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Glycerol: Problem or solution? - That is the question.

In 2004 the Brazilian Program for Biodiesel Production and Use (PNPB) was launched by the Federal
Government, aimed at the production of alternative, non-fossil fuels and, more broadly, at the country’s
economic development [1]. On January 13, 2005, Law 11097 was passed, establishing the inclusion of
biodiesel in Brazil’s energy balance and mandating the addition of 2% biodiesel (B2) to the composition
of diesel by 2008, a ratio to be increased to 5% by 2013 (B5) [1, 2]. Because all diesel oil sold in Brazil
has contained as much as 3% of biodiesel (B3) since 2008, a glycerol surplus of the order of 100 000
tons a year is now projected for the Brazilian market—a huge increase from the traditional domestic
production of around 30 000 tons a year. In 2013, when the B5 standard goes into effect, the yearly
output of glycerol is forecast at 250 000 tons [3]. In the European Union, fuels for vehicles will be
required to contain at least 5.75% of biocomponents obtained from renewable sources by the end of
2010. If this target is achieved, it should increase the European demand for biodiesel to over 10 million
tons a year by 2010, leading to an annual generation of nearly 1 million tons of glycerol as a co-product.
Moreover, if by 2012 the United States replaces 2% of its conventional diesel with biodiesel (B2), as
planned, another 365 000 tons of glycerol will find their way to the market [4]. There is therefore
consensus that glycerol destination is a critical issue posed to the large-scale production of biodiesel and
that alternatives must be sought for the feasible consumption of this extra volume, either as
untransformed material or as derivatives with high aggregate value.

Around the world, chemical ingenuity has developed proven methods for converting glycerol into a range
of useful products for the various segments of society, from fuels to valuable chemical commaodities.
Owing to its highly functionalized molecule, glycerol can be easily oxidized, reduced, halogenized,
etherified, and esterified, yielding compounds of industrial interest. Epichloridrine, for instance, used in
the production of epoxy and phenolic resins, in addition to having other important industrial applications,
is today commercially synthesized from glycerol. In this process, glycerol provides an alternative to
propylene, which is an essential but non-renewable ingredient in the traditional method of epichloridrine
production. In Brazil, a petrochemical company has already unveiled plans for the commercial production
of propylene from glycerol. The company has teamed up with researchers from the Federal University of
Rio de Janeiro to develop technology to obtain “green” propene based on glycerol resulting from biodiesel
production. Propene generated from glycerol will serve as a raw ingredient for polyprolylene, which has
the same features as polyprolylene currently produced from naphtha-derived propene. Nevertheless,
renewable raw materials do not necessarily yield “green” products. Actually, the entire production
process must meet certain sustainability principles advocated by the so-called Green Chemistry.

Having already developed it own state program for biodiesel, Mato Grosso do Sul is bound to face the
challenge of marketing its glycerol surplus. Within this setting, it is up to the scientific community to
undertake investigations aimed at generating sustainable strategies for converting the plain but versatile
glycerol molecule into a variety of chemicals of high aggregate value. These strategies, however, should
be oriented by three key elements of sustainability, which are its social, economic, and environmental
requirements, all of which must be entirely met if a given process is to be rightly termed sustainable.
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In Mato Grosso do Sul, a substantial increase in the number of industrial plants, whether installed or
being set up, is now underway, most of them biorefineries. Meanwhile, the number of programs in
Chemistry and in related areas has grown at a comparable rate, bringing with them the formation of
research groups in the state, with recent holders of doctoral titles being assigned the role of organizing
these programs. It is not far-fetched, therefore, to envisage in the near future a regional scientific
community prepared to offer feasible solutions to environmental and technological problems, including
the appropriate final use of the glycerol surplus produced by the biodiesel sector. It may even be that
glycerol will eventually become the main product of this process, with biofuel being a mere co-product.
One expects, however, that at that time biodiesel will not become itself a new problem. Whatever the
outcomes are, the most important contributions will be made by today’s students, whose resourcefulness

will drive unforeseen advancements, with worldwide impact.

Glicerol: problema ou solugao? Eis a questao

Em 2004 foi langado no Brasil pelo Governo Federal, o Programa Nacional de Produgao e Uso de Biodiesel
(PNPB); tal programa objetiva incentivar a produgdo e uso do mesmo, com enfoque na obtengdo de
combustiveis alternativos aos combustiveis fésseis e no desenvolvimento econdmico do pais [1]. Em 13
de janeiro de 2005 foi publicada a Lei 11.097, que dispGe sobre a introdugdao do biodiesel na matriz
energética brasileira. A lei tornou obrigatéria a adicdo de 2% de biodiesel ao diesel (B2) até 2008 e a
adicdo de 5% (B5) até 2013 [1, 2]. J4 em 2008 o diesel comercializado no Brasil passou a conter 3% de
biodiesel (B3) e as projecdes mostram que o excedente de glicerol seria da ordem de 100 mil
toneladas/ano no mercado brasileiro, com a entrada do B3 nesse ano; muito além da produgdo
tradicional, na faixa de 30 mil toneladas/ano. As previsdes para 2013, com a introdugdo do B5 sdo de
uma producdo de 250 mil toneladas/ano de glicerol [3]. De acordo com o programa da Unido Européia,
até o final de 2010 combustiveis da frota de veiculos dessa regido devera conter, no minimo, 5,75% de
bio-componentes de fontes renovaveis. Se esse objetivo se cumprir, a demanda européia por biodiesel
podera aumentar para mais de 10 milhGes de toneladas por ano até 2010, gerando cerca de 1 milhdo de
toneladas/ano de glicerol como co-produto. Além disso, se os Estados Unidos substituir 2% do diesel
convencional por biodiesel (B2), em 2012, como previsto, quase 365 mil toneladas extra de glicerol seria
acrescentado no mercado [4]. Portanto, € consenso que o destino do glicerol € um sério problema para a
producdo de biodiesel em grandes quantidades e é fundamental buscar alternativas para o consumo
desse volume extra, na forma bruta e/ou como derivados de alto valor agregado.

A engenhosidade quimica mundial ja desenvolveu uma série de métodos concretos para a conversdo da
glicerina em produtos Uteis para a sociedade. Glicerol pode ser usado como combustivel e também
transformado em commodities quimicos mais valiosos. A natureza altamente funcionalizada da molécula
do glicerol significa que o mesmo pode ser facilmente oxidado, reduzido, halogenado, eterificado e
esterificado obtendo substancias quimicas de interesse industrial. Por exemplo, epicloridrina, um produto
quimico empregado na produgdo de resinas epdxi e fendlicas e outras importantes aplicagées industriais,
atualmente é sintetizada comercialmente a partir do glicerol. Assim, glicerol é usado como um substituto

para o propileno utilizado no processo de producdo tradicional de epicloridrina, o qual usa matéria-prima
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ndo-renovavel. No Brasil, uma empresa do setor petroquimico anunciou que ird produzir comercialmente
propileno a partir do glicerol. A empresa trabalhou juntamente com um grupo de pesquisadores da UFR]
no desenvolvimento da tecnologia que permite produzir o "Propeno Verde", usando-se a glicerol
produzido na fabricacdo de biodiesel. O propeno gerado a partir da glicerina servira de matéria-prima
para a producdo de polipropileno que tem as mesmas caracteristicas do polipropileno atualmente
produzido a partir do propeno feito da nafta. Contudo, vale ressaltar que ndo basta que a matéria-prima
de determinado produto seja renovavel para ser considerado “produto verde”. Todo o processo, porém,
deve atender certos principios de sustentabilidade, preconizada pela chamada Quimica Verde.

Mato Grosso do Sul possui seu programa estadual de biodiesel e certamente tera de enfrentar o desafio
de colocar o excedente de glicerol no mercado. Neste contexto, a comunidade cientifica tem o nobre
dever de enveredar estudos para gerar estratégias sustentdveis, visando a conversdao da molécula
simples e versatil do glicerol em uma variedade de produtos quimicos de alto valor agregado. Tais
estratégias devem, contudo, balizar-se em 3 elementos principais de sustentabilidade: social, econdmico
e ambiental. Todos esses trés aspectos devem ser totalmente satisfeitos para um determinado processo

ser considerado verdadeiramente sustentavel.

Em Mato Grosso do Sul, verifica-se um aumento consideravel no nimero de indUstrias instaladas e a
instalar, principalmente biorrefinarias. Paralelamente, o nimero de cursos de Quimica e areas afins tem
aumentado na mesma proporgdo e, com isso, novos grupos de pesquisas estdo sendo nucleados no
Estado com a vinda de recém-doutores a fim de estruturar tais cursos. Portanto, ndo é utdpico pensar
que, em um futuro bem préximo, a comunidade cientifica regional também estara preparada para
apresentar solugdes a problemas ambientais e tecnoldgicos, incluindo a correta destinagdo para o volume
extra de glicerol produzido pela industria do biodiesel. Alids, é possivel que algum dia, nesse processo, a
glicerina venha se tornar o produto principal e o biocombustivel co-produto. Espera-se, no entanto, que
chegado esse tempo, o biodiesel ndo se torne um problema. Por Gltimo, as maiores contribuicdes vao ser
trazidas pelos estudantes de hoje, cuja criatividade vai produzir avancos espetaculares com repercussao

mundial.
Adilson Beatriz (UFMS)

Editor, Orbital
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RESUMO: Os teores de Cu, Zn, Na, Fe, K, Ca, Mn, Mg, PO, CI e SO, foram
determinados nas amostras de quiabo dos municipios de Caruaru e Vitéria de Santo
Antdo, em Pernambuco, assim como nos municipios de Ceara-Mirim, Macaiba e Extremoz
no Estado do Rio Grande do Norte. O objetivo deste trabalho é a aplicacdo de dois
métodos de analise exploratdria de dados: Analise de Componentes principais - PCA e
Anélise de Agrupamentos Hierarquicos - HCA na discriminacdo geografica do quiabo
proveniente dos estados do Rio Grande do Norte e Pernambuco. Os resultados
mostraram que CI" e Na foram os principais elementos para a diferenciacdo das amostras
do Estado do Rio Grande do Norte e as amostras de Pernambuco apresentaram os
maiores teores de Fe, Cu, Mn, Mg, Ca, Zn, K, PO, e SO,. Os dois métodos de analise
exploratdria de dados: PCA e HCA sédo eficientes para discriminacdo geografica do quiabo
proveniente do Rio Grande do Norte e Pernambuco.

Palavras-chave: analise exploratéria de dados, quimiometria, PCA, HCA, quiabo
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Introducao

O quiabo é um fruto proveniente do quiabeiro (Hibiscus esculentus) que é uma
planta horticula de origem africana pertencente a familia das Malvaceas [1]. Possui alto
valor nutritivo, medicinal e comercial, tem um ciclo vegetativo rapido, de facil cultivo e
de alta rentabilidade [3]. E bastante encontrado no nordeste brasileiro, em especial no
Rio Grande do Norte que tem se destacado como um dos grandes produtores. Além de
ser usado na alimentagcdao como um ingrediente importante em diversos pratos da
cozinha brasileira, também é utilizado na medicina, atuando como laxante (refrescando o
intestino), nos casos de pneumonia, bronquites e tuberculose pulmonar. Por ser um
alimento de grande consumo, é necessario estudar a composicdo do fruto do quiabeiro
cultivado em solo potiguar e pernambucano, para compor tabelas de macro e
micronutrientes, de modo a auxiliar na aplicacdo de dietas adequadas, principalmente

nos casos de deficiéncia nutricional [2-4].

Os crescentes avangos e sofisticacbes das técnicas instrumentais de analise
quimica proporcionam a obtengdo de um maior volume de resultados, havendo assim a
necessidade de utilizagdo de técnicas de tratamentos de dados mais complexas do ponto
de vista matematico [5]. O reconhecimento de padrées ndo supervisionado foi
introduzido ha algumas décadas no tratamento de dados quimicos, dando origem a uma
nova disciplina denominada quimiometria, uma importante ferramenta que permite a

extracdo de informacdo Util e relevante dos dados quimicos [6].

Procedimentos para controle de qualidade ou discriminacdao de origem geografica
de uvas, amostras de mel, vinho, agua mineral, agua superficial, agua subterrénea e
bebidas ndo-alcodlicas, empregando métodos de reconhecimento de padrdoes ndo
supervisionados tém sido propostos na literatura ao longo da ultima década [7-10].
Diferentes estratégias podem ser utilizadas para se obter a informagdo desejada em

experimentos dessa natureza.
Reconhecimento de Padroes Nao Supervisionado

Os métodos estatisticos multivariados consideram as amostras e as varidveis em
seu conjunto, permitindo extrair informagdes complementares que a analise univariada
nao consegue evidenciar. Um dos objetivos na utilizagdo do reconhecimento de padroes
ndo supervisionado é reduzir a representacdo dimensional dos dados, organizando-os em

uma estrutura que facilita a visualizacao de todo o conjunto de dados [11].

As duas técnicas de reconhecimento de padrGes ndo supervisionado mais
conhecidas sdo as anadlises de agrupamento hierarquico (HCA) e a anadlise de

componentes principais (PCA). A PCA e a HCA sdo metodologias exploratérias que visam
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evidenciar similaridades ou diferencas entre amostras em um determinado conjunto de
dados. Desse modo, tornam-se perfeitamente aplicidveis em experimentos de
rastreabilidade [12].

A anélise de componentes principais (PCA) é um método de reconhecimento de
padrao ndo supervisionado utilizado para projetar dados n-dimensionais em um espaco
de baixa dimensdo, ou seja, as informagdes contidas no espaco de dimensdao n sdo
comprimidas através de combinagOes lineares das varidveis originais a um espaco
geralmente de ordem 2 ou 3 [13]. A PCA é um método exploratorio porque auxilia na
elaboracdo de hipéteses gerais a partir dos dados coletados. E também capaz de separar
a informacdo importante da redundante e aleatéria. Em uma analise de componentes
principais, o agrupamento das amostras define a estrutura dos dados através de graficos
de “scores” e “loadings”, cujos eixos sdao componentes principais (PCs) nos quais os
dados sdo projetados [14-15]. Os “scores” fornecem a composicdo das PCs em relagdo as
amostras, enquanto os “loadings” fornecem essa mesma composicdo em relagdo as
variaveis. Como as PCs sdo ortogonais, € possivel examinar as relagbes entre amostras e
variaveis através dos graficos dos “scores” e dos “loadings” [16-17]. O estudo do
conjunto de “scores” e “loadings” permite ainda estimar a influéncia de cada variavel em

cada amostra [10].

A analise de agrupamento hierarquico (HCA) é um processo hierarquico no qual
em cada passo a matriz de dados é diminuida em uma dimensao, pela reunido de pares
semelhantes, até a reunido de todos os pontos em um Unico grupo [15, 16]. O objetivo
da HCA é exibir os dados em um espacgo bidimensional de maneira a enfatizar os seus
agrupamentos e padroes naturais. A distdncia entre os pontos (amostras ou variaveis)
reflete a similaridade de suas propriedades, sendo Util para determinar a semelhanca
entre amostras. O método relaciona as amostras de forma que as mais semelhantes séo
agrupadas entre si. Os resultados sdo apresentados na forma de um dendrograma, na
qual agrupa amostras ou varidveis em fungao da similaridade [10, 17]. Neste diagrama,

a escala varia de zero (amostras sem similaridades) a um (amostras similares) [14].

Morgano e colaboradores realizaram a diferenciacao de diversos tipos de vegetais
(feijdo, lentilha, soja, batata, cenoura, aipo, brécolis, couve-flor, chicdria, alface, grao de
bico, repolho, beterraba, batata doce e inhame) através de PCA e HCA utilizando a

composicdao de macro e micronutrientes e minerais (Na, K, Ca, Mg, P e Fe) [20].

Neste trabalho as técnicas de reconhecimento de padrdes ndo supervisionados
(HCA e PCA) foram aplicadas ao conjunto de dados formados por variaveis medidas por
amostras de minerais feitas no quiabo, visando avaliar a constituicdo nutricional do
quiabo, e a discriminacdo geografica dos quiabos provenientes dos estados de

Pernambuco e Rio Grande do Norte.
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Material e Métodos

Amostras

Foram coletadas amostras de quiabo oriundas de cinco diferentes municipios dos
estados de Pernambuco e Rio Grande do Norte (Figura 1): X-PE (Cha Grande - municipio
de Caruaru), VSA-PE (municipio de Vitéria de Santo Antdo), ambas no Estado de
Pernambuco; no Estado do Rio Grande do Norte, teve-se, C-RN (Coqueiro - municipio de

Ceara-Mirim), M-RN (municipio de Macaiba) e E-RN (Estivas - municipio de Extremoz).

Rio Grande do Norte

Ceara-lﬂirin: oEremor

Macaiba

Vitoria de Santo
Antao

| )
-\ /ji;w 7 Pernambuco

Carvary®

Figura 1. Localizagdo das amostras, municipios dos Estados de Pernambuco e Rio
Grande do Norte.

Preparacdo das amostras

As amostras (frutos verdes de quiabo verde, cerca de 2,0 kg) foram previamente
limpas com papel toalha para retirada de residuos ndo desejaveis (areia, restos de folhas
etc.). Em seguida, as amostras foram cortadas em rodelas e distribuidas para a
determinagao de umidade, cinzas e minerais, sendo desidratadas a 105 °C e depois de
frias maceradas e acondicionadas na forma de pd, em frascos de vidro previamente

limpos, para a execucao das determinagdes de macro e micronutrientes.
Analise de metais e espécies anidnicas

A quantificacdo dos minerais foi obtida a partir das cinzas do quiabo, a qual foi
dissolvida em HCI 10% (v/v). As determinacoes dos metais (Cu, Zn, Na, Fe, K, Ca, Mn,
Mg) foram feitas usando-se um espectrofotometro de absorcdo atomica Varian, modelo
SpectrAA 110 @, com lampada de catodo oco, calibrado em condicdes especificas de
comprimento de onda, fenda e mistura de gases para cada elemento. O fosfato foi
determinado por Espectroscopia de Absorcdo Molecular através de um equipamento

Varian, modelo Cary 1E ), utilizando-se o método do molibdovanadato. O cloreto e o
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sulfato foram analisados pelos métodos de Mohr e Turbidimétrico, respectivamente. Para
a quantificacdo de cada mineral foram construidas curvas de calibragdo, com excegdo do
cloreto. Os padrdes e reagentes utilizados foram da marca Merck com certificado de

analise rastreado com padroes NIST.
) Central Analitica - Departamento de Quimica — UFRN - RN
Analise estatistica

Para efetuar a andlise de componentes principais (PCA) e a anadlise de
agrupamento hierarquico (HCA) foi utilizado o software EINSIGHT [18]. As
determinacgGes quimicas foram realizadas em triplicata para cada amostra. Utilizou-se
estas triplicatas para a construcao da matriz de dados (15 x 11), 15 amostras e onze

variaveis foram utilizadas na analise exploratdria de dados (PCA e HCA).

Os dados foram previamente auto-escalados antes de serem submetidos a analise
de componentes principais e a analise de agrupamento hierarquico uma vez que ha uma
grande variagdo de respostas das diversas variaveis, ou seja, diferem em ordem de
grandeza, atribuindo-se assim um mesmo peso para todas as variaveis [19, 20]. Para
obtencdo do dendrograma do HCA foram utilizadas a distancia euclidiana e o método de

conexdo incremental.

Resultados e Discussao

A determinacdo de minerais do quiabo no residuo seco (RS), proveniente dos

estados de Pernambuco e Rio Grande do Norte é apresentada na Tabela 1.

Tabela 1. Determinacdo de espécies metalicas do quiabo no residuo seco (RS), (mg de
espécie metalica/100g de amostra)

XPE1 1,02 3,69 598 3,50 2888,17 977,49 548 676,59 114,07 489,38 12,80
XPE2 1,01 3,71 5,86 3,54 2927,02 970,27 5,46 677,36 11517 492,13 12,60
XPE3 1,03 3,68 6,10 3,52 2812,28 973,52 5,48 676,82 114,72 494,33 12,85

VSAPEL 1,35 3,72 1,50 4,34 2053,79 1041,03 6,80 935,33 92,46 497,88 12,04
VSAPE2 1,33 3,78 1,41 4,35 2078,32 1043,19 6,81 938,57 94,44 503,38 12,12
VSAPE3 1,37 3,69 1,58 4,34 2041,27 1038,02 6,83 937,73 93,56 501,78 12,09

CRN1 0,98 2,48 11,81 3,23 1813,61 620,67 4,10 300,13 93,50 471,11 37,63
CRN2 0,97 2,50 12,23 3,26 1826,43 624,86 4,12 302,17 94,55 477,61 37,75
CRN3 0.99 2,52 11,95 3,21 1802,29 621,66 4,14 303,37 94,12 476,96 37,69
MRN1 0.84 2,18 9,87 3,37 193517 843,71 3,31 506,76 85,49 384,51 34,41
MRN2 0.86 2,15 9,02 3,40 1942,36 852,55 3,32 507,19 87,76 391,16 34,57
MRN3 0.87 2,20 9,36 3,38 1938,85 848,47 3,34 506,57 87,12 388,11 34,48
ERN1 1,10 2,65 18,01 3,84 1466,31 778,35 4,67 364,81 102,46 404,86 39,90
ERN2 1,12 2,63 17,82 3,84 1470,29 785,90 4,66 366,22 100,83 403,84 40,12
ERN3 1,12 2,66 17,23 3,85 1468,78 780,94 4,69 365,72 101,23 404,23 40,07

A Tabela 1 apresenta o conjunto de dados experimentais utilizado para realizar as
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analises exploratdrias PCA e HCA. As técnicas de anadlise multivariada foram utilizadas
visando resumir em poucas e importantes dimensdes a maior parte da variabilidade da
matriz para a obtencdo de relagdes entre os dados obtidos, extraindo desta maneira a

informagdo quimica mais relevante.
Analise de componentes principais (PCA)

Realizando a analise de componentes principais (PCA) foi verificado que as
componentes PC1 e PC2 descrevem 83,27% da variacao total dos dados e fornecem
informagOes discriminatdrias das amostras. Sendo que a primeira componente principal
(PC1) descreve 65,42% da variagdo total, 17,85% da variacdo total dos dados é descrita
pela segunda componente principal (PC2). Através do grafico de “scores” (Figura 2)

observa-se a formagao de dois agrupamentos.

/munir..pto de Vitoria »VSAPED)
13 de Santo Antao  “/SAFE2
SERN
- I
E munt;cnpin de Extremoz
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Figura 2. Grafico dos “scores”, PC2 vs PC1, autoescalamento, var. tot. 83,27%,
discriminagao geografica dos quiabos provenientes dos estados de Pernambuco e Rio
Grande do Norte.

Analisando a PC1 é possivel observar a discriminacdo de dois grandes grupos, ou
seja, as amostras provenientes do Estado de Pernambuco: XPE (Cha Grande - municipio
de Caruaru) e VSAPE (municipio de Vitéria de Santo Antdo) as amostras provenientes do
Estado do Rio Grande do Norte: CRN (Coqueiro - municipio de Ceara-Mirim), MRN

(municipio de Macaiba) e ERN (Estivas - municipio de Extremoz). Através do grafico dos
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“loadings” (Figura 3) é possivel observar a influéncia das variaveis sobre as amostras,
grafico dos “scores”. O comportamento distinto apresentado pelas amostras CRN, MRN e
ERN, ou seja, a discriminagdo geografica destas amostras em relagdo as amostras do
Estado de Pernambuco, foi causada pelos teores de Cl (cloreto), Na (sédio), pois as
amostras de quiabo provenientes do Estado do Rio Grande do Norte apresentam maiores
teores de Cl e Na em relagdo as demais amostras. Ja as amostras de quiabo
provenientes do Estado de Pernambuco, XPE e VSAPE, apresentam os maiores teores de
Fe, Cu, Mn, Mg, Ca, Zn,K, PO4 e SO,.
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Figura 3. Grafico dos “loadings”, PC2 vs PC1, autoescalamento, var. tot. 83,27%,
influéncia das varidveis na discriminacdo geografica dos quiabos provenientes dos
estados de Pernambuco e Rio Grande do Norte.

Analisando a PC2, na Figura 2, é possivel observar um ligeiro deslocamento da
amostra ERN das demais amostras provenientes do Rio Grande do Norte. Isso ocorreu
devido aos maiores teores de Fe e Cu em relagdo aos municipios do Estado do Rio
Grande do Norte. Dentro do grupo formado pelos municipios de Pernambuco também
pode ser observado um deslocamento entre as amostras: XPE e VSAPE. Isso ocorreu,
pois as amostras de quiabo provenientes do XPE possuem maiores teores de PO, e K, e

as amostras de quiabo de VSAPE possuem maiores teores de Fe e Cu do estado de PE.
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Analise de Agrupamentos Hierarquicos (HCA)

As tendéncias observadas através da analise dos componentes principais (PCA)
foram confirmadas através do dendrograma obtido pela HCA (Figura 4), ou seja, é

possivel observar a formacdo de dois grandes agrupamentos.
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Figura 4 - Dendrograma das amostras (HCA), autoescalamento, distancia Euclidiana,
técnica de conexdo incremental, discriminagdo geografica dos quiabos provenientes dos
estados de Pernambuco e Rio Grande do Norte.

As amostras provenientes do Estado do Rio Grande do Norte: CRN (Coqueiro -
municipio de Ceara-Mirim), MRN (municipio de Macaiba) e ERN (Estivas - municipio de
Extremoz), formaram um agrupamento. ]J& as amostras provenientes do Estado de
Pernambuco: XPE (Cha Grande - municipio de Caruaru) e VSAPE (municipio de Vitoria de
Santo Antdo) localizam-se no dendrograma separadas das amostras do Rio Grande do

Norte, formando outro agrupamento.

Conclusoes

As amostras foram agrupadas de acordo com o esperado, mostrando que a
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analise exploratéria de dados permite que se obtenham informagdes rapidas e eficientes

sobre a similaridade entre as amostras através de visualizagcdo grafica. A PCA identificou
as amostras provenientes de Pernambuco e Rio Grande do Norte, e a HCA confirmou os
resultados produzidos pela PCA, discriminando geograficamente as amostras de quiabo.
Com isso foi possivel demonstrar a aplicacdo da analise exploratoria de dados (HCA e
PCA) na discriminagdo geografica de alimentos. Desse modo, como o avango tecnoldgico
dos programas computacionais nesta area tornou-os disponiveis e a utilizagdo deles é
relativamente simples, é possivel que os analistas de alimentos utilizem os métodos
multivariados corretamente, para a construcdo de modelos de previsdao ou classificacao,

com o objetivo de prever a origem de amostras alimentares.

ABSTRACT

Application of the exploratory analysis of data in
the geographical discrimination of okra of Rio
Grande do Norte and Pernambuco

The contents of Cu, Zn, Na, Fe, K, Ca, Mn, Mg, PO,", CI and SO,* were
determined in samples of okra of the municipal districts of Caruaru and Vitéria de Santo
Antdo, in Pernambuco, as well as in the municipal districts of Ceara-Mirim, Macaiba and
Extremoz in the state of Rio Grande do Norte. The objective of this work is the
application of two methods of exploratory analysis of data: Principal Component Analysis
- PCA and Hierarquical Cluster Analysis - HCA in the geographical discrimination of okra
originating in the states of Rio Grande do Norte and Pernambuco. The results showed
that CI' and Na were the main elements for the differentiation of the samples of Rio
Grande do Norte and, the samples of Pernambuco presented the largest amount of Fe,
Cu, Mn, Mg, Ca, Zn, K, PO,>, and SO,*. Boths the methods of exploratory analysis of
data investigated are efficient for geographical discrimination of okra originating in Rio
Grande do Norte and Pernambuco.

Keywords: exploratory analysis, chemometrics, PCA, HCA, okra
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RESUMO: Uma metodologia analitica simples e rapida foi desenvolvida utilizando a
microextracdo em fase sélida em modo headspace (HS-SPME) para a determinacdo de
cloroféormio em 15 amostras de d&guas saborizadas. A extracdo do cloroférmio foi
realizada com a fibra CAR-PDMS e analisados em um cromatdgrafo gasoso equipado com
um detector por captura de elétrons (ECD - ®3Ni). As varidveis que afetam a eficiéncia de
extracdo foram: temperatura e tempo, volume de headspace, agitacdo magnética e
adicdo de sal foram otimizadas. A faixa linear da metodologia foi de 0,5 - 45 ug L. Baixo
limite de deteccdo foi obtido na faixa de 0,46 ug L. O método mostrou excelente
precisdo, calculada como o desvio padrdo relativo (RSD%) (n = 6) utilizando uma
solucéo fortificada de 1, 15 e 35 ug L™ de cloroférmio, obtendo-se 11,2%, 6,4% e 3,8%.
Satisfatéria sensibilidade relativa de 94% foi obtida.
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Introducao

A cloracdo da agua é aplicada a fim de imobilizar atividades de microorganismos
e/ou assegurar concentragfes residuais em sistemas de distribuicdo de agua potavel,
evitando assim, o redesenvolvimento de microorganismos neste meio. A multiplicidade
de doencas causadas por virus, bactérias, protozodrios e parasitas podem ser
transmitidas por &guas contaminadas. Infeccdes podem variar de sintomas
assintomaticos a leve desconforto, debilitacdo e até mesmo levar a morte [1, 2]. No
processo de cloragdo, o cloro pode reagir com matéria organica natural incluindo
substancias himicas e fulvicas. Os tri-halometanos (THMs), incluindo o cloroférmio, sdo
formados neste processo, e a formagao destes compostos halogenados dependem do tipo
e da concentracdo da matéria organica presente, concentragdo de ions bromo, dose e
forma de cloracdo, pH, temperatura e concentragcdo de nitrogénio orgéanico [1, 3-6]. Os
THMs  formados sdo cloroférmio (CHCl3), diclorobromoférmio (CHCI,Br),
dibromocloroférmio (CHCIBr;) e bromoférmio (CHBr3) [7, 8]. O limite permitido para o
cloroférmio em &gua potavel é de 100 pg L?, entretanto este valor deve ser reduzido
para 60 ou 80 pg L; como ja vem acontecendo em legislagdes de varios paises. Na
Alemanha, a concentragdo total de tri-halometanos em agua potavel ndo pode exceder
10 ug L't [9, 10].

Diferentes métodos analiticos baseados em cromatografia gasosa tém sido
reportados para a determinacdo de cloroférmio em dagua potavel. A maioria destes
consiste de uma etapa de pré-concentracdo, tal como a extragao liquido-liquido (LPME)
[11], purge and trap (P&T-GC) [12, 13], extracdo em fase solida (SPE) [14] e

microextracdo em fase solida (SPME) [15, 16].

O objetivo deste estudo é desenvolver uma metodologia rapida e sensivel para a
determinacdo de cloroférmio por headspace-microextracdo em fase sdlida com detecgdo
por captura de elétrons (HS-SPME-ECD) em Aaguas saborizadas disponiveis
comercialmente na cidade de Floriandpolis (capital do Estado de Santa Catarina, Brasil).
A fibra CAR-PDMS foi aplicada para a extragdo deste composto. A otimizacao das
variaveis que afetam a eficiéncia de extracdo dos analitos, temperatura e tempo de
extracdao, velocidade de agitacdo, adicao de NaCl e volume de headspace foram
otimizadas univariadamente. Pelo conhecimento dos autores, é a primeira vez que a
técnica de SPME é utilizada para estudar cloroférmio em aguas saborizadas. As aguas
saborizadas sdo uma novidade do mercado de bebidas devido ao seu baixo poder caldrico

e quantidade de aditivos menor do que refrigerantes comuns.
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Material e Métodos

Materiais e reagentes

Solucdo padrdo estoque de cloroférmio (Tedia, Fairfield, USA), foi preparado em
metanol (Supelco, Bellefonte, PA, USA) resultando em solugdo de 4700 mg L™’. Solucdes
padrdo intermediaria de 100, 10, e 1 mg L foram preparadas em metanol por diluicdo
da solugao estoque com metanol. Diclorometano (Sigma-Aldrich) foi usado como padrdo
interno. Solucdo padrdo de estoque de 2000 mg L' de diclorometano em metanol foi
preparada. Solucdo padrdo intermedidria de 100 mg L foi preparada da mesma forma
que a solugdo padrdo intermediaria de cloroférmio. As solugdes padrdo foram estocadas
a0o°cC.

Cloreto de sodio (Nuclear, Diadema, SP, Brazil) foi usado para modificar a forga
ibnica das amostras. Hidroxido de amonio (Nuclear) 6 M foi preparado em agua mineral e
usado para reduzir o acido carbénico (pka 6,1) das amostras até alcangar o pH 6,1. Agua
mineral foi utilizada, uma vez que estudos anteriores com agua destilada e ultrapura
continham concentracgdes tracos de cloroféormio. Outros autores tém relatado a presenga
de tri-halometanos, sobretudo cloroféormio, em matrizes aquosas e até mesmo no ar
[17]. Por esta razao, agua mineral foi também utilizada para a calibracdo externa. A fibra
utilizada foi a carboxen-polidimetilsiloxano (CAR-PDMS, 75 um), obtida da Supelco
(Bellefonte, PA, USA).

Instrumentos

As analises cromatograficas foram realizadas em um cromatdgrafo gasoso
Shimadzu GC-14B, equipado com injetor split/splitless e detector por captura de
elétrons. A separacdo cromatografica foi realizada numa coluna capilar OV-5; 5% fenil-
95% polidimetilsiloxano 30 m x 0,25 mm, 0,25 um de espessura do filme (OV Specialty
Chemical, Marietta, OH). Nitrogénio ultrapuro foi usado como gas auxiliar e de arraste a
48 e 1,0 mL min’!, respectivamente. Vaz3do de split foi de 1:120. A temperatura do forno
da coluna foi 40 °C (2 min), 8 °C min™! to 80 °C, 20 °C min™* to 180 °C (1 min). O tempo

total da corrida cromatografica foi de 12 minutos.
Coleta das amostras

As aguas saborizadas foram coletadas em supermercados de Floriandpolis (SC,
Brazil). Foram levadas em consideragdao diferentes marcas e sabores. Todas as amostras

foram estocadas a 0 °C.
Procedimento de microextracdo em fase sdlida nas calibragcoes e amostras

A extracdo dos analitos foi realizada com a fibra de carboxen-polidimetilsiloxano
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85 um (85-CAR-PDMS). A fibra foi condicionada por 1 hora a 300 °C antes do uso e

dessorcao do branco foi periodicamente realizado. Amostras de 20 mL foram transferidas

para frascos de 40 mL o qual continham 20% (m/v) de cloreto de sédio, 30 ug L de

diclorometano de padrdo interno.

A temperatura de extracdo foi de 30 °C. O tempo de equilibrio no banho foi de 8
minutos. A velocidade de agitacdao usada foi de 1000 RPM. Entao, a fibra foi imersa no
headspace para a extragao por 15 minutos e, em seguida, foi imediatamente recolhida e
levada ao injetor do cromatografo sem atraso (menos que 5 s). A dessorgdo ocorreu a

280 °C por 3 minutos. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

Resultados e Discussao

Estudo da influéncia do gas carbdnico na extracédo de cloroféormio

O primeiro estudo realizado foi investigar a eficiéncia da extracdo do cloroférmio
comparando duas situagdes em uma amostra de 20 mL de agua saborizada: a primeira
realizando a extracdo sem adicao de NaOH 6 M e a outra com a adicao de 150 pL de
NaOH 6 M (pH final 6,1). O tempo e temperatura de extragdo foram de 10 minutos e 20

oC, respectivamente. Velocidade de agitagdo de 500 RPM.

O gas presente nos refrigerantes é o gas carbonico, que diluido em fase aquosa,
mantém-se em equilibrio de acordo com a Fig. 1. Quando um refrigerante é aberto, a
pressao é reduzida a pressdao atmosférica, isto causa a decomposigdo do acido carbdnico
liberando bolhas de didéxido de carbono. Para contornar isto, a adicdo de hidroxido de
sodio a amostra reduz significativamente a concentragdo de acido carbonico resultando

nos produtos carbonato de sédio e mono-hidrogenocarbonato de sddio.

CO2 (aq) + H2O (aq) —— H2C03 (aq) —— HCO3_ (aQ) +H* (aq)

Figura 1. Representagao do equilibrio quimico do acido carbonico.

Observa-se a partir da Fig. 2 que a melhor eficiéncia de extracdo ocorre com
adicdo de hidroxido de sédio 6 M. O aumento da eficiéncia de extragdo pode ser
explicado pela facilitagdao do analito da fase aquosa para a fase gasosa quando a pressao
no headspace fica igual ou proxima a pressao atmosférica. Isto acontece naturalmente
quando ndo ha um gas, como o gas carbonico, em grande quantidade num volume de

headspace pequeno.
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Figura 2. Eficiéncia de extragdo da fibra CAR-PDMS para CHCl; com e sem adigdo de
NaOH 6 M em solugdes fortificadas com 5 e 10 ug L™*. Tempo de extracdo de 10 minutos
a 20 °C. Agitacdo magnética de 500 RPM. Concentracdo de CHCl5: 10 ug LY, n = 3.

Efeito da temperatura

Na sequéncia para encontrar as melhores condigdes de extracdo, o efeito da
temperatura na extragdo do cloroférmio foi realizado. A faixa investigada foi de 10 °C a
80 °C. O incremento da temperatura de extracdo tem como consequéncia um aumento
da difusdo dos analitos em diregdo a fibra, diminuindo o tempo necessario para que se
atinja um equilibrio de particdo entre a amostra e a fase extratora. Entretanto, o
processo de adsorgdo ou absorgdo € exotérmico e um elevado aumento da temperatura
reduz o coeficiente de particdo diminuindo a massa de analito extraida no equilibrio.
Geralmente, uma temperatura o6tima de extracdo é observada [18, 19]. Pode ser
observado através da Fig. 3 que a melhor condicdo é de uma temperatura de apenas 20
OC para CHCl;. O que ja era esperado devido a sua elevada pressdo de vapor. Para

estudos posteriores foi selecionada uma temperatura de extragao de 20 °C.
Efeito do volume de headspace

A extracdo dos analitos pode ser afetada pelo volume de headspace dentro do
qual cada composto difunde. A teoria da SPME dita que para uma maior sensibilidade de
extracgdo no modo headspace o volume da fase gasosa deve ser minimizado. O
experimento foi estudado na faixa de 15 mL a 39 mL de volume de headspace ou 1 a 25

mL de amostra em frascos de 40 mL. A amostra de agua saborizada foi fortificada com
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10 pg L. Tempo de extragdo de 10 minutos a 20 °C e 500 RPM, tempo de dessorgdo de

3 minutos a 280 °C.
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Figura 3. Efeito da temperatura de extracdo. 10 mL de uma amostra de dgua saborizada
fortificada com 10 pg L' de CHCl;. 80 pyL de NaOH 6 M. Tempo de extracdo de 10
minutos e 500 RPM de agitagdo magnética, tempo de dessorgdo de 3 minutos a 280 °C,

n = 3. Onde a responde é a média da altura de pico para cada composto.
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Figura 4. Efeito do volume de headspace na extracao de CHCl;. 80 uL de NaOH 6 M.
Tempo de extragdo de 10 minutos a 30 °C e 500 RPM de agitagdo magnética, tempo de
dessorcao de 3 minutos a 280 °C, n = 3.
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Pode ser observado na Fig. 4 que a melhor condicdo de extragdo para o

cloroférmio ocorre com a utilizagdo de 20 mL de volume de headspace (volume de
amostra de 20 mL). Em 15 mL de headspace ha queda na eficiéncia de extracdo. Uma

explicacdo pode ser a agitacdo magnética insuficiente para tal volume.

Entretanto, um volume de 15 mL de headspace num frasco de 40 mL ndo se
mostra adequado devido a reducao da seguranca da exposicao da fibra num
confinamento de headspace tao reduzido. Para os demais experimentos um volume de

20 mL de headspace foi selecionado.
Efeito da adicao de sal

Outra técnica comumente utilizada para aumentar a quantidade de analito
extraida pela fibra de SPME é a adicdo de sal. Como é conhecida, a adicdo de sal
aumenta a forca idnica da solugdo, alterando a pressdo de vapor, viscosidade,
solubilidade, densidade, tensdo superficial etc. de um analito, resultando na variacdo do

equilibrio liquido/vapor do sistema [16].

60000
—s—CHCI -
55000 - 3 "
50000 -
i
=
< 45000 -
4 /l
40000 4 /
35000 T T T T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6
NaCl, g

Figura 5. Efeito da adicdo de sal na extragdo de CHCl;. 20 mL de amostra de agua
saborizada fortificada com 10 pg L de cloroférmio. 150 pL de NaOH 6 M. Tempo de
extracdo de 10 minutos a 20 °C e 500 RPM de agitagdo magnética, tempo de dessorgdo
de 3 minutos a 280 °C, n = 3.

Um estudo preliminar determinou que a saturagdo de NaCl em 20 mL de amostra
de refrigerante foi de 6,2 g a 30 °C. A faixa estudada para este experimento foi de 0 a 6
g (0 a 30% m/v). Pode ser observado pela Fig. 5 que ha uma melhora na eficiéncia de

extracdo ao longo das adicBes de cloreto de sdédio e com comportamento bastante
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similar. Levando em consideracdo os erros experimentais, ndo ha diferenca significativa
com a adicdo de 4, 5 ou 6 gramas de cloreto de sdédio. Para demais analises, a

quantidade de 4 gramas de NaCl foi selecionada.
Efeito da agitacao magnética

A agitacdo influencia cineticamente o equilibrio de particdo entre a fase aquosa e
a fase de headspace. Geralmente, quanto maior for a agitacdo, mais rapida sera a
transferéncia de massa da fase aquosa ao headspace. A faixa de estudo foi de 0 a 100
RPM de agitacdo magnética. Através da Fig. 6, observa-se a tendéncia do aumento da
eficiéncia de extragdo do cloroformio com o aumento da agitacdo magnética. A

velocidade de agitacdo de 1000 RPM foi selecionada para analises posteriores.

90000

80000 - —u—CHCI4 /////f}

70000 - o

60000 - ’f,z”//,.

50000

Altura

40000 -
30000

20000 -

' 1 ' I ' 1 ! 1 ' 1
0 200 400 600 800 1000
Velocidade de Agitagédo, RPM

Figura 6. Efeito da velocidade de agitacdo magnética na extracdo de CHCl;. 20 mL de
amostra de dgua saborizada fortificada com 10 pg L' de cloroférmio e 4 g de NaCl. 150
ML de NaOH 6 M. Tempo de extracdo de 10 minutos a 20 °C, tempo de dessorgao de 3
minutos a 280 °C, n = 3.

Efeito do tempo de extracao

O efeito do tempo de extragdao pode ser observado na Fig. 7. Considerando os
erros experimentais, em 10 minutos a fibra de PDMS-CAR extrai a maxima quantidade de

massa por extracdo para o cloroférmio.

Os resultados obtidos para esta varidvel foram abaixo dos estudos de extragdo de
cloroférmio em agua potavel encontrados na literatura. San Juan et al. [20] obtiveram

um tempo étimo extragdo de 40 minutos utilizando a fibra de CAR-PDMS. Para estudos
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posteriores o tempo de equilibrio de 15 minutos foi selecionado.
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Figura 7. Efeito do tempo na extracdo de CHCIs. 20 mL de amostra de agua saborizada
fortificada com 10 pg L™ CHCI5. 150 pL de NaOH 6 M e 4 g de NaCl. Tempo de dessorcdo
de 3 minutos a 280 °C, n = 3.

Figuras analiticas de mérito

ApoOs os resultados obtidos nas otimizagdes das variaveis que afetam a eficiéncia
de extracao do cloroférmio, as figuras analiticas de mérito foram investigadas. A faixa de
linearidade do método HS-SPME-ECD foi realizada pela construgdao de um grafico da
altura relativa ao padrdo interno diclorometano utilizando uma amostra de dgua mineral
(livre de cloroférmio). A faixa linear estudada foi entre 0,05 - 45 pug L™ (n = 6). O limite
de deteccdo foi calculado como sendo trés vezes a estimativa do desvio do coeficiente
linear dividido pelo coeficiente angular da curva de calibragdao. Os resultados obtidos
estdo expostos na Tabela 1.

Tabela 1. Faixa linear, limite de detecgdo, limite de quantificacdo e coeficiente de
correlacdo para a metodologia proposta para a determinacao de cloroféormio.

CHCI; 0,5-45 0,46 1,53 0,999
3limite de deteccdo. °limite de quantificacdo.

Otimo coeficiente de correlacdo foi obtido. A metodologia proposta foi capaz de
detectar concentracdao de CHCI; por volta de 217 vezes menor que a concentracdo

maxima admissivel em agua potavel segundo a United States Environmental Protection
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Agency (USEPA). O método mostrou excelente precisdo, calculada como o desvio padrdo

relativo (RSD%) (n = 6) utilizando uma solugdo fortificada de 1, 15 e 35 pg L' de

cloroféormio, obtendo-se 11,2%, 6,4% e 5,7%, respectivamente.
Aplicacao da metodologia nas amostras de aguas saborizadas

O método proposto foi aplicado na analise de 15 amostras de aguas saborizadas,
levando em consideracdo diferentes sabores e marcas. Para avaliar efeitos de matriz,
uma curva de calibragdo com uma amostra de agua saborizada foi construida. Avaliando
assim, a sensibilidade relativa da curva de calibragdo com agua mineral e a curva de
calibracdo da amostra de agua saborizada. A sensibilidade relativa encontrada foi de
94%. Assim, a utilizacgdo da matriz de agua saborizada tem pequena influéncia na
metodologia de SPME. Logo, a curva de calibragdo externa pode ser usada para analises

quantitativas.

Tabela 2. ConcentracGes encontradas de cloroférmio em aguas saborizadas.

Maracuja

A 2,44 + 0,3

Limdo e maracuja
A 2,2 + 0,05
Maga e limao
A 2,55 + 0,2
B 1,98 +£ 0,2
Laranja e limao
A 3,61+ 0,4
Limao e menta
A 1,67 + 0,05
B 5,79 £ 0,3
Abacaxi, limao e hortela
A 2,42 + 0,02
Cereja
A 2,24 £ 0,2
Maca

A <LD

B 2,11 £ 0,3
Tangerina

A <LD

B 1,8+ 0,1
Framboesa

A 2,65 + 0,07
Melancia

A 4,26 + 0,3

Como pode ser visto na Tabela 2, em todas as amostras os valores encontrados
para cloroférmio ficaram acima do limite de quantificacdo da metodologia proposta,
exceto para as amostras “A” de maca e tangerina. Entretanto, nenhuma amostra
apresentou valores acima do permitido segundo a EPA para agua potavel. A faixa

encontrada foi de 1,67 - 5,79 pg L. A Fig. 8 exibe o cromatograma do método HS-
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SPME-ECD de uma das amostras analisadas.

'
e CH:Ll:z
404
CHCIa
=04
1 2 3 4 5

Figura 8. Cromatograma da amostra de agua saborizada de sabor limdo e menta
designada como amostra “"B”. Os picos com o tempo de retencdo de 3,1 e 4,2 minutos se
referem ao padrdo interno diclorometano e cloroférmio, respectivamente.

Conclusoes

A técnica de microextracdo em fase sélida em modo headspsace utilizando a fibra
de CAR-PDMS foi aplicada para determinar cloroférmio em 15 amostras de aguas
saborizadas por cromatografia gasosa e deteccao por captura de elétrons. A metodologia

proposta demonstrou ser precisa, exata e alcangou um limite de deteccao baixo.

Nenhuma amostra ultrapassou os limites permitidos por legislagdes, como a EPA.
Entretanto, ha grande divergéncia entre os valores permitidos de muitas legislagées. O
que sugere que ainda nao ha estudos suficientes para uma conclusdo definitiva da

margem de segurancga deste composto para a salide humana.
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Development of analytical methodology for
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determination of chloroform in samples of
flavored waters using headspace-solid phase
microextraction technique

A simple and fast analytical methodology was developed using the headspace-
solid phase microextraction (HS-SPME) for the determination of chloroform in 15 samples
of flavoured waters. The chloroform extraction was performed with the fiber CAR-PDMS
and analyzed on a gas chromatography equipped with electron capture detector (ECD -
83Ni). The variables that affect the efficiency of extraction are the following: temperature
and time, volume of headspace, magnetic stirring and salt addition. The linearity of the
method ranged from 0.5 to 45 ug L. Low limit of detection was 0.46 ug L. The method
showed excellent precision, calculated as the relative standard deviation (RSD%) (n = 6)
using spiked solutions of 1, 15 and 35 ug L™ of chloroform and, the values obtained were
11.2%, 6.4% and 3.8%. Excellent relative sensitivity of 94% was also achived.

Keywords: HS-SPME-ECD, chloroform, flavored waters.
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ABSTRACT: This work presents a preliminary screening directed to obtaining optically
active glycerol derivatives. It was tested six lipases from different sources as a means for
kinetic resolution.

Keywords: isopropylidene glycerol, enzymatic resolution, lipase, biocatalysis

Optically active 1,2-O-isopropylidene glycerol (IPG) is an useful starting material
for synthesis of important compounds, such as glycerophosfolipids, pB-blockers,
prostaglandins, PAF (platelet aggregation factor) and many others [1, 2]. This compound
is usually synthesized from D-mannitol and L-serine or ascorbic acid [1]. An important
alternative to prepare chiral glycerol derivatives is using glycerol itself. The differentiation
of two enantiotopic groups in the prochiral glycerol molecule would in fact lead to chiral
molecules, which could be transformed in both enantiomers of glycerol derivatives by
selective functional group manipulation [3]. These desymmetrization methods have long
been exploited either in the chemical catalysis as in biocatalysis and offer a valuable
tactic for asymmetric induction. In biocatalytic process is often the use of isolated
enzymes [4] or whole microorganisms [5], and it has incited much attention from
researchers because it's an environmentally friendly process [6]. Enzymatic resolution of
a racemate is also a widely used method to obtain enantiomerically enriched compounds
[6, 7].

Hydrolytic enzymes such as lipases, esterases, and proteases have been used

* Corresponding author: adilbeat@nin.ufms.br
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extensively as catalysts in enantioselective and regioselective synthesis [2, 8, 9].

However, enantioselective esterification of primary alcohol of glycerol derivatives,
such as IPG (rac-1) is still a challenge. Thus, screening with different source of
lipases is valuable to achieve suitable selectivity. In this work we present a
screening made with 6 lipases for kinetic resolution by acetylation of racemic IPG in

order to obtain optically active glycerol derivatives (scheme 1).

o | e s
1 Foe
OAc

OH  vinyl acetate OH
rac-1 hexane
(R)- or ()1 (R)- or (S)-2

Scheme 1. Kinetic resolution of IPG

Lipases from porcine pancreas (II), wheat germ and Candida rugosa were
purchased from Sigma-Aldrich Co., Penicillium camembertii and Thermomyces
lanuginosa lipases from Fluka Co. Lipase from Candida antarctica (Novozym 435)
was donated by Novozymes. Glycerol and vinyl acetate were purchased from Acros
(Brazil). Hexane was of analytical grade. The enantiomeric excess (ee) was
determinated by GC using a GC Varian 3800 with chiral adsorbent Astec Chiraldex
B-PM. Chromatographic conditions: injector temperature: 250 °C; oven initial
temperature 75 °C to 105 °C at 1 °C/min. The flame ionization detector was
maintained at 250 °C; carrier gas: helium gas (1 mL/min). *H and *3C NMR spectra
were obtained using a Bruker AVANCE DPX-300 spectrometer and were recorded at
300 and 75 MHz respectively. IPG (rac-1) was prepared from glycerol using a
literature procedure [10]. According to work of Kawanami et al. [2], dry hexane was
the best choice of solvent among several others for kinetic resolution of cyclic

ketals of glycerol. Thus, the solvent was chosen to our reactions.

The compound 1 (30 mg) was subjected to kinetic resolution in dry hexane
(6 mL) using 6 different lipases (5 or 1 mg), and the vinyl acetate (1.1 eq.) as the
acylating agent, at 30 °C under continuous stirring (150 rpm) in an orbital shaker.

The results are presented in Table 1.

According to Table 1, all six lipases showed low selectivity. The results are in
accordance to a reported result where enantioselectivity of other lipases toward

primary alcohol is much lower than to secondary alcohol [11].

An important outcome is that the use of 2.2 eq. of vinyl acetate causes a
dramatic increase in the enantioselectivity promoted by lipase from P. camembertii
(ee >99%).
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Table 1. Kinetic Resolution of IPG?

E-value€®

T. lanuginosa 90 20 (5)¢ 25 (R)A 43 2,0
Novozym 435 15 3 (R) 5 (S) 30 1,1
P. camembertii 420 = 14 (R) 1 -
Porcine Pancreas 420 - 5 (S) 6 =
Candida rugosa 300 10 (S) 31 (R) 27 2,0
wheat Germ 480 3 (S) 20 (R) >0,1 -

#Experimental conditions: Substrate (3 mg); lipase (5 mg/1 mg to T. lanuginosa); vinyl
acetate (1.1 eq.); dry hexane (6 mL), at 30 °C under continuous agitation (150 rpm).
®Determined by GC (column CHIRALDEX B-PM)

“Calculated by using the equation: E = In[(1-ee)(1+eey/eey)]/In[1+ees)(1+ees/ee,)] ! [ref.
5]

dAbsolute configuration was determined by comparison of the specific optical rotation with
literature [ref. 12]

*ees = substrate enantiomeric excess; ee, = product enantiomeric excess

Although it was achieved low E values for this enantioselective kinetic
resolution, the results prompted us to take the next step in the research and make
a detailed study of these reactions so as to have a better understanding of these
results, including the increase of the enantiomeric excess from 14% (1.1 eq. of

vinyl acetate) to >99% (2.2 vinyl acetate) promoted by lipase of P. camembertii.
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