturas de biodiesel (ésteres metilicos
+ diesel). Pimentel et al. (2006) desenvolveu modelos de calibragcdo multivariada
baseados em espectrometria de infravermelho médio e proximo para determinar o
conteudo de biodesel em misturas de diesel, considerando a presenca de 6leo vegetal
cru.

Estudos recentes tem mostrado que muitas outras metodogias podem ser
usadas para determinar o conteludo de biodiesel misturados com diesel mineral. Por
exemplo, Knothe (2001) usou as técnicas de espectroscopia NIR used NIR e H'NMR
(Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio) para determinar o conteludo de
biodiesel derivado de soja em misturas de diesel mineral. Monteiro et al. (2009)
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obtiveram bons resultados usando a técnica de H'NMR para determinar a proporcédo
biodiesel/ diesel usando amostras de biodiesel derivados de mamona e soja misturados
com diesel de trés diferentes grupos. Corgozinho et al. (2008) utilizaram dados de
espectrofluorimetria sincronizada para gerar modelos PLS para quantificar éleo residual

em B2. O adulterante foi determinado com teores de zero a 25% m/m no combustivel.



Capitulo 3

Parte Experimental
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Reagentes e solventes

Todos os solventes utilizados foram de grau HPLC, Metanol (100 % - J. T.
Baker), Isopropanol (99,7 % - Vetec) e Hexano (97 % - Vetec). Portanto ndo houve
nenhuma etapa adicional de purificacdo, sendo necessaria apenas uma etapa de
desgaseificagao.

O metanol (99,8%) e t-butanol (99%) utilizados na sintese foram reagentes
pa, marca Vetec.

O o6leo de soja (Tipo 1, 100 % puro) utilizado na sintese foi adquirido no
comeércio.

O biodiesel (B100) foi gentiimente cedido pela REGAP (Refinaria Gabriel
Passos/Betim-MG).

Na elaboracdo de meio de cultura para o crescimento microbiano foram
usados como ingredientes: Peptona Bacteriolégica G (Acumedia), NaNO3.7H.O (P.A.
99 % - Fmaia), KH2PO4 (P.A. 99 % - Synth), MgS0O4.7H,0 (P.A. 98 — 102 % - Synth).

3.2 Triagem de espécies de fungos produtoras de lipase

Foram realizados experimentos no intuito de se selecionar linhagens de
fungos que tenham como caracteristica, a capacidade de producao da enzima lipase
capaz de realizar transesterificacdo dos triacilglicerideos presentes no éleo de soja pra
formacao de ésteres alquilicos. Foram testadas as linhagens de fungos filamentosos a
partir da colecdo do Laboratério de Bioensaios e Biotecnologia do Departamento de
Quimica do Instituto de Ciéncias Exatas da Universidade Federal de Minas Gerais.
Assim foram escolhidas sete espécies de fungos: Mucor plumbeus, Penicillium citrinum,
Syncephalastrum racemosum, Rhizopus oryzae, Penicillium janthinellum, Rhizopus
stolonifer e Aspergillus Niger.
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Os fungos foram cultivados por um periodo de sete dias em tubos de ensaio
contendo meio de cultura sélido do tipo agar batata dextrosado de concentragdo 39 g/L.
Os esporos de cada espécie foram extraidos com 10 mL de agua destilada esterilizada.
Uma aliquota de 1 mL da suspenséo de esporos foi transferida para erlenmeyers de
500 mL onde foram adicionados 100 mL do seguinte meio de cultura: Peptona
bacteriologica G 50 g/L, NaNOs3.7H20 0,5 g/L, KH2PO4 1,2 g/L e MgS0O4.7H20 0,5 g/L.
Foram preparadas as amostras para cada espécie em triplicata. Além disso, foram
preparadas duas amostras controles. Estas amostras foram colocadas em incubadora
(TECNAL — modelo TE - 421) sob agitagédo de 130 rpm, por 72 horas, para permitir o
crescimento celular. Em seguida, foram adicionados, em cada frasco, por meio de
pipeta volumétrica, 25,00 mL de alcool metilico, 25,00 mL de &lcool tert-butilico e 50,00
mL de 6leo de soja. Todos os meios de cultura e reagentes, com excecao dos alcodis
foram esterilizados em autoclave vertical (FANEM — modelo 415) (T =120 “Cou P = 1
kgf/cm?).

3.3 Producao de biodiesel

Os sete fungos selecionados foram adicionados a uma mistura de éleo de
soja e MeOH/BuOH(1:1). Inicialmente utilizou-se o éalcool tert-butilico como solvente
organico para facilitar o contato entre o alcool metilico e o 6leo de soja. Em seguida,
eles foram colocados em uma incubadora orbital para reagir por 120h (5 dias) a
temperatura ambiente. Aliquotas de 2,00 mL foram retiradas, através de pipeta
volumétrica, a cada 12 h e estas foram analisadas por infravermelho na regido de

médio IR.

3.4 Preparo das solucoes padrao utilizadas para construcao da curva
analitica

As solugcdes padrao para construcdo da curva analitica para selecao dos
melhores fungos produtores de lipase foram preparadas a partir da amostra de
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Biodiesel de soja (B100) (99% de ésteres m/m) que foi cedida pela REGAP (Refinaria
Gabriel Passos/Betim-MG). Utilizaram-se 30 amostras para a validagdo e 7 para a
previsdo (Tabela 3.1) totalizando 37 amostras binarias com biodiesel metilico de soja e

6leo de soja.

Tabela 3.1 — Concentracdo do biodiesel nas misturas binarias usadas como solucoes
padrdo utilizadas na curva analitica

Calibragéo (% m/m) Validagao (% m/m)

1 0,00 11 17,52 21 47,49 1 6,02
2 2,01 12 19,98 22 52,44 2 12,54
3 3,10 13 22,58 23 54,98 3 25,03
4 4,11 14 27,49 24 60,03 4 39,02
5 5,08 15 30,07 25 64,93 5 49,97
6 7,05 16 32,56 26 74,36 6 69,95
7 7,99 17 34,99 27 79,84 7 94,98
8 9,01 18 39,98 28 84,97

9 10,01 19 42,50 29 89,82

10 15,05 20 45,00 30 99,00

3.5 Técnicas analiticas
3.5.1 Espectrometria de infravermelho (ATR - FTIR)

Para a obtencéo dos espectros de ATR-FTIR foi utilizado um espectrémetro
de IR ABB Bomem modelo MB 102 do Laboratério de Ensaios de Combustiveis da
UFMG equipado com um acessério de reflectancia atenuada total (ATR) e com um
detector de sulfato de triglicerina deuterado [(ND2CD>,COOD)3D>SO4]. A temperatura foi
mantida em 16 £ 1 °C durante a aquisicao dos espectros os quais foram obtidos da
média de 16 scans em uma resolucdo espectral de 1,9282 cm™. A regido selecionada
para anélise foi o infravermelho médio (MID — IR) entre 3500 e 527 cm™.
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As amostras foram adicionadas sobre a célula de forma que cobrissem todo
o cristal e apds aquisicdo do espectro, o acessério foi limpo sucessivamente com

acetona.

3.5.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE/HPLC)

Os perfis cromatograficos foram obtidos em cromatografo liquido da marca
SHIMADZU do Departamento de Quimica da UFMG, modelo LC- 20AT, com sistema de
gradiente binario e detector de UV/VIS, modelo SPD — 20 A, a temperatura de 40 °C.
Uma coluna ODS HYPERSIL de dimensao 250 mm x 46 mm foi utilizada. As amostras
foram diluidas em metanol para perfazerem uma solugdo de concentracao 1% (v/v).
Uma aliquota de 20 pyL das amostras foi injetada.

Foram utilizados os seguintes solventes como fase movel: metanol, 2-
propanol e hexano. No reservatorio A foi adicionado metanol e no reservatério B uma
solugédo contendo 2-propanol e hexano em uma proporc¢ao de 5:4 (v/v). Foi empregado
um gradiente linear de 100% de A para 50% de A e 50% de B em 15 minutos. A eluigdo
foi feita isocraticamente com 100% de B, por mais 5 minutos, totalizando um tempo de
andlise de 20 minutos. O fluxo da fase mével foi de 1mL/min. O comprimento de onda

de deteccao utilizado foi 0 A = 205 nm.

3.5.3 Cromatografia Gasosa com Detector por lonizacao em Chama

A quantificagdo dos ésteres foi realizada com base em uma adaptagao na
norma EN14103: Derivados de Oleos e Gorduras - Esteres Metilicos de Acidos Graxos
— Determinacao de Ester e contetido de Esteres Metilicos de Acidos Linolénico (C18:3).
A solucéo do padréao interno foi preparada pesando-se cerca de aproximadamente 200
mg de heptadecanoato de metila e transferindo quantitativamente esta massa para um
baldo de 100 mL. Completou-se o volume com heptano. A solugdo amostra foi
preparada pesando-se aproximadamente 100 mg do biodiesel em um vial de 10 mL e
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acrescentando-se 5,0 mL da solugcédo padrao. O teor de ésteres %(m/m) foi calculado

utilizando-se a seguinte equacao:

% m/m = (area de éster total - area do padrao) x (massa do padrao na solugdo amostra)

(area do padréao) (massa da amostra pesada)

3.5.4 Cromatografia gasosa acoplada a Espectrometria de Massas
(CG/EM)

A ionizacdo de moléculas orgéanicas é gerada pelo bombardeamento de
elétrons com energia suficiente para remover um elétron e conseqlentemente a

formacgao do ion molecular (M*) segundo a equacéo:
M+e=M"+2e  (BUDZIKIEWICZ et al., 1967).

Para identificacdo dos constituintes presentes nos produtos das reacdes foi
utilizado um sistema GC/EM. As analises foram conduzidas em um equipamento da
Shimadzu (GC-17A/GC-MS-QP5050A) do Laboratério de Ensaios de Combustiveis do
Departamento de Quimica da UFMG utilizando uma coluna capilar de silica fundida do
tipo Wax (Stabil-WAX, 30m x 0,25mm x 0,25um). O gas de arraste utilizado foi hélio a
um fluxo de 1,2 mL/min. Aliquotas de 0,50 uL das amostras foram injetadas nas
seguintes condi¢cdes: Modo de injecao split (1:10). A temperatura do injetor e detector
foi mantida a 240° C. A coluna foi mantida a 2102 C por 9 min, e entao foi aquecida até
240° C a uma taxa de aquecimento de 7° C/min. A temperatura final foi mantida por 25
min.

O modo de ionizagao utilizado foi o de impacto eletrénico a uma tensao de
70 eV sendo que o analisador de massas foi um quadrupolo. Os espectros de massa
foram obtidos no modo scan entre 45 a 500 m/z, com uma taxa de varredura de 1000
u.m.a./s. (unidade de massa atémica por segundo).

Foram obtidos os espectros de massas de todos os compostos e
identificados conforme o padrao de fragmentagcéao dos ésteres e pela comparagdo com

os espectros do software ChemStation do banco de dados da biblioteca Wiley. Foram
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considerados identificados aqueles compostos que tiveram uma similaridade acima de
90%.

3.5 Calibracao e Validacao dos modelos

Para a validagdo do modelo de calibracdo foram realizados quatro
tratamentos a fim de se escolher o modelo mais adequado para a predicdo da
concentracao de ésteres metilicos nas amostras. O método de validagao cruzada
utilizado foi o “Venetian Blinds” com cinco separacdes (blocos). Os dados foram pré-
processados pelo modo “Centrar na média” e pela “Correcao de Sinal Ortogonal” sendo
os célculos realizados usando o software PLS Toolboox versdo 5.0 (Eigenvector
Research Inc., Manson, WA, USA).

Foi avaliado a presenca de erros sistematicos nos modelos pelos valores de

Bias. O Bias é calculado de acordo com a equacéo 1:

Yo i — 9y
1’IV

bias = Equacao 1

onde n, é o numero de amostras da validacdo; y;e §; correspondem aos
valores de referéncia e aos previstos pelo modelo, respectivamente.

A seguir, o valor de SDV (Standard Desviation of Validation) medido pela
equacao:

SpV = 2[(yi—¥i)—bias]?

ny—1

Equacao 2

e entao o valor de tbias € estimado pela equagao:

B Ibiasl\/n_V

thias = SDV Equacao 3

O valor de tyiss calculado é comparado com o seu valor de t critico para n, — 1

graus de liberdade.
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Para comparagédo da qualidade de previsdo de dois modelos utilizou-se o
teste F. Os valores F calculados foram baseados nos valores das variancias dos

modelos e da equagéo:

~N2
?=1(yi - yl)

RMSEP = Equacéao 4

onde n é o numero de amostras de validacdo, RMSEP ¢ a raiz quadrada do
erro meédio de predigao.

Esta expressao fornece o valor do desvio padrdo. A variancia é dada pelo
quadrado do desvio padrao e o valor de F é dado pela razado das variancias:

;2

Fealculado = 5_2 Equacgao 5
2

onde si e s» sd0 os desvios padrdo de dois modelos a serem comparados
sendo o numerador sempre maior que 0 denominador.

As variaveis latentes dos modelos foram determinadas de acordo com os
valores de RMSECV (do inglés Root Mean Square Error of Cross-Validation) e
utilizadas aquelas sugeridas pelo software.

A exatidao dos modelos de calibracdo desenvolvidos (RPD) foi determinada
pelas equacoes 6, 7 e 8.

2
sp = /Z(;f_lm) Equacéo 6

Equacéao 7

RPD = Equacao 8

a
RMSEP
onde s, € 0 erro do desvio padrao dos valores da populacao de referéncia da previsao, r;

séo os valores de referéncia da previsdo, m é a média dos valores de referéncia, n o

nuamero de amostras da previséao.
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A qualidade da previsdao também foi avaliada pelos paradmetros RMSEC
(Root Mean Square Error of Calibration), RMSEP (Root Mean Square Error of
Prediction), RMSECV, e R?.

3.6 Planejamento experimental

Para otimizacdo dos resultados preliminares obtidos foi realizado um
planejamento fatorial 22 com ponto central para verificar as variaveis mais importantes
na reacao de transesterificagdo por rota enzimatica utilizando o fungo Syncephalastrum
racemosum. Analisaram-se os fatores razao molar metanol/6leo e tempo como descrito

abaixo e construiu-se a tabela de contrastes (Tabela 3.2).

Fatores - + Ponto Central
1: Razao molar metanol/6leo 1,1:1 5,5:1 3,3:1
2: Tempo (h) 6 24 15

Tabela 3.2 — Ensaios realizados no planejamento experimental para avaliagdo do
biodiesel produzido a partir de S. racemosum

Ensaio 1 2 1 2
1 - - 5:1 6
2 + - 25:1 6
3 - + 5:1 24
4 + + 25:1 24
5 0 O 15:1 15
6 0 O 15:1 15
7 0 0 15:1 15
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As variaveis, massa de 6leo adicionado (10 g), massa de alcool tert-butilico,
temperatura de reacao (30 °C) e o tamanho do in6culo/concentracao de esporos foi
mantido constante em todos os ensaios, variando se a relagdo molar MeOH/éleo e o
tempo.

A contagem de esporos foi realizada em Camara de Newbauer (Figura 3.1).
Cada um dos 9 quadrados grandes possui area de 1 mm? e a distancia entre uma
laminula e a superficie da camara € de 0,1 mm. O volume que é retido entdo nesse
espaco é de 0,1 mm?® ou 1x10* mL. O nimero de esporos por mL foi entdo a partir da

equacao 9:
Concentracao de = N° de esporos sobre o quadrado grande x Fyq Equacao 9
esporos/mL Volume do quadrado grande

onde o numero de esporos no quadrado grande é a média de 4 contagens realizadas
no quadrado central; o volume do quadrado grande corresponde ao valor de 1x10™ mL
e Fq4 é o fator de diluicdo.

Cémara de
contagem

1 7] |~

YN |
tF;

L

Laminula de vidro

Figura 3.1 — Desenho esquematico da Camara de Neubauer utilizada para
determinagao da concentracao de esporos para preparo do inoculo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Espectrometria de Infravermelho ATR-FTIR

Os espectros de infravermelho do 6leo de soja e de Biodiesel de soja sao
apresentados na Figura 4.1. As maiores diferengas entre os espectros podem ser

observadas na regido chamada de “impressdo digital” (1400-900 cm™) (LOPES;
FASCIO, 2004).

3008,73 P .
Oleo de soja
1463,86
1097,42
1238,21 721,32
2852,51
_ 1159,13

= 2921,94
2
- 1743,52
~—
- p—
£
wv
&
=~ Biodiesel
[

1434,93

_ 1243,99
2854,44
1168,78
1195,78
2923,87
1741,59
: " : " : " : " : " :
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm'l)

Figura 4.1 — Espectros de ATR-FTIR de amostras de 6leo de soja puro e biodiesel de
soja
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A banda de carbonila (C=0) de ésteres alifaticos ocorre entre 1750 e 1735cm™ e
as da ligacdo C-O de ésteres que sdo, na verdade, duas vibragdes assimétricas
acopladas: C-C(=0)-O e O-C-C, ocorrem entre 1300 e 1000 cm™ (SILVERSTEIN et al.,
1991). Ainda segundo este autor, os ésteres metilicos de &cidos graxos de cadeia longa
apresentam um padrdo com trés bandas préximas de 1250, 1205 e 1175 cm™. As

principais bandas estao especificadas na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 - Atribuicdo das bandas da regido do infravermelho do 6leo de soja e do
biodiesel de soja.

n? de onda (cm™)

Especificacao .

Oleo de soja Biodiesel

v C-H 3008,70 3008,70
vas CHa 2921,94 2923,87
vs CH> 2852,51 2854,44
v C=0 1743,52 1741,59
ds CHa 1463,86 498,09
1434,93

1238,21 1243,99

v C-O 1159,13 1195,78
1097,42 1168,78

das CH2 721,32 721,32

v = deformagéo axial; 0 = deformacédo angular;
s = Simétrico e 45 = assimétrico
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4.2. Calibracao e validacao dos modelos

Realizaram-se duas etapas para constru¢cdo dos modelos. A primeira etapa
(descritiva) relacionou as medidas realizadas no conjunto de padrées com a
concentracao da espécie de interesse. Logo em seguida, na etapa preditiva, utilizou-se
o modelo para prever as concentracdes de novas amostras. Para que o modelo seja util
em um determinado objetivo, torna-se necessario a validacao. Isso é feito pela
avaliacao de parametros que certifiguem que o modelo proporcione um desempenho
adequado.

Os modelos foram gerados a partir dos valores de absorvancia dos espectros
de ATR-FTIR dos padrdes da curva analitica (Figura 4.2) com concentracées variando

de 0 a 99% (m/m) de ésteres.

0,30—

0,25—
0,20—
0,15—
i : |
0,10—]
e
o §

0,00 —

Absorvirncia

25
Concentragdo
em ésteres
75 metilicos (% m/m)

-0,0

3609 3224 2839 2453 2068 1680 1296 910 527

Nimero de onda (cm®)

Figura 4.2 — Espectros de ATR-FTIR utilizados na calibragdo e validagdo do modelo.

Foram construidos e validados quatro modelos a partir dos parametros
mostrados na Tabela 4.2.
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Tabela 4.2 — Valores dos parametros da calibracao/validacao (PLS) para determinacao
do conteudo (%) de ésteres para os modelos estudados.

Parametros Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3 Modelo 4
pmcez’;‘;nemo 0SCeCM  CM 0SC Nenhum
LV 1 4 2 2
R? calibracéo 1,000 1,000 0,999 0,999
R validagso cruzada 0,999 0,999 0,999 0,998
RMSEC (% m/m) 0,005 0,398 0,6985 0,9982
RMSECV (% m/m) 0,883 0,902 0,951 1,123
RMSEP (% m/m) 0,566 0,583 0,635 0,722
Bias (% m/m) -0,016 0,164 -0,140 0,211
SDV (% m/m) 0,610 0,607 0,668 0,746
toias” 0,07 (2,45) 0,72 (2,45) 0,55 (2,45) 0,75 (2,45)
RPD 56,46 54,46 50,35 44,18

* Valores entre parénteses referem-se ao valor da distribuicdo t de student para 6 graus de
liberdade e 95% de confianca. OSC = Correg¢ao de Sinal Ortogonal; CM = Centrado na Média;
LV = Varidvel Latente; SDV = Standard Deviation of Validation

As variaveis latentes em todos os modelos foram escolhidas pelo software e
determinadas no ponto onde a variagcdo do valor de RMSECV com o aumento da
variavel latente € minima. Na Figura 4.3 é mostrado o grafico que relaciona os valores
de RMSECV e variavel latente dos modelos estudados.

Todos os modelos mostraram valores altos de chanbragao e szandagao cruzada
demonstrando uma boa eficiéncia das curvas analiticas. A estimativa desses valores
permite dizer sobre a qualidade da curva e quanto mais préximo de um melhor sera o
modelo. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), recomenda um valor
minimo de R = 0,99 para considerar um modelo como sendo linear (ANVISA, 2003). Ja
para o INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade
Industrial), um valor de R acima de 0,9 é requerido para se atender ao conceito de
linearidade (INMETRO 2003).
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O quarto modelo mostra a importancia do pre-processamento para 0s

modelos obtidos. Este modelo apresentou os menores valores de R%ibracso € Rvaiidacio

e 0s maiores valores dos erros medios de calibracao, previsao e validagcdo cruzada.

4

RMSECV
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2 4 6 8 1‘0 1‘2 1‘4
Variavel Latente
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Figura 4.3 — Relacao entre RMSECV e variavel latente. a) modelo 1, b) modelo 2, c¢)

modelo 3, d) modelo 4

Como mostrado na Tabela 4.3, os valores de tyas para 0os quatro modelos

sdo menores que o valor de t critico com 95% de confianga. Portanto, o erro sistemético

incluido no modelo multivariado pode ser considerado ndo significativo e desprezado.

Observa-se valores bem distintos para os valores e RMSEC sendo o 1°modelo com um

valor bem proximo do zero. Ja para os erros RMSECV e RMSEP n&o se nota valores

muito diferentes, sendo que o 1° modelo apresenta os menores valores.
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RPD é definido como sendo a razao dos desvio padrao dos valores de
referéncia das amostras do conjunto de validacao e o valor de RMSEP (FEARN, 2002).
Os valores de RPD encontrados (44,18 — 56,46) foram considerados altos e
demonstram uma boa exatiddo dos modelos. Alguns trabalhos utilizaram RPD como
parametro para avaliar a exatiddo de modelos de calibragcdo aliado a técnica de
espectroscopia de infravermelho. WU et al. (2008) monitorando componentes de leite
por espectroscopia de infravermelho proximo encontrou calibragées com RPD variando
de 15 a 200. Segundo WILLIANS e NORRIS (2002) modelos com valores de RPD
maiores que 5 sao avaliados como bons para controle de qualidade. Ja para ZHANG et

al. (2008) uma boa calibragcéo deve ter valores de RPD acima de 3.

Tabela 4.3 — Teste F para comparacao dos modelos de previsao dos tedres de ésteres.
Comparacgao RMSEP (Desvio

entre Modelos Padrio) Variancia F calculado
1 0,5658 0,3202 1,0600
2 0,5826 0,3394 (4,2837)*
1 0,5658 0,3202 1,2587
3 0,6348 0,4030 (4,2837)*
1 0,5658 0,3202 1,6284
4 0,7221 0,5214 (4,2837)*

*Valores entre parénteses refere-se a F para 6 graus de liberdade e 95% de nivel de confianca

De acordo com a Tabela 4.3, todos os valores de F calculado sdo menores
que o valor de F tabelado indicando que nao ha diferenca significativa entre os modelos
a nivel de 95% de confianga, ou seja, poderia-se fazer uso de qualquer um dos
modelos para previsdo da porcentagem de ésteres.

Na Tabela 4.4 encontram-se os valores de referéncia da calibragdo e
validagcao bem como os valores preditos pelos modelos 1, 2, 3 e 4 e as Figuras 4.4, 4.5,
4.6, 4.7 e 4.8 apresentam as curvas de calibracdo e os residuos gerados pelos
modelos. De acordo com a Figura 4.8 d), apenas uma das amostra nao esta dentro de
um nivel de confiangca de 95%. Como o modelo 4 nao foi utilizado nédo foi preciso a

retirada deste ponto anémalo.



Tabela 4.4 — Valores preditos para as amostras de calibracéo e validagao.

o Teor Predito (%)
Teor Medido (%) Modeio ] Modelo 2 Modelo 3 Modelo 4

0,00 0,00 0,59 -0,05 -0,88
2,01 2,01 2,19 1,18 1,65
3,10 3,09 2,79 3,67 2,75
4,11 4,11 3,57 3,71 4,08
5,08 5,08 4,94 4,51 4,24
7,05 7,05 6,37 6,91 6,86
7,99 7,99 7,41 7,81 9,00
9,01 9,00 9,16 9,74 9,00
10,01 10,02 10,02 9,05 10,27
15,05 15,03 14,90 16,72 13,28
17,52 17,52 17,56 17,18 17,48
19,98 19,98 20,13 19,99 18,79
22,58 22,58 22,59 22,76 23,00
> 27,49 27,49 27,80 27,43 27,54
& 30,07 30,07 30,03 29,26 29,91
2 32,56 32,56 32,64 32,82 33,59
S 34,99 34,99 35,55 35,60 35,41
39,98 39,98 40,29 41,08 40,60
42,50 42,51 42,88 41,65 43,65
45,00 45,00 44,91 45,23 45,38
47,49 47,49 47,45 46,88 48,34
52,44 52,43 51,97 53,83 52,15
54,98 54,98 55,24 55,44 55,48
60,03 60,04 60,87 58,84 62,33
64,93 64,93 64,76 65,79 65,40
74,36 74,36 74,66 74,21 74,58
79,84 79,85 80,38 79,19 80,13
84,97 84,97 84,84 84,55 84,52
89,82 89,81 89,04 90,14 89,64
99,00 98,99 98,39 98,55 95,56
6,02 5,50 5,20 5,68 5,33
o 12,54 12,09 11,74 11,83 12,82
g 25,03 24,59 24,65 26,23 25,87
3 39,02 39,77 39,49 39,56 39,32
o 49,97 50,84 50,65 50,53 49,90
69,95 70,25 70,13 70,05 68,82

94,98 94,58 94,50 94,61 93,97
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Figura 4.4 — Valores preditos pela validagc&do cruzada pelo modelo 1
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Figura 4.5 — Valores preditos pela validagao cruzada pelo modelo 2
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Figura 4.6 — Valores preditos pela validagao cruzada pelo modelo 3.
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Figura 4.7 — Valores preditos pela validagao cruzada pelo modelo 4.
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4.2.1 — Predicao do teor de ésteres das amostras pela calibracao PLS

Para continuagéo dos trabalhos foi utilizado o modelo 1 por possuir menor

valor de RMSEP. Foram feitas predigdes das amostras do controle 1 e 2 (Tabela 4.5).

Tabela 4.5 - Predicao das amostras do controle 1 e 2

Controle Concentragao (%) Controle Concentragao (%)
1-12 0,75 2-12 2,50
1-24 1,84 2-24 0,64
1-36 1,57 2-36 ND
1-48 2,15 2-48 1,98
1-60 3,04 2-60 4,17
1-72 1,95 2-72 1,87
1-84 2,82 2-84 4,51
1-96 1,61 2-96 3,83
1-108 4,48 2-108 1,13
1-120 2,48 2-120 0,53

ND = Nao determinado
5,00
4,50 O *
4,00

< 3,50 A s
,§ 3,00 o 4, a
£ 2,50 . ¢ eControle 1
§ 2,00 * i /N m Controle 2

g 10 A 4 ¢ A iMédia

1,00 u

0,50 * = m

0,00 —_—
12 24 36 48 60 72 84 96 108 120

Tempo de retirada da aliquota (h)

Figura 4.9 — Predicdo de teores de ésteres nos controles pelo método 1 (Pré-
processamento OSC e CM)
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De acordo com a Figura 4.9, o perfil das amostras do controle 1 e 2 se
mostrou aleatério em fungédo do tempo de retirada da aliquota e a concentragéo predita
variou de 0,53 a 4,51 ambas no controle 2. A predigdo das amostras dos fungos esta
disposta na Tabela 4.6. Observa-se que para os fungos Mucor plumbeus, Penicillium
citrinum (Figura 4.10 a) e b) respectivamente), Penicillium janthinellum, Rhizopus
stolonifer (Figura 4.11 b) e c) respectivamente) e Aspergillus Niger (Figura 4.12), os
valores se apresentaram semelhantes aos do controle 1 e 2 bem como para o perfil
apresentados na figura 4.9.

Nas amostras do fungo S. racemosum obtiveram-se valores entre 6,11 %
(m/m) na triplicata 3 e 39,50 % (m/m) na triplicata 1. A discrepancia entre os valores das
triplicatas se deve a nao padronizagdo da adicdo dos esporos o que acarretou maior
crescimento de biomassa no ensaio 1. O perfil descrito na Figura 4.10 c) para este
fungo mostra, no geral, um crescimento inicial, seguido de uma estabilizacdo e depois
um pequeno decréscimo. Este decréscimo sugere que reacoes de hidrélise foram mais
eficientes que as reag¢des de transesterificagdo nesta regiao do grafico. Para o fungo R.
oryzae obteve-se valores de conversao entre 1,20 % m/m na triplica 3 e 11,13 % (m/m)
na triplicata 2. Na Figura 4.11 a) nota-se um perfil semelhante ao do S. racemosum a
excegao da triplicata 2.

Diversos trabalhos tém sido realizados na sintese de ésteres a partir do
fungo R. oryzae. Zeng et al (2006) estudou os parametros de cultivo da espécie e
aplicou as células fungicas na sintese de Biodiesel a partir de 6leos vegetais. Sob
condi¢des otimizadas conseguiram 86% de rendimento adicionando metanol em trés
etapas. Ban et al. (2000) aplicou lipases imobilizadas de R. oryzae e alcangou
rendimento de 90% de ésteres metilicos na presenca de 15% de agua. Li et al. (2008)
utilizou meio de t-butanol na sintese de ésteres metilicos a partir de acido oléico e
células de R. oryzae imobilizadas. Um rendimento de 91% foi alcangado em 48 horas
de reagao na auséncia de agua.

A lipase de S. racemosum foi citada em alguns trabalhos (CHOPRA;
CHANDER, 1981 & CHOPRA et al. 1982) onde reportaram os fatores que afetam a
producdo da lipase e a sua atividade lipolitica. Até entdo nao existiam trabalhos
aplicando a lipase de S. racemosum na sintese de ésteres alquilicos.
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Tabela 4.6 — Valores preditos de teores de ésteres referentes ao modelo 1.

Replicata Mucor plumbeus Penicillium Syncephalastrum Rhizopus .an'?fe’;’g;llzl;nm((y Rhizopus stolonifer Asp e(‘r)/ngLqJ/sml)\l/g er
/Tempo (h) (% m/m) citrinum (% m/m)  racemosum (% m/m) oryzae (% m/m) J m/m) ° (% m/m) °
1-12 2,1 ND 17,9 4,3 1,3 1,6 0,3
1-24 2,1 3,1 27,0 6,3 0,9 2,2 1,0
1-36 0,6 0,3 23,3 4,0 1,7 1,3 ND
1-48 1,8 0,1 27,4 4,8 ND 1,1 3,6
1-60 3,0 3,2 35,0 6,2 2,2 2,6 2,4
1-72 2,0 2,2 37,5 6,9 2,1 1,7 3,7
1-84 1,9 3,3 37,8 7,3 2,0 1,9 4,3
1-96 3,0 2,5 38,2 7.9 4,0 5,9 4,9
1-108 1,7 1,6 39,5 7,5 1,8 3,3 3,3
1-120 2,0 2,0 32,0 5,7 2,6 2,6 1,8
2-12 1,6 2,0 9,9 8,3 2,2 3,8 2,6
2-24 1,3 1,4 15,1 9,5 1,8 4,2 1,8
2-36 1,9 1,7 11,5 3,1 1,2 2,2 1,7
2-48 1,5 0,6 11,2 6,0 1,4 3,0 2,9
2-60 3,7 2,0 16,7 10,8 3,0 3,7 2,2
2-72 2,7 1,7 14,9 9,8 3,0 4,2 2,8
2-84 1,7 3,2 15,3 11,1 2,5 4.8 2,2
2-96 3,2 2,7 15,9 7,6 4,7 5,6 4,1
2-108 2,1 5,0 14,1 10,3 2,0 3,1 2,8
2-120 3,6 1,6 12,2 6,6 2,0 42 1,0
3-12 0,1 ND 6,1 2,6 2,6 3,1 0,2
3-24 2,1 1,5 14,0 1,8 0,8 ND 2,4
3-36 1,1 ND 10,4 2,8 3,0 0,2 1,9
3-48 1,0 ND 9,9 1,2 0,4 3,0 3.4
3-60 3,4 3,3 12,9 3,7 3,4 41 4,6
3-72 3,5 2,3 12,1 3,9 3,3 2,3 4,3
3-84 1,4 1,8 12,3 3,2 3,5 43 4.4
3-96 3,6 2,3 15,8 2,9 3,0 3,1 5,1
3-108 4,3 1,8 13,4 2,5 1,9 2,1 4,6
3-120 3,1 ND 11,2 1,8 1,6 2,6 3,2

ND — nao detectado
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Figura 4.11 — Concentracao de ésteres formados em funcédo do tempo de reagédo a)
Rhizopus oryzae, b) Penicillium janthinellum e c) Rhizopus stolonifer
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Figura 4.12 — Concentragao de ésteres formados em fungédo do tempo de reagéo para o
fungo Aspergillus Niger.

4.2.2. Avaliacao da Calibracao e validacao para o modelo 1 a partir das
regioes de maiores pesos do modelo

Uma andlise da Figura 4.13 permitiu identificar as variaveis que apresentaram
maior peso no modelo 1 (Pré-processamento OSC e CM). As regides entre 1762,81 e
1720,38 cm™', 1444,58 e 1427,22 cm™, 1215,10 e 1051,13 cm™' e os nimeros de ondas
1749,31, 1432,94, 1195,78, 1139,85 e 1103,20 cm™" tiveram maior influéncia no modelo.
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Figura 4.13 — Pesos dos comprimentos de onda no modelo 1.
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O parametros gerados pela calibragcdo PLS do modelo 1 nas regides
selicionadas estdo dispostas na Tabela 4.7 e foram comparados com aqueles obtidos
antes da selegcéo das variaveis. Apenas o erro RMSEC foi maior comparando-se com
aquele obtido pelo modelo sem a selegcdo de variaveis, 0 que nao prejudicou a
calibragdo visto os alto valores de R? calibragio © R? validacao cruzada- € O perfil apresentado
pela curva de regresséo (Figura 4.14 b)). O valor de tvias para o0 modelo € menor que o
valor de t critico com 95% de confianca. Portanto, o erro sistematico incluido no modelo
multivariado pode ser considerado nao significativo e desprezado.

Foram necessdrias quatro varidveis latentes para descrever este modelo
(Tabela 4.7 e Figura 4.14 a)). Estas explicaram 100% da variancia do bloco x (valores
de absorvancias) e 99,99% da variancia do bloco y (concentragbes). O valor de RPD
aumentou em relacdo ao modelo anterior demonstrando uma pequena melhoria na

exatiddo do modelo de calibragao.

Tabela 4.7 — Valores dos parametros da calibracao/validacao (PLS) para determinacao
do conteudo (%) de ésteres metilicos para o0 modelo 1 nas regides entre 1762,81 e
1720,38 cm™', 1444,58 e 1427,22 cm™', 1215,10 e 1051,13 cm™.

Parametros Modelo 1 (Regides selecionadas)
Pré-processamento OSCe CM
LV 4
R calibraao 1,000
R? vaidagéo cruzada 1,000
RMSEC (% m/m) 0,253
RMSECV (% m/m) 0,655
RMSEP (% m/m) 0,529
Bias (% m/m) 0,051
SDV (% m/m) 0,664
toias ™ 0,42 (2,45)
RPD 60,33

* Valores entre paréntes referem-se a t para 6 graus de liberdade e 95% de confianga. OSC = Corregéao
de Sinal Ortogonal; CM = Centrado na Média; LV = Variavel Latente; SDV = Standard Deviation of
Validation.
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O grafico dos residuos (Figura 4.14 ¢) mostra que os dados da calibracao
estao dispostos em torno do eixo zero evidenciando que a regressao linear € adequada.
Os pontos em vermelho em 40 e 50 % m/m demonstram ser outliers, ou seja, pontos
que nao sao adequados a calibracdo. Porém estdo dentro do nivel de confianca de 95%
de probabilidade.
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Figura 4.14 — Graficos relacionando o a) erro RMSECV com o numero de variaveis
latentes, b) os teores preditos e medidos e ¢) os residuos da curva de calibragao.
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Na Tabela 4.8 e 4.9 encontram-se os valores de referéncia da calibracéo e

validacdo bem como os valores preditos pelo modelo.

Tabela 4.8 — Valores preditos para as amostras de calibragao e validagao.
Teor Medido (% m/m)  Teor Predito (% m/m) Teor Predito CV (% m/m)

0,00 0,35 2,70
2,01 2,18 2,20
3,10 3,40 3,50
4,11 3,80 3,80
5,08 5,08 5,10
7,05 6,68 7,00
7,99 7,87 7,90
9,01 9,05 9,10
10,01 10,06 10,00
15,05 15,22 15,10
17,52 17,60 17,40
19,98 19,78 19,70
22,58 22,63 22,70
S 27,49 27,29 27,30
g 30,07 29,97 30,00
= 32,56 32,11 32,20
© 34,99 35,18 35,20
39,98 40,13 40,20
42,50 42,27 42,30
45,00 44,65 44,70
47,49 47,49 47,40
52,44 52,53 52,50
54,98 55,09 55,10
60,03 60,83 61,00
64,93 65,05 65,10
74,36 74,36 74,30
79,84 79,71 79,60
84,97 84,95 84,90
89,82 90,01 90,20

99,00 98,64 97,10
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Tabela 4.9 — Valores preditos para as amostras de validagao.
Teor Medido (%  Teor Predito (%

m/m) m/m)
6,02 6,05
o 12,54 12,44
T 25,03 25,19
S 39,02 38,24
gﬁ 49,97 48,85
69,95 69,91
94,98 95,22

4.2.3 — Predicao do teor de ésteres alquilicos formados nas amostras
dos fungos S. racemosum e R. oryzae pelo modelo com selecao de
variaveis

A partir dos resultados vistos anteriormente, foram selecionados os fungos S.
racemosum e R. oryzae para analisar a adequabilidade dos dados ao modelo com
selegao das variaveis. Os valores previstos das amostras controle e das amostras dos
fungos estao dispostos na Tabela 4.10 e 4.11 respectivamente.

Como sera visto mais adiante nos resultados da cromatografia gasosa,
houve a sintese de ésteres metilicos e t-butilicos. Embora o modelo nao fosse
adequado para prever o teor de ésteres totais, foi adequado para esta fase inicial do
trabalho que teve a proposta de triagem inicial dos fungos que deram melhores
resultados.

Tabela 4.10. Determinacéao do teor de ésteres alquilicos das amostras do controle 1 e 2
Replicata/Tempo (h) Concentracao (%) Replicata/Tempo (h) Concentracao (%)

1-12 ND 2-12 ND
1-24 ND 2-24 1,43
1-36 ND 2-36 ND
1-48 ND 248 0,14
1-60 1,84 2-60 3,18
1-72 2,20 2-72 2,81
1-84 3,48 284 3,71
1-96 1,54 2-96 2,94
1-108 ND 2-108 ND
1-120 ND 2-120 ND

ND = N&o determinado



Tabela 4.11 - Valores preditos de teores de ésteres alquilicos referentes ao modelo 1.

: Syncephalastrum Rhizopus oryzae
Replicata/Tempo (h) racemosum (% m/m) (% m/m)
1-12 ND ND
1-24 1,52 0,20
1-36 ND ND
1-48 3,13 0,14
1-60 12,53 2,35
1-72 17,97 4,28
1-84 18,44 5,30
1-96 20,52 4,81
1-108 23,32 4,93
1-120 4,11 2,62
2-12 ND 0,09
2-24 ND ND
2—-36 ND ND
2—-48 0,62 ND
2—-60 7,09 5,51
2-72 8,34 5,34
2-84 7,13 5,71
2-96 8,60 3,38
2-108 7,14 5,84
2-120 2,41 ND
3-12 ND ND
3-24 0,64 0,53
3-36 ND ND
3-48 ND ND
3-60 5,90 2,42
3-72 5,38 3,22
3-84 6,38 3,23
3-96 8,88 3,63
3-108 7,23 2,49
3-120 2,88 ND

ND = N&o determinado
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4.3. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE/HPLC)

Normalmente, a deteccdo de compostos orgéanicos através da
espectroscopia de absorcao no ultravioleta se da nas transicbes n ou n para o estado
excitado 11*. A energia necessaria para essas transi¢cdes situam-se na regidao espectral
entre 200 e 700 nm (SKOOG et al., 2002). Além disso, ésteres alquilicos e acilgliceréis
ndo absorvem em comprimentos maiores que 220 nm (Holcapek et al.,, 1999). Nesse
sentido ndo se observard nos cromatogramas ésteres de acidos graxos que nao
contenham insaturagdes na cadeia carbdnica.

A Figura 4.15 mostra o perfil cromatografico de uma amostra de 6leo de soja
pura, uma amostra de B100 e uma amostra de controle retirada no tempo de 60 h. No
cromatograma do biodiesel a), a regiao dos ésteres se encontra entre 4,5 e 6,5 minutos.
Nota-se também uma quantidade quase imperceptivel de tragos de triacilglicerbis nao
esterificados na regiao entre 15 e 18 minutos. Uma pequena quantidade de acidos
graxos livres permaneceu no meio sem sofrer esterificacao.

Com relacao ao cromatograma do 6leo de soja b), observa-se a regido dos
triacilgliceréis entre 14 e 19 minutos e outra regido, de 7 a 12 minutos, referente aos
mono- e diacilglicerdis. Pela figura, ndo se observa a presenca de acidos graxos livres.

O cromatograma do controle [c)] € semelhante ao cromatograma do 6leo de
soja. Porém, devido a presenca de agua no meio reacional, ocorreu uma reacao de
hidrélise de parte dos triacilgliceréis levando a formacdo de uma pequena quantidade

de acidos graxos livres.
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Figura 4.15 — Cromatogramas das amostras de a) biodiesel de soja, b) 6leo de soja e ¢)
controle (60 h).

Obtiveram-se os cromatogramas com as amostras dos fungos no tempo de
60 horas de reacdo da triplicata 1 (Figura 4.16). A sequéncia de saida dos compostos
se resume em: acidos graxos, monoacilgliceréis, ésteres alquilicos, diacilglicerdis,
triacilgliceréis (Holkapec et al., 1999). Nao se observaram os picos correspondentes aos
ésteres metilicos e butilicos para os fungos M. plumbeus, P. citrinum, P. Janthinellum,
R. stolonifer e A. Niger os quais nao foram utilizados em andlises posteriores. Ja para
os fungos R. oryzae e S. racemosum observou-se a presenca dos picos de ésteres na

regiao entre 4,5 e 6,5 minutos. A andlise comparativa dos cromatogramas f) e Q)
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permitiu identificar o fungo S. racemosum como melhor produtor da enzima lipase com

base nas intensidades dos sinais relativos aos ésteres alquilicos.
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' I ' I ' I ' I ' I
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Figura 4.16 — Cromatogramas obtidos por HPLC das amostras retiradas no tempo de 60
horas de reacao. a) Mucor plumbeus, b) Penicillium citrinum, c) Penicillium janthinellum,
d) Rhizopus stolonifer, e) Aspergillus niger, f) Rhizopus oryzae e g) Syncephalastrum
racemosum.

A partir desses dados estudaram-se mais profundamente os cromatogramas
dos fungos R. oryzae e S. racemosum nos tempos de 12, 24, 36, 96, 108 e 120 h
(Figura 4.17 e 4.18)
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Figura 4.17 — Cromatogramas obtidos por HPLC das aliquotas retiradas no tempo de a)
12 h, b) 24 h, c) 36 h, d) 96 h, e) 108 h, f) 120 h para o fungo Syncephalastrum
racemosum.
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Figura 4.18 — Cromatogramas obtidos por HPLC das aliquotas retiradas no tempo de a)
12 h,b) 24 h, c) 36 h,d) 96 h, e) 108 h, f) 120 h para o fungo Rhizopus oryzae.
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O método usado foi adequado para separagao dos ésteres e triacilglicerois e
visualizacdo das regides de compostos semelhantes. No entanto ndo houve uma boa
resolucao na separacao dos acidos graxos livres, monoacilgliceréis e diacilgliceréis. Os
componentes da mistura reacional da fase organica foram separados em
aproximadamente 20 minutos.

Constata-se pelas Figuras 4.17 e 4.18 a reducao dos picos dos triacilglicerois
e 0 aumento dos picos relativos aos ésteres, acidos graxos livres, monoacilglicerdis e
diacilgliceréis em relagcdo ao tempo de retirada das aliquotas. No entanto, é bastante
evidente a maior eficiéncia da lipase do fungo S. racemosum na sintese dos ésteres
alquilicos. A pequena porcentagem de transesterificacdo pode ser devida a grande
quantidade de agua do meio o que causou um deslocamento do equilibrio da reagcao
em favor da hidrélise em detrimento a reacdo de transesterificacdo ou devido a
desativacao da enzima pelos alcoois adicionados na reacao.
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4.4. CG/EM

Com o objetivo de se identificar os produtos de reagédo obtidos pelo fungo
Syncephalastrum racemosum, a amostra relativa ao tempo de reagéo de 60 horas, foi
analisada pela técnica de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas,
conforme apresentado na Figura 4.19. De acordo com esta figura o produto da reacao é
constituido de 10 compostos.
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Figura 4.19 — TIC da aliquota retirada no tempo de reacao de 60h. 1- hexadecanoato de
metila; 2- octadecanoato de metila; 3- (Z)-9-octadecenoato de metila; 4- (Z,2)-9,12-
octadecadienoato de metila; 5- (Z,Z,2)-9,12,15-octadecatrienoato de metila; 6-
hexadecanoato de t-butila; 7- octadecanoato de t-butila; 8- (Z)-9-octadecenoato de t-
butila; 9- (Z,2)-9,12-octadecadienoato de t-butila; 10- (Z,Z,2)-9,12,15-octadecatrienoato
de t-butila.

Observam-se na Figura 4.19 dois conjuntos de picos, o primeiro composto
pelos picos 1 a 5 e outro pelos picos 6-10. Os espectros relativos a cada composto
estdo mostrados no anexo B.



A Tabela 4.12 apresenta os dados relativos a cada um dos compostos.

Tabela 4.12 — Dados do conjunto de ésteres alquilicos encontrados via CG-FID.
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fon Pico L
I
t(min) Atribuigao Molecular ~ Base ~ omiaridade Formula
(%)
(m/z) (m/z)

1 g37p7  hexadecanoatode 270 74 94 C17Hs40,
metila

octadecanoato de C1oHaeO

2 5.693 metila: 298 74 87 19382

(Z2)-9-octadecenoato CyoHaO

3 6.043 de metila 296 55 95 1932

(Z,2)-9,12-

4 6.793  octadecadienoato de 294 67 95 C19H3402

metila;
(2,2,2)-9,12,15-

5 7.985  octadecatrienoato de 292 79 87 C19H3202
metila;

6 14602 nexadecanoato de t- 312 45 ) CooHasO5
butila

7 op.q93 Octadecanoato de t- 340 45 ) CooHi205
butila;

(£)-9-octadecenoato 338 45 ) CooH. O

8 21.293 de t-butila; 224002

(Z,2)-9,12-

9 23385 octadecadienoato de 336 32 - CooH3502

t-butila
(2,2,2)-9,12,15-
10 26.593 octadecatrienoato de 334 32 - CooHz60-

t-butila

O primeiro conjunto de picos foi identificado como os ésteres metilicos

derivados dos acidos graxos do éleo de soja.

Os ésteres metilicos saturados apresentam um pico base de m/z 74 que se

origina da fragmentagdo do ion molecular. Este ion molecular sofre um rearranjo de

Mclafferty onde o hidrogénio y é transferido ao atomo de oxigénio da carbonila. Em

seqliéncia ocorre uma clivagem entre os carbonos o e p formando-se o ion m/z 74,

conforme mostrado na Figura 4.20. Este ion é bastante estavel como é mostrado pelas

estruturas de ressonancia da Figura 4.21.
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m/z 270

y-H

. O\CH3
// + -
C1qHag +
o \H

m/z 74

b)

Figura 4.20 — Exemplo de mecanismo de fragmentagao de ésteres metilicos saturados
de formacao do ion molecular e pico base.
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Figura 4.21 — Estruturas de ressonancia do ion m/z 74.

A presenca de insaturacdo leva a mecanismos diferenciados de
fragmentacdo e consequentemente a picos base de m/z diferentes como mostrado na
Tabela 4.12. No caso do (Z)-9-octadecenoato de metila (Figura 4.22), sofre um
rearranjo de Mclafferty com conseqliente formagéo do ion [M-32]". Em seguida, forma-
se 0 ion m/z 69 pela quebra de uma ligagdo C-C. O pico base surgiu da transferéncia
da ligagdo dupla (ndo mostrada no mecanismo) do carbono 9 para o carbono 16

seguida de uma clivagem da ligagao C-C.

BoeSeci e

C15H2 C15H29
m/z 296 m/z 264

—» .
+ Ci4H27

/ M\
W(CHM/ soeet \/\ + \ 7 )J\ /

m/z 296 m/z 55

Figura 4.22 — Mecanismos de fragmentacao do (Z)-9-octadecenoato de metila.
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O mecanismo de fragmentagdo do (Z,Z2)-9,12-octadecadienoato de metila
(C18:2) é mostrado na Figura 4.23. O pico [M-31]" surge da clivagem da ligagdo C-O
adjacente a carbonila. A formagéo do ion CsH;" ocorre com uma transferéncia de uma

ligagdo dupla (ndo mostrada no mecanismo) seguida de clivagem da ligagao C-C.

0]

+7Y /CH3
o)t
CH;

CisHyy CisHa7

m/z 294 m/z 263

\ __COOCH;

O (CHo),
CH2)11 —_— +
m/z 294
/\/\+
m/z 67

Figura 4.23 — Mecanismo de fragmentacédo do (Z,Z)-9,12-octadecadienoato de metila
(C18:2).

Ja para 0 Z,Z,7)-9,12,15-octadecatrienoato de metila (C18:3) o pico base € m/z
79. Segundo Budzikiewicz (1967), o mecanismo de fragmentacdo gera o cation

ciclohexadienila que é facilitado na conformagéao cis da molécula (Figura 4.24).
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+

Figura 4.24 - Proposta de formacao dos ions m/z 236, 108, 95, 79 (ion ciclohexadienila)
do (Z,Z,2)-9,12,15-octadecatrienoato de metila.

O segundo conjunto que apresenta picos mais deformados (alargamento de
banda) e com cauda foram atribuidos aos ésteres butilicos derivados dos mesmos
acidos graxos, uma vez que meio reacional havia a presenga dos dois alcodis, e assim
os ésteres formados poderiam ter sido gerados por ambos os alcodis presentes. A
identificacao pelos espectros de massas destes compostos ficou muito comprometida
por uma série de razdes. A auséncia do sinal do ion molecular destes compostos gerou
a dificuldade de comparacdao com a biblioteca, a falta de padrées cromatograficos
comerciais que pudessem ser utilizados como referéncia e os padrdes de fragmentacao
destes compostos sdo inexistentes na literatura.

Uma tentativa para tentar confirmar a nossa suposi¢ao foi o calculo do fator
capacidade k' para todos os compostos. Segundo Schomburg (1990) ha uma
correlacao linear entre o log k» e 0 numero de carbonos (NC) de uma série homdéloga,
que possuam cadeias alquilicas longas, dependendo da polaridade e da geometria do
grupo funcional. A retencdo de membros homélogos de diferentes classes de
compostos e suas posi¢cdes na escala de log k’ bem como a diferenca entre os diversos
homoélogos depende da polaridade e do numero de carbono de um grupo funcional.
Mesmo as ramificacdes de grupamentos metila de uma cadeia alquilica ou uma dupla
ligagdo podem ser consideradas como grupos funcionais, se eles estao localizados no
final de uma cadeia longa e nao no meio desta. Assim, os ésteres alquilicos que contém

uma, duas ou trés insaturagdes ndo podem ser considerados como da mesma série
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homologa. Desta forma, a partir da Tabela 4.13 construiu-se o grafico da Figura. 4.25.
Apesar de termos apenas dois membros de cada uma das séries homélogas € possivel
visualizar duas retas de inclinagao distintas, sendo que a curva para os ésteres butilicos
apresenta valores maiores por serem estes ligeiramente mais polares do que 0s seus

respectivos ésteres metilicos.

Tabela 4.13 - Célculo dos parametros cromatograficos: tempo ajustado (t) e fator
capacidade (k')

Esteres t(min) tm(min) t'(min) K’ log K’ NC Insat.

1 3,727 0,789 2,938 3,724 0,571 17 0
5693 0,789 4,904 6,215 0,793 19 0
6,043 0,789 5254 6,659 0,823 19 1
6,793 0,789 6,004 7,610 0,881 19 2
7,985 0,789 7,196 9,120 0,960 19 3
14,602 0,789 13,813 17,507 1,243 20 0
20,193 0,789 19,404 24,593 1,391 22 0
21,293 0,789 20,504 25,987 1,415 22 1

© 00 N o o0 b~ W D

23,385 0,789 22,596 28,639 1,457 22 2

—_
o

26,593 0,789 25,804 32,705 1,515 22 3
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Figura 4.25 — log k' versus numero de carbono para as séries homologas de ésteres
metilicos saturados e ésteres butilicos saturados.

A andlise da Tabela 4.13 permitiu verificar a semelhanca entre os valores
dos indices de retencao dos ésteres metilicos e dos ésteres butilicos comparando-se os
compostos com mesmo numero de carbonos e mesmo numero de insaturacgoes.
Verificaram-se também linhas de tendéncias polinomiais semelhantes entre as
equacdes de regressao construidas para os ésteres metilicos e butilicos comprovando
a presenga de uma série homologa (Figura 4.25).
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Tabela 4.14 — indice de retencdo dos ésteres octadecanoato de metila; (2)-9-
octadecenoato de metila; (Z,2)-9,12-octadecadienoato de metila; octadecanoato de t-
butila; (Z)-9-octadecenoato de t-butila; (Z,2)-9,12-octadecadienoato de t-butila

Esteres Tempo de Retencao Numero de Numero de indice de
(min) carbonos insaturagoes Retencao
1 3,727 16 0
2 5,693 18 0 1688
3 6,043 18 1 1834
4 6,793 18 2 1842
5 7,985 18 3
a 14,602 16 0
b 20,193 18 0 1686
c 21,293 18 1 1836
d 23,385 18 2 1842
e 26,593 18 3
y = -68,95x? + 215,0x + 1687
1850 - Metilico
g et meil
S 1800 - =—o—Ester metilico
o —a—Ester t-butilico
3 1750 y = -72,09x2 + 222,3x + 1685
3 t-butilico
5 ——Polinémio (Ester
= 1700 metilico)
——Polinémio (Ester t-
butilico)
1650 : .

0 1 2

Numero de insaturacoes

Figura 4.26 — indice de retencéo versus niimero de insaturagdes das moléculas C18:0,
C18:1 e C18:2.
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4.5. Cromatografia Gasosa com Detector por lonizacao por Chama
(CG-FID)

As aliquotas das amostras do fungo Syncephalastrum racemosum foram
analisadas por GC-FID visando a quantificacdo dos teores de ésteres metilicos e
butilicos (Tabela 4.15 e Figura 4.27). Vale ressaltar aqui que na verdade os valores
encontrados sao semi-quantitativos em relacao aos teores de ésteres butilicos e total
de ésteres, pois 0 padrao interno utilizado foi 0 heptadecanoato de metila e a analise foi
baseada na norma EN14103 que foi desenvolvida para andlise de ésteres metilicos.
Porém, isto possibilitou ter uma ordem de grandeza da extensdo em que a reagao de

transesterificacao ocorreu.

Tabela 4.15 — Quantificacdo dos ésteres sintetizados na reacdo com o fungo
Syncephalastrum racemosum.

Tempo . Teorde  Teorde Esteres Teor de Esteres
(horas) steres Totais Metilicos (% Butilicos (%
(%o m/m) m/m) m/m)
12 19,54 2,74 16,80
24 24,44 4,52 19,92
36 26,98 5,68 21,30
48 20,55 2,97 17,58
60 24,92 4,69 20,23
72 23,91 4,82 19,09
84 25,10 4,90 20,20
96 25,89 5,22 20,67
108 25,01 4,87 20,14

120 23,16 4,38 18,78
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Figura 4.27 — Determinacao da concentracao de ésteres alquilicos das aliquotas do
fungo S. racemosum analisadas por CG-FID.



72

4.6. Planejamento experimental

Foi realizado um planejamento fatorial 22 com ponto central a fim de verificar
a melhor condicdao experimental da reacdo de transesterificacdo do éleo de soja pelo
fungo S. racemosum. Utilizou-se o tempo de reacdo até 24 h de acordo com os
resultados da cromatografia gasosa com detector de chama. De acordo com o grafico
de pareto (Figura 4.28) a variavel “tempo” foi considerada significativa e o efeito
positivo, ou seja, um aumento do tempo de reagao provoca um aumento do rendimento
da reacdo. A variavel “relacao molar metanol/6leo de soja” foi considerada significativa
e o efeito negativo, ou seja, um aumento do valor ocasiona um decréscimo no
rendimento da reacao. A curvatura também foi avaliada e neste experimento nao houve
efeito positivo e ndo significativo. Igualmente, a interacdo entre as variaveis nao foi

significativa, porém o efeito sendo positivo.

Tempo (horas) 12,13679

-8,50177

Relagao Molar Alcool/Oleo de soja

Curvatr.

Efeitos Estimados Padronizados (Valores Absolutos)

Figura 4.28 — Grafico de pareto referente ao planejamento experimental para o fungo S.
racemosum

A Figura 4.29 apresenta a superficie de resposta da % de conversao em
ésteres alquilicos e sua projecdo em funcdo das variaveis razao molar e tempo. A

inclinacao em direcao ao seu ponto maximo sugere que as condicdes experimentais
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devem ser alteradas no sentido de se aumentar o tempo de reacao e diminuir a relagdo

molar alcool/6leo de soja.

AR

—_
12

Tempo (horas)

QREII N

10

4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
Relacio Molar Alcool/Oleo de Soja

a) b)

Figura 4.29 — a) Superficie de resposta da % de conversdo dos ésteres alquilicos a
partir de 6leo de soja e lipase de S. racemosum e b) Projecao da % de conversdao em
funcéo das variaveis tempo e relagdo molar alcool/6leo de soja

Os dados se adequaram bem ao modelo como se pode observar no grafico

dos valores observados versus valores preditos (Figura 4.30).

l’é\ 18

5 17

5 y=0934x+0861
g R?= 0934

S

% 13 N /
g

3

Valores Observados (% de Conversao)

Figura 4.30 - Grafico dos valores observados versus valores preditos
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5. CONCLUSOES

Dentre os fungos inicialmente selecionados, o Mucor plumbeus, Penicillium
citrinum, Penicillium janthinellum, Rhizopus stolonifer e Aspergillus Niger nao foram
capazes de provocar transesterificacdo nas condigdes experimentais estudadas
enquanto, o Syncephalastrum racemosum e Rhizopus oryzae forneceram os melhores
resultados na transesterificacdo parcial do éleo de soja em ésteres alquilicos.

Os resultados deste trabalho mostram que a técnica ATR-FTIR combinada a
calibragdo multivariada foi adequada, para a determinagédo do teor (% m/m) de ésteres
alquilicos. O teste F realizado provou que os modelos sdo estatisticamente iguais e
poderiam ser utilizados nesta determinacdo. No entanto foi escolhido aquele que
mostrou 0 menor valor de RMSEP. Através dos modelos de calibracdo e andlise dos
dados dos espectros de ATR-FTIR das amostras selecionaram-se, na triagem inicial
dos microrganismos melhores produtores de lipase, os fungos Syncephalastrum
racemosum e Rhizopus oryzae.

A comparagdo dos cromatogramas obtidos pela técnica de HPLC permitiu
identificar ndo s6 o melhor fungo produtor de lipase bem como as regides dos
compostos presentes nas aliquotas do meio reacional da fase organica.

A técnica de GC/EM comprovou a sintese dos ésteres metilicos pela analise
do perfil de padrdo de fragmentacdo bem como pela comparagdo com o banco de
dados da biblioteca Wiley. Ja a confirmacao da formacao dos ésteres butilicos, como
produto da reacdo, ficou bastante prejudicada por varios fatores, dentre eles, a
auséncia; do ion molécula, de padrdoes de fragmentacao bem definidos e padroes
cromatograficos comerciais. No entanto, o gréafico de log k' versus numero de carbono
mostrou que ha a formagéo de duas séries homologas bem definidas

O teor de ésteres t-butilicos quantificada por GC_FID mostrou uma relacao
de 3 a 6 vezes maior da formacao destes ésteres em relacdo aos ésteres metilicos,
quando estes sado adicionados sob a relagdo de 1:1 (v/v). No entanto, esta avaliacao é
apenas preliminar, uma vez que se necessita de padrdes cromatograficos de ésteres

butilicos para uma quantificacdo mais confiavel.
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O planejamento fatorial aplicado sugeriu que ha a necessidade de um
aumento do tempo de reagcdo e uma reducao da relagcao molar alcool/6leo para que se
chegue a um ponto de maximo, ou seja, onde teremos um rendimento maximo em teor

de ésteres.

5.1. Propostas Futuras

Serao elencadas algumas possibilidades para continuacao deste presente
trabalho.

e Estudar novos modelos de calibragcdo com outros tipos de validagbes-
cruzadas e pré-processamento visando a melhoria da predi¢éo do teor
de ésteres alquilicos.

e Otimizar os parametros de crescimento dos fungos como o tempo de

incubacao e meios de cultura.

e Pesquisar novos microrganismos sintetizadores de lipase e sua

resisténcia frente a variedades de alcoois de cadeia curta.

¢ Realizar ensaios analiticos de qualidade do biodiesel para verificar as
especificacdes enunciadas pela ANP no anexo A.

e Aperfeicoar os parametros reacionais (tempo de reagéo, relagdo molar
alcool/éleo, temperatura etc.) para os fungos Rhizopus oryzae e

Syncephalastrum racemosum.
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Sintetizar padroes de ésteres butilicos a partir de padroes
cromatograficos de seus acidos graxos para se determinar de maneira
inequivoca tanto o teor real de ésteres produzidos como calcular o

indice de Kovat’s para estes compostos.

Realizar anédlises de GC/EM utilizando a técnica de ionizacao quimica
tendo com gas reagente aménia para a obtencao da massa molar dos
compostos formados.
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ANEXO A

AGENCIA NACIONAL DO PETROLEO, GAS NATURAL E BIOCOMBUSTIVEIS

RESOLUGAO ANP Ne 7, DE 19.3.2008 - DOU 20.3.2008

Tabela |: Especificacao do Biodiesel

) METODO
CARACTERISTICA UNIDADE LIMITE ABNT ASTMD | EN/SO
NBR
Aspecto - LIl (1) - - -
EN ISO
3675
7148 1298
Massa especifica a 20 °C kg/m® 850-900 -
14065 4052
EN ISO
12185
Viscosidade Cinematica a 40 °C mm?/s 3,0-6,0 10441 445 E:l%\l1 :)840
Teor de Agua, max. (2) markg 500 : 6304 '51'\2‘9'§$
Contaminacéo Total, max. mg’kg 24 - - E1N2£§
93 EN ISO
Ponto de fulgor, min. (3) °oC 100,0 14598 3679
] ] . 15342 (4) ] EN
Teor de éster, min %o Massa 96,5 (5) 14103
Residuo de carbono (6) % massa 0,050 - 4530 -
Cinzas sulfatadas, max. % massa 0,020 6294 874 Eé\1913870
- EN ISO
Enxofre total, max. mg/kg 50 5453 20846
EN ISO
20884
EN
1 4
553 14108
15555 EN
Sédio + Potassio, max. mg’kg 5 - 14109
15553
EN
15556 14538
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15553
- - . EN
Célcio + Magnésio, max. mg’kg 5 - 14538
15556
Fésforo, max. mg/kg 10 15553 4951 151’\(1)7
Corrosividade ao cobre, 3h a 50 °C, max. - 1 14359 130 E; |GSOO
613
Numero de Cetano (7) - Anotar - Eé\l1 I6850
6890 (8)
Ponto de entupimento de filtro a frio, max. °C 19 (9) 14747 6371 EN 116
14448 664
indice de acidez, max. mg KOH/g 0,50 EN
- - 14104
(10)
15341 (5
®) | gsg4 EN
(10) 14105
Glicerol livre, max. % massa 0,02 - (10)
- ) EN
14106
(10)
15344 (5) ??g;‘
Glicerol total, max. % massa 0,25 EN
- i 14105
(10)
15342 (5) 6584 -
Mono, di, triacilglicerol (7) % massa Anotar (10)
15344 (5) EN
14105
(10)
Metanol ou Etanol, max. % massa 0,20 15343 - 15’\10
indice de lodo (7) 9/100g Anotar - - 15” 1
EN
Estabilidade a oxidagdo a 110 °C, min.(2) h 6 - - 14112

(10)

Nota:

(1) LIl — Limpido e isento de impurezas com anotagdo da temperatura de ensaio.

(2) O limite indicado deve ser atendido na certificacdo do biodiesel pelo produtor ou

importador.
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(3) Quando a andlise de ponto de fulgor resultar em valor superior a 130 °C, fica
dispensada a analise de teor de metanol ou etanol.

(4) O método ABNT NBR 15342 podera ser utilizado para amostra oriunda de gordura
animal.

(5) Para biodiesel oriundo de duas ou mais matérias-primas distintas das quais uma
consiste de 6leo de mamona:

a) teor de ésteres, mono-, diacilglicerdis: método ABNT NBR 15342;
b) glicerol livre: método ABNT NBR 15341;

c) glicerol total, triacilglicerdis: método ABNT NBR 15344;

d) metanol e/ou etanol: método ABNT NBR 15343.

(6) O residuo deve ser avaliado em 100% da amostra.

(7) Estas caracteristicas devem ser analisadas em conjunto com as demais constantes
da tabela de especificagao a cada trimestre civil. Os resultados devem ser enviados
pelo produtor de biodiesel a ANP, tomando uma amostra do biodiesel comercializado
no trimestre e, em caso de neste periodo haver mudanca de tipo de matéria-prima, o
produtor devera analisar nUmero de amostras correspondente ao nimero de tipos de
matérias-primas utilizadas.

(8) Podera ser utilizado como método alternativo o método ASTM D6890 para numero
de cetano.

(9) O limite maximo de 19 °C é valido para as regides Sul, Sudeste, Centro-Oeste e
Bahia, devendo ser anotado para as demais regides. O biodiesel podera ser entregue
com temperaturas superiores ao limite supramencionado, caso haja acordo entre as
partes envolvidas. Os métodos de analise indicados ndo podem ser empregados para
biodiesel oriundo apenas de mamona.

(10) Os métodos referenciados demandam validacdo para as matérias-primas nao
previstas no método e rota de producao etilica.
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Espectros de massa do a) hexadecanoato de metila (94% de similaridade) e b)
octadecanoato de metila (87% de similaridade).
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Intensidade Relativa (%)

50

Espectro de massa do (Z)-9-octadecenoato de metila (95% de similaridade).

1000e3

Intensidade Relativa (%)

Espectro de massa do (Z,Z)-9,12-octadecadienoato de metila (95% de similaridade).
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Espectro de massa do (Z,Z,2)-9,12,15-octadecatrienoato de metila (87% de
similaridade).



