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RESUMO 

 

Os combustíveis fósseis são a matriz energética de maior utilização mundial, 

porém por questões econômicas, sociais e ambientais, é necessário buscar 

alternativas para complementar este consumo. O biodiesel apresenta-se como 

um combustível promissor, mas que ainda necessita de estudos para melhorar 

sua performance diante das necessidades do mercado. A avaliação da qualidade 

e suscetibilidade aos processos de micodeterioração no biodiesel, foi realizada 

em três estudos. O primeiro apresentou como objetivo identificar e quantificar 

matérias primas de origem animal e vegetal, e a presença do adulterante óleo 

de soja, em misturas de biodiesel puro (B100). Para tanto, utilizamos a 

espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier com acessório de 

reflectância total atenuada (ATR-FTIR), associada a ferramentas quimiométricas 

de classificação e quantificação. O conteúdo de biodiesel na mistura foi avaliado 

por cartas de controle multivariadas (MCCs). Os espectros de ATR-FTIR 

combinados com as  MCCs foram capazes de identificar corretamente a maioria 

das informações de conteúdo de gordura animal na carta NAS, bem como a 

variação da matriz na carta de interferentes. Sobre o mesmo conjunto de dados 

foram aplicados os modelo supervisionados como a análise discriminante 

empregando mínimos quadrados parciais (PLS-DA), e de regressão multivariada 

por mínimos quadrados parciais (PLS). Para os modelos PLS-DA, observou-se 

baixos erros de calibração e predição para a detecção dos diversos 

componentes das amostras, confirmando que esta ferramenta quimiométrica, se 

apresenta como um modelo robusto na classificação das matérias-primas e do 

adulterante utilizados neste estudo. Já o método de regressão PLS foi muito 

eficiente na identificação e quantificação de matérias-primas de origem animal, 

vegetal, e o adulterante óleo de soja, apresentando valores do erro quadrático 

médio de validação cruzada (RMSECV), para todos os analitos testados, entre 

0,019 % w/w e 0,103 % w/w, e do erro quadrático médio de predição (RMSEP) 

entre 0,009 % w/w 0,105% w/w, com um coeficiente de correlação de 0,999. 

Estes resultados permitem concluir que a utilização destas ferramentas é viável 

para qualificar e quantificar as matérias-primas e o adulterante utilizados neste 

estudo. Em um segundo momento foi estudada a suscetibilidade do B100 

produzido com óleo de soja, ao processo de biodeterioração, já que esta é uma 
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das vulnerabilidades do biocombustível durante o período de armazenamento. 

Foram comparadas duas concentrações de inóculo do isolado Aspergillus niger, 

com relação a produção de biomassa, proteínas totais, e degradação de ésteres. 

As amostras com 100 vezes mais esporos (106 em relação a 104 esporos.mL-1) 

demonstraram produzir maior quantidade de biomassa durante os oito dias do 

experimento, podendo ser um fator agravante no processo de biodeterioração. 

Diferenças na concentração de inóculo para este fungo pouco influenciaram na 

produção de proteínas totais ao fim de 8 dias de cultivo em sistema bifásico, a 

despeito de uma maior produção pontual entre o sexto e o sétimo dias. A 

biodeterioração neste sistema ocorre preferencialmente por hidrólise da ligação 

éster podendo ser monitotrado por ATR-FTIR e cromatografia em fase gasosa 

acoplada a espectrometria de massas (CG-SM), da fase orgânica. Através 

destes resultados, podemos inferir que o fungo A. niger possui potencial 

deteriogênico, utilizando nutrientes do sistema bifásico para o seu crescimento, 

onde ocorreu a seguinte variação quantitativa decrescente de ésteres metílicos 

linoleato, oleato, palmitato e estearato. No terceiro estudo, os dados espectrais 

por ATR-FTIR de biomassa de fungos filamentosos anemófilos após 8 dias de 

cultivo em sistema bifásico, tendo biodiesel de soja como substrato em meio 

mineral, foi correlacionada pela análise de regressão PLS, com o micélio dos 

mesmos fungos cultivados em meio sólido batata dextrose por 24 e 48h. A 

utilização de ATR-FTIR, associada a análise por PLS, mostrou ser uma 

ferramenta robusta na predição de acúmulo de biomassa de 19 fungos testados, 

sendo que o cultivo por 24h mostrou ser o tempo necessário para correlacionar 

as características químicas do micélio com o filme de biomassa formado na 

interface entre a fase aquosa e o biodiesel. O bom desempenho deste método 

está associado principalmente à informações espectrais relativas a presença de 

componentes intracelulares como quitina, triacilgliceróis, fosfolípideos, ácidos 

graxos livres, aminoácidos e proteínas. Os três estudos utilizando ATR-FTIR 

associada a quimiometria, permitem inferir que este é um recurso analítico com 

grande potencial de aplicação tanto no controle de qualidade do biodiesel, como 

na avaliação de sua susceptibilidade à deterioração fúngica. 

 

Palavras-chave: Biodiesel, Infravermelho, Quimiometria, Fungos, 

Micodeterioração. 
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ABSTRACT 

 

Fossil fuels are the most widely used energy matrix worldwide, but because of 

economic, social, and environmental issues, alternatives to this type of fuel are 

needed. Biodiesel is a thriving option; however, further studies on its performance 

should be conducted, considering the current market needs. Both quality and 

susceptibility to micodeterioration were assessed in three studies. The first study 

aimed to identify and quantify animal and vegetable feedstocks and the presence 

of soybean oil as adulterant in pure biodiesel (B100) blends. Therefore, Fourier 

transform infrared-attenuated total reflectance (FTIR-ATR) was used in 

conjunction with chemometric tools for the classification and quantification of the 

adulterant. Biodiesel content in the blend was evaluated by multivariate control 

charts (MCCs). FTIR-ATR spectra combined with MCCs could accurately identify 

most data on animal fat in the NAS chart, as well as matrix variability in the 

interference chart. Supervised models such as partial least squares-discriminant 

analysis (PLS-DA) and PLS regression were applied to the same dataset. PLS-

DA models exhibited few calibration and prediction errors for the detection of 

several components, confirming that this chemometric tool is robust for the 

classification of the feedstocks and of the adulterant used in the present study. 

PLS regression was efficient in identifying and quantifying animal and vegetable 

feedstocks and soybean oil (adulterant), demonstrating root mean square errors 

of cross validation (RMSECV) values between 0.019 % w/w and 0.103 % w/w 

and root mean square error of prediction (RMSEP) values between 0.009 % w/w 

and 0.105% w/w for all analytes, with a correlation coefficient of 0.999. These 

findings point out that these tools can be used to qualify and quantify the 

feedstocks and adulterant used in this study. The second study assessed the 

susceptibility to biodeterioration of B100 produced with soybean oil, given that 

this is one of the vulnerabilities of biofuel during the storage period. Two 

concentrations of inoculum of an Aspergillus niger isolate were compared with 

biomass and total protein production and ester degradation. The samples with 

100 times more spores (106 vs. 104 spores.mL-1) produced a higher amount of 

biomass during the experiment (8 days), and this might accelerate 

biodeterioration. Differences in the concentration of inoculum for Aspergillus niger 

had little influence on the production of total proteins at the end of 8 days in the 
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dual-phase culture medium, despite higher production between day 6 and day 7. 

Biodeterioration in this system occurs preferably via hydrolysis of the ester bond 

and can be monitored by FTIR-ATR and gas chromatography mass spectrometry 

(GC-MS), in the organic phase.  Based on these findings, we can infer that fungus 

A. niger has deteriogenic potential, using nutrients from the biphasic system for 

its growth, where the following decreasing quantitative variation of linoleate, 

oleate, palmitate and stearate methyl esters occurred. In the third study, the 

FTIR-ATR spectral data on the biomass of airborne filamentous fungi after 8 h of 

culture in a dual-phase medium, with soybean biodiesel used as substrate in a 

mineral medium, was correlated by PLS regression with the mycelium of the 

same fungi cultured on potato dextrose agar for 24 h and 48 h. The use of FTIR-

ATR combined with PLS analysis proved to be a robust tool for the prediction of 

biomass accumulation of 19 tested fungi, indicating that culture for 24 h was 

enough for the correlation of the chemical characteristics of the mycelium with 

the biofilm formed at the interface between the aqueous phase and biodiesel. The 

good performance of this method is associated mainly with spectral data on the 

presence of intracellular components, such as chitin, triacylglycerols, 

phospholipids, free fatty acids, amino acids, and proteins. The three studies that 

used FTIR-ATR combined with chemometric tools allow inferring that this is an 

analytical alternative with a great potential for application in quality control of 

biodiesel and in the assessment of its susceptibility to fungal degradation. 

 

Key words: Biodiesel, Infrared, Chemometrics, Fungi, Micodeterioration 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 A dependência do combustível fóssil, como o diesel para a indústria e 

veículos, levou à busca de fontes alternativas de energia para substituir ou 

suplementar o combustível fóssil. Segundo projeções,a demanda global por 

energia deverá aumentar em torno de 50% até 2030. Assim, o biodiesel pode 

ser uma opção para reduzir as emissões e apoiar o setor de transportes, 

reduzindo a poluição ambiental1. De acordo com o Ministério de Minas e Energia 

do Brasil, a proposta do Conselho Nacional de Política Energética (CNPE 16 de 

29/10/2018) estabelece que a adição de biodiesel deve aumentar 1 ponto% ao 

ano, superando o nível atual de 13% (mistura B13) colocado em prática em 1º 

de março de 2021, com aumentos sucessivos até que uma mistura B15 seja 

alcançada em 20232. Porém, por questões econômicas, alto custo do biodiesel, 

em abril de 2021 a mistura de biodiesel no diesel, foi reduzida provisoriamente 

de 13% para 10%3. Esta decisão foi tomada em função da forte demanda do 

mercado mundial pela soja, a qual no Brasil, responde por aproximadamente 

71% (média em 2020) da matéria-prima utilizada na produção do biodiesel. 

Outras matérias-primas, como sebo e algodão também são usadas no Brasil, 

responsáveis por 12 e 2% da produção de biodiesel, respectivamente4. Sendo 

que atualmente, a maior parte do biodiesel produzido no mundo é de origem 

vegetal, e a soja corresponde a 27% da produção mundial. 

 O biodiesel é mais suscetível à degradação química e biológica a longo 

prazo do que o óleo diesel. Essa suscetibilidade está associada à sua 

composição química que varia consideravelmente dependendo da matéria-prima 

utilizada. Uma ampla variedade de matérias-primas de origem vegetal, animal e 

resíduos, é adequada para a produção de biodiesel. No entanto, a seleção da 

matéria-prima deve ser cuidadosa, considerando principalmente dois fatores: 

baixo custo e disponibilidade para produção em massa. Assim, a seleção de uma 

fonte barata é crucial para permitir a sua produção5. Neste sentido uma 

alternativa é a utilização de misturas de diferentes matérias-primas, que atendam 

aos requisitos mencionados, e ainda possam garantir características como maior 

estabilidade durante a estocagem que ainda é motivo de preocupação.O 

biodiesel obtido de matérias-primas, como a soja, por exemplo, na qual os ácidos 

graxos insaturados predominam, é considerada mais suscetível à degradação 
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química do que o biodiesel obtido a partir de sebo bovino, no qual predominam 

os ácidos graxos saturados. No entanto, outros fatores, como o processo de 

produção e as condições de armazenamento, também podem influenciar na 

degradação do combustível. Os processos degradativos mais comuns para o 

biodiesel estão relacionados umidade e exposição ao ar e ao calor. A ação do 

oxigênio promove a oxidação do biodiesel. A umidade do ar tende a induzir a 

incorporação de água, levando ao processo de degradação hidrolítica. A 

hidrólise do biodiesel altera seu aspecto físico e características químicas. Além 

disso, quando o teor de água aumenta, ela tende a se depositar no fundo dos 

tanques, favorecendo assim o cresimento microbiano. Quando isso acontece, 

surgem problemas como corrosão, entupimento de filtros e bicos injetores, além 

de outros danos nos motores de veículos. Portanto o crescimento microbiano 

representa uma ameaça às atividades operacionais.6  

A espectroscopia no infravermelho é uma técnica bastante usada para 

matrizes complexas como o biodiesel, e pode ser considerada uma técnica 

analítica verde, possibilitando análises de baixo custo7,8. Ela vem sendo usada 

em análises de produtos agrícolas9, drogas ilícitas10, combustíveis entre 

outros11,12. Além disso, as técnicas espectroscópicas têm sido associadas com 

análise multivariada para serem obtidos melhores resultados qualitativos e 

quantitativos, bem como para facilitar a interpretação dos resultados e avaliar 

informações que, de outra forma, não seriam evidentes. 

  

1.1  REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

1.1.1 História do Biodiesel 

 

 Rudolf Diesel inventou o motor diesel na década de 1890. Desde o 

início, esse motor poderia funcionar com uma variedade de combustíveis, 

incluindo óleo vegetal. Em 1900, um dos novos motores diesel apresentados na 

Exposição de Paris eram movidos a óleo de amendoim. No entanto, como os 

combustíveis de petróleo eram baratos e facilmente disponíveis, poucas pessoas 

estavam interessadas em conhecer outras alternativas13. Já na década de 1930, 

havia interesse em separar os ácidos graxos da glicerina do óleo vegetal para 
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criar um produto mais fino, semelhante ao diesel de petróleo. Em 1937, G. 

Chavanne obteve a patente belga de um éster etílico de óleo de palma (que hoje 

chamaríamos de biodiesel). Em 1938, um ônibus de passageiros movido a éster 

etílico de óleo de palma fazia a rota entre Bruxelas e Louvain14. Durante a 

Segunda Guerra Mundial (1939 a 1945), quando o fornecimento de petróleo foi 

interrompido, o óleo vegetal foi usado como combustível por vários países, 

incluindo Brasil, Argentina, China, Índia e Japão. No entanto, quando a guerra 

terminou e os suprimentos de petróleo tornaram-se baratos e abundantes, o óleo 

vegetal foi esquecido novamente. Então, no começo da década de 1970, as 

nações produtoras começaram a regular o escoamento da produção petrolífera 

por conta de sua natureza não renovável. Em 1973, o valor do barril mais que 

triplicou em um curto período de tempo, isso fez com que muitos países 

considerassem o óleo vegetal como um possível substituto aos combustíveis 

fósseis. Cientistas na Áustria, nos Estados Unidos, na África do Sul e em muitos 

outros países redescobriram que o óleo vegetal puro poderia ser usado para 

fazer funcionar motores a diesel; entretanto, eventualmente, a má qualidade do 

combustível causada pela espessura (viscosidade) do óleo vegetal causou 

danos aos motores. Neste momento foram realizados os primeiros experimentos 

para converter o óleo vegetal em biodiesel. A palavra “biodiesel” foi 

provavelmente usada pela primeira vez por volta de 198415.  

 No Brasil, as pesquisas sobre o biodiesel iniciaram na década de 1920 

no Instituto Nacional de Tecnologia (INT). Nos anos 1970, começava a ganhar 

destaque com a criação do Plano de Produção de Óleos Vegetais para Fins 

Energéticos (Pró-Óleo), após o choque dos preços de petróleo. No entanto, o 

sucesso inicial do Pró-Álcool e a queda do preço do petróleo nos anos 1980 

deixaram o Pró-Óleo em segundo plano na política energética16. Apenas em 

2004 o governo brasileiro voltou sua atenção ao biodiesel, com a elaboração do 

Programa Nacional de Produção e Uso do Biodiesel (PNPB), cujo objetivo é a 

inserção do biodiesel da matriz energética brasileira a partir da produção de 

matérias-primas pela agricultura familiar. Atualmente o biodiesel está sendo 

usado em todo o mundo, devido principalmente a preocupações com o 

aquecimento global. E o seu futuro está na capacidade mundial de produção de 

matérias-primas renováveis, a fim de manter o custo do biodiesel competitivo 
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com o do petróleo e na capacidade de resolver os problemas de estabilidade e 

qualidade do produto pronto.  

 O custo de produção ainda é uma das barreiras para o uso extensivo de 

biodiesel em maiores proporções como matriz energética17,18  

 

1.1.2 Biodiesel 

 

O biodiesel é um combustível alternativo, que veio a complementar o uso 

de óleo diesel, podendo ser obtido através de matérias primas de primeira, 

segunda e terceira geração19. É biodegradável, menos tóxico isento de enxofre 

e compostos aromáticos, emite menos poluentes atmosféricos e gases de efeito 

estufa, exceto óxido de nitrogênio, o que o torna mais vantajoso do que 

combustíveis derivados de petróleo. Porém a redução no custo de produção 

ainda é um desafio20.  

 A respeito disso,várias possibilidades estão sendo estudadas para 

torná-lo um combustível mais competitivo. Dentre algumas alternativas, está se 

utilizando catalisadores mais baratos17,21, bem como uma reação de 

transesterificação mais rápida22,23. Porém o que mais impacta no custo de 

produção, é a matéria-prima24,25. As matérias-primas mais baratas são óleos 

usados ou gorduras, e oleaginosas não comestíveis, que geralmente estão 

associadas a ácidos graxos livres, e presença de água26,27. Estas características 

podem prejudicar o rendimento e a qualidade do biodiesel. Uma opção, é corrigir 

estes problemas, adicionando etapas ao processo de produção, o que por sua 

vez incorrem em mais custos.  

  

1.1.3 RenovaBio 

 Recentemente, o governo brasileiro lançou o Programa RenovaBio 

Resolução ANP nº 79128, cujo objetivo é expandir a produção de biocombustíveis 

no Brasil. A partir desta expansão, almeja-se um importante papel aos 

biocombustíveis, no sentido de contribuir para a mitigação efetiva de emissões 

de gases causadores do efeito estufa e de poluentes no país, além de buscar 

um canal de diálogo mais próximo com o setor privado. O RenovaBio está 

alicerçado em três eixos estratégicos: discutir o papel dos biocombustíveis na 
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matriz energética; ampliar a sua participação no segmento de transportes, 

baseado na previsibilidade e na sustentabilidade econômica, ambiental e social; 

e estabelecer regras de comercialização28. 

 

1.1.4 Matérias-primas 

 

 A Europa é o principal produtor mundial de biodiesel em função da sua 

política ambiental. Diversas matérias-primas podem ser empregadas na 

produção de biodiesel, porém na produção mundial são predominantemente 

utilizados óleos vegetais como: soja, colza e óleo de palma. Nos Estados Unidos 

a principal a matéria-prima utilizada é o óleo de soja, com 63% de participação 

no biodiesel total, seguida do óleo de canola e óleo de milho com 13% cada, 

dados de 202029. No Canadá o óleo de canola domina a produção. O óleo de 

colza ainda é a matéria-prima de biodiesel dominante na União Européia, 

representando 38% em 2020. O óleo de colza usado foi a segunda matéria-prima 

mais importante neste período, representando 23% do total. E o óleo de palma 

foi o terceiro mais usado, na Espanha, Itália, França e Holanda, representando 

18%30. Os óleos de coco e palma são usados na Indonésia e na Malásia, e óleo 

de colza usado na Itália, Alemanha, Finlândia e Reino Unido. Sendo a karanja e 

a jatropha consideradas as futuras matérias-primas para biodiesel na Índia. No 

Brasil a soja é responsável por mais de 70% da produção, seguida pelo sebo 

12% e o algodão 2%4. A utilização de óleos comestíveis como matéria-prima de 

biodiesel têm grandes problemas, porque isso afeta diretamente a economia. 

 O biodiesel pode ser obtido a partir de diferentes matérias-primas, como 

óleos vegetais, microalgas, óleo microbiano e gorduras animais. Isto representa 

um produto final com diferente grau de pureza e composição, influenciando 

também no rendimento e custo do biodiesel31. A seleção de matérias-primas 

para produção está diretamente relacionada com a região, disponibilidade, e os 

aspectos econômicos do país.  

  A partir de várias pesquisas, concluiu-se que a utilização de óleo não 

comestível apresenta benefícios, como ser biodegradável, apresentar baixo teor 

de enxofre, aromáticos e o principal não ter efeito na cadeia alimentar, no que se 

refere as consequências econômicas sobre o abastecimento de alimentos e 
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insumos. Existem certas matérias-primas crescentes para a produção de 

biodiesel como gorduras de origem animal (sebo, banha), óleo de peixe e 

microalgas, óleo de fritura usado, dentre outras. Desta forma elas foram 

categorizadas em quatro grupos, primeira, segunda, terceia e quarta geração32. 

 

1.1.4.1 Matérias-primas de Primeira Geração 

 

 A primeira geração refere-se ao biodiesel derivado de óleos vegetais 

comestíveis. Os mais comumente utilizados são óleo de colza, palma, soja, coco, 

amendoim e girassol, além de linhaça, amendoim, mostarda, arroz, etc. Os óleos 

vegetais são amplamente disponíveis e relativamente mais fáceis de converter 

em biodiesel. No entanto, o uso de óleos vegetais comestíveis para a produção 

de biocombustíveis levanta várias questões éticas, ambientais e econômicas. O 

uso de terras aráveis, água e fertilizantes no "crescimento do combustível" ao 

invés de alimentos, não afeta apenas o preço dos alimentos mas também as 

questões de sustentabilidade33. 

 Além disso, mesmo que a quantidade total de óleos comestíveis 

disponíveis fosse usada na produção de biodiesel, não seria suficiente para 

atender às necessidades atuais. Essas preocupações levam a uma crescente 

busca por outras opções, como a utilização de óleos não comestíveis, resíduos, 

e fontes renováveis como matéria-prima para produção de biodiesel 

 No início da era do biodiesel, o uso de matéria-prima comestível foi 

bastante popular. Disponibilidade de safras, e procedimento de conversão fácil 

são os principais benefícios da primeira geração. O risco de limitação no 

fornecimento de alimentos é a principal desvantagem no uso dessas matérias-

primas34. Adaptabilidade às condições ambientais, alto custo e área limitada de 

cultivo também são obstáculos para a produção de biodiesel de matéria-prima 

comestível. Essas desvantagens, levaram os produtores a buscarem fontes 

alternativas.35 A seguir seguem as matérias-primas de primeira geração de maior 

destaque. 
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1.1.4.1.1 Óleo de Palma   

 

Nas ultimas décadas, Malásia e Indonésia foram os principais produtores 

de óleo de palma. Nigéria e Brasil têm alto potencial para a produção. Na Europa, 

a demanda de biodiesel produzido com óleo de palma tem aumentado. Os 

principais benefícios do óleo de palma são rendimentos muito elevados por 

hectare, quando comparados a outros óleos comestíveis. O óleo de palma 

contém majoritariamente em sua composição ácido palmítico (37-45%), ácido 

olêico (38-46%), e linolêico (5-9%)36.  

 

1.1.4.1.2 Óleo de Soja 

 

 A soja é a principal oleaginosas cultivada globalmente. No Brasil e nos 

Estados Unidos é a matéria-prima mais utilizada na produção de biodiesel. Em 

comparação com outras matérias-primas, a soja tem menor rendimento de óleo 

por hectare, porém sua produção é abundante36,37. O óleo de soja contém em 

sua composição ácido linolêico (50–60%), ácido olêico (20–30%), ácido 

palmítico (6–10%), e ácido linolênico (5-11%)38. 

 

1.1.4.1.3 Óleo de Algodão 

 

 Os maiores produtores mundiais de óleo de algodão, são Europa, China 

e Estados Unidos39. As sementes de algodão possuem óleo na proporção de 

17–25%. Os principais ácidos graxos são o olêico (19 -23%), palmítico (11-20%), 

e ácido linoléico (55%)40. 

 

1.1.4.1.4 Linhaça 

  

 É uma cultura do tipo herbácea. Os principais países produtores de 

linhaça são Argentina, Índia, Europa e Canadá. A linhaça é composta por grande 

percentual de ácidos graxos insaturados, como ácido linolênico (46 -51%), ácido 

oleico (20 -24%) e ácido linoléico (13 -14%). E uma pequena parte de ácidos 

graxos saturados, ácido palmítico (5 -6 %) e ácido esteárico (5%)41,42. 
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1.1.4.2 Matérias-primas de Segunda Geração 

  

 Biodiesel de segunda geração é produzido a partir de matérias-primas 

não comestíveis, como os óleos de neem, jatropha curcas, karanja43, óleo de 

semente de seringueira44, tabaco43, dentre outros45. Estas matérias-primas tem 

como principais vantagens, em sua maioria possuem menor custo de produção, 

erradicam a competitividade alimentar, utilizam uma quantidade menor de terras 

para serem cultivadas, oferecendo assim benefícios para a produção de 

biodiesel. Como desvantagem, em geral produzem uma quantidade menor de 

óleo do que as comestíveis. 

 

1.1.4.2.1 Karanja 

 

 A karanja pertence à família das leguminosas.Os principais países 

produtores, são o sudeste da Ásia, Austrália, China e Estados Unidos. O óleo de 

Karanja contém ácido esteárico (2 - 9%), ácido linoléico (10 -18%) e ácido oleico 

(44 -71 %)46,47. 

 

1.1.4.2.2 Jatropha  

 

 A jatropha é cultivada na India, China, Ethiopia, Mozambique, Ghana, 

México e Brasil48. Na Índia a jatropha é uma das mais importantes matérias-

primas para a produção de biodiesel. A semente da jatropha tem 

aproximadamente 47% de óleo49. A composição do óleo, é principalmente de 

ácidos graxos insaturados, como o ácido olêico (34-35%) e ácido linolêico (29-

44%), e ácidos graxos saturados, como ácido palmítico (14-15%)50,51.  

 Dentre as matérias-primas de segunda geração, a jatropha (Jatropha 

curcas) não é a única cultura oleaginosa não comestível proeminente. Outras 

culturas como polanga (Calophyllum inophyllum) e neem (Azadirachta indica) 

também foram consideradas promissoras como matérias-primas alternativas de 

biodiesel52. O óleo da semente de seringueira (Hevea brasiliensis)53 e o mahua 

(Madhuca indica) também apresentam potencial e precisam ser explorados 

como matéria-prima do biodiesel52.  
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1.1.4.3 Matérias-primas de Terceira Geração 

 

 As principais fontes de biodiesel de terceira geração são as gorduras de 

origem animal, e óleos resíduais, e com futuro promissor, o óleo extraído de 

microalgas54,55. Atualmente, as pesquisas para produção de biodiesel a partir de 

biomassa de microalgas está voltada para o aumento nas taxas de produção de 

óleo, e também no aprimoramento do processo de extração. Alguns benefícios 

do biodiesel da terceira geração são baixo custo, gorduras de origem animal e 

óleos residuais, e facilidade de obtenção. Sendo bastante viáveis, pois em sua 

maioria apresentam dificuldades para destinação final, e quando não 

descartadas de forma adequada, acabam se tornando um sério problema 

ambiental. A seguir seguem as matérias-primas de terceira geração de maior 

destaque. 

 

1.1.4.3.1 Gordura de Origem Animal 

  

 O biodiesel de gordura animal pode ser obtido de gado, porco, peixe, e 

frango. No momento, estas matérias-primas são utilizadas para a produção de 

biodiesel, principalmente porque tem baixo preço no varejo, e sua utilização para 

alimentação humana não é recomendada. Podem ser obtidas como sub-produto 

em frigorificos/abatedouros de aves, porém o volume não atende a necessidade 

como única fonte para a produção de biodiesel. São ricas em ácidos graxos 

saturados, o que melhora algumas propriedades do biodiesel, como maior 

número de cetano32, e valor calorífico quando comparado aos óleos vegetais, 

porém apresentam maior ponto de entupimento do filtro a frio56. O uso destas 

matérias-primas, traz benefícios ao meio ambiente, pelo destino nobre que é 

dado a este subproduto da agroindústria. 

 

1.1.4.3.2 Óleo Residual 

 

 A utilização de óleo residual na produção de biodiesel, é um destino 

ecologicamente correto para um material que teria que ser descartado. 

Geralmente os óleos usados são baratos57. Os óleos usados podem ser 

classificados em três categorias: óleo usado da indústria alimentícia, indústria 
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não alimentícia, doméstico, e de restaurante. A presença de resíduos, ácidos 

graxos livres, e água, exige etapas adicionais no processo de produção do 

biodiesel com óleo de fritura usado. Resíduos de óleos da indústria como 

resíduos de óleo de plástico, de pneus, dentre outros, podem ser utilizados para 

produzir biodiesel através do processo de pirólise58. 

 

1.1.4.3.3 Microalgas 

 

  As microalgas são organismos do reino protista que possuem células 

com possibilidade de gerar grandes quantidades de lipídios que são adequados 

para a produção de biodiesel59. No entanto, a utilização de biomassa de 

microalgas para produção de biodiesel requer tecnologia avançada para a 

extração do óleo, e remoção do açúcar fermentável de sua biomassa60. 

 

1.1.4.4 Matérias-primas de Quarta Geração 

 

 Combustíveis fotobiológicos, solares e eletrocombustíveis são 

considerados a quarta geração de biodieseis. São baseados em tecnologias de 

biologia sintética. No futuro, espera-se que tais biocombustíveis solares sejam 

produzidos por microrganismos fotossintéticos modificados ou em fábricas vivas 

completamente sintéticas61. 

  

 Cada geração de o biodiesel tem seus próprios benefícios e limitações. 

A evolução nas gerações tem focado principalmente na melhoria da qualidade 

do biodiesel, menor sucetibilidade a deterioração, e menos danos ao meio 

ambiente. A primeira geração de biodiesel produzido a partir de óleos 

comestíveis, apresenta o processo de conversão mais fácil. Porém o rendimento 

do óleo produzido por estas matérias-primas é baixo. E por serem originárias de 

óleos comestíveis promovem uma competição entre alimento e combustível, não 

sendo adequado para uso comercial. Neste contexto as matérias-primas de 

segunda e terceira gerações de biodiesel fornecem uma solução alternativa. A 

segunda geração de biodieseis é produzida a partir de óleos vegetais não 

comestíveis, enquanto a terceira geração de biodieseis é produzida a partir de 

resíduos de óleo, gorduras, ou óleo de algas. As matérias-primas dessas duas 
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gerações podem ser cultivadas em terras não aráveis, tornando-se uma 

alternativa promissora na produção de biodiesel. A quarta geração de biodiesel 

usa tecnologia de biologia sintética, uma nova alternativa para o futuro, na 

produção de biodiesel.  

 

1.1.5 Produção de Biodiesel de Gordura Animal versus Óleo Vegetal 

  

 As características das gorduras e óleos vegetais dependem do 

comprimento e do grau de insaturação dos ésteres de ácidos graxos. Assim, os 

ácidos graxos desempenham um papel importante na determinação das 

características do biodiesel. A quantidade de cada ácido graxo, o comprimento 

da cadeia e o número de ligações duplas presentes na cadeia de 

hidrocarbonetos influenciam as propriedades do biodiesel. A estabilidade do 

biodiesel também depende das propriedades da matéria-prima usada para a 

produção de biodiesel. Os ácidos graxos mais abundantes nas amostras de óleo 

não comestível, são o oleico, linoléico, linolênico, palmítico e esteárico. O ácido 

oleico compreende a maior parte dos ácidos graxos totais, independentemente 

do óleo não comestível. Todos os óleos vegetais têm ácidos graxos insaturados 

elevados (até 80%), o que significa que eles têm boas propriedades em baixa 

temperatura e são adequados como matéria-prima para produção de biodiesel. 

Concentrações mais altas de ácidos graxos saturados podem aumentar o ponto 

de névoa, e ponto de entupimento a frio, propriedades indesejáveis para 

combustíveis líquidos62. No entanto os óleos com maior proporção de ácidos 

graxos saturados, tendem a ser mais estáveis do que aqueles com maior porção 

de ácidos graxos insaturados na produção de biodiesel. Em termos de emissão 

de gases poluentes, o óleo diesel quando comparado ao biodiesel produzido de 

gorduras animais ou obtidas de óleos vegetais são semelhantes, uma vez que 

as emissões de gases oriundas do processo de combustão, geram resultados 

semelhantes. No entanto, um estudo com três misturas de biodiesel B20 à base 

de gorduras animais obtido a partir de banha de porco, sebo bovino e gordura 

de frango apresentaram níveis de emissão de óxido de nitrogênio (NOx) menores 

do que uma mistura B20 produzida a partir de óleo de soja63.  

 O biodiesel produzido apartir de gordura animal, apresenta algumas 

vantagens quando comparado ao óleo vegetal. Devido ao seu menor teor de 
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ácidos graxos insaturados, o biodiesel produzido a partir de gorduras animais 

tem um número de cetano maior do que o biodiesel da maioria dos óleos 

vegetais, e do que o óleo diesel63,64, devido a cadeias maiores de ácidos graxos, 

e maior grau de saturação. Um maior número de cetano reduz as emissões de 

NOx. Biocombustíveis produzidos com gorduras animais também têm um maior 

valor calórico quando comparado aos óleos vegetais56. Uma questão não 

consensual é a estabilidade oxidativa de biodiesel de origem animal. Alguns 

autores afirmam que o biodiesel à base de gordura animal é menos estável para 

oxidação devido à ausência de antioxidantes naturais em comparação ao 

biodiesel de óleo vegetal65,66. Por outro lado, outros estudos afirmam que a partir 

do teor de ácidos graxos saturados, a adição de gordura animal melhora a 

estabilidade oxidativa do biocombustível56,67,68. Matérias-primas ricas em ácidos 

graxos poliinsaturados são mais suscetíveis à oxidação, devido à presença de 

ligações duplas nas cadeias, do que matérias-primas ricas em ácidos graxos 

saturados ou monoinsaturados69. 

 Uma mistura de biodiesel de soja/sebo bovino, foi comparada ao 

biodiesel de soja puro, em relação a degradação oxidativa, neste estudo a 

mistura de soja e sebo, apresentou o melhor resultado68. Wyatt et al.63 relataram 

que a estabilidade oxidativa do biocombustível de banha, sebo bovino e gordura 

de frango é equivalente ou melhor do que o biodiesel de soja. No entanto, em 

outro estudo Sendzikiene et al.70 demostrou que o biocombustíveis de origem 

animal, como banha e sebo são menos estáveis para oxidação do que os 

produzidos com óleo de colza e linhaça. Biocombustíveis produzidos a partir de 

gorduras também têm algumas desvantagens, como o maior ponto de 

entupimento a frio (CFPP) devido ao seu conteúdo significativo de ácidos graxos 

saturados65,66. O CFPP se refere à temperatura mais baixa na qual um 

determinado volume de combustível líquido ainda fluirá através de um filtro 

específico em um tempo especificado quando resfriado sob certas condições71 . 

Esta é uma propriedade importante para países com baixa temperatura.  

 O custo de produção do biodiesel é alto quando comparado ao óleo 

diesel, o que também dificulta o seu uso em escala comercial. O atual taxa de 

produção de biodiesel de diferentes gerações não atende a demanda mundial 

de combustível líquido, bem como suas propriedades quando analisadas de 

forma individual, por matéria-prima, ou geração, não apresentam o melhor 
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desempenho32. Esses são fatores que demonstram a importância de misturas de 

diferentes matérias-primas, na busca do melhor desempenho do biocombustível 

nos motores, além do incentivo para a maior produção principalmente de 

matérias-primas de segunda geração, e aproveitamento das fontes de terceira 

geração, o que trará beneficios econômicos e ambientais para produtores e 

consumidores.  

 

1.1.6 Características Físicas e Químicas do Biodiesel 

 

A Resolução ANP Nº 4572 é utilizada para estabelecer parâmetros de 

qualidade, e limite de contaminantes ao biodiesel, independente da matéria-

prima de sua origem. Além de garantir o desempenho nos motores, e a 

segurança em todo o processo de manejo desde a produção até o usuário final.  

  

Tabela 1. Especificações do biodiesel impostas pela ANP 4572 no Brasil. 

 

Característica  
 

Especificação  
 

Limite Unidade 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

          Aspecto 
 

 Límpido e 

isento de 

impurezas 
 

adimensional 
 

Massa específica 

a 20º C 
 

     850 a 900 
 

 kg m-3 
 

Viscosidade 

cinemática a 

40ºC 
 

      3,0 a 6,0 
 

    mm2s-1 
 

     Ponto de 

fulgor 
 

     

mín.100,0 

 

 

ºC 

   Cinzas 

sulfatadas 
 

    máx. 0,020 
 

   % massa 
 

Corrosividade ao 

cobre, 3h a 50ºC 
 

         máx. 1 
 

adimensional 
 

  Número cetano 
 

       Anotar 
 

adimensional 
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Propriedades 

 

Ponto de 

entupimento a frio 

máx. 5 a 19 

(depende do 

estado do Brasil 

e do mês) 

   

ºC 
 

Índice de    

acidez  

 

 

 

máx. 0,50  
 

mg KOH g-1 

Índice de Iodo   
 

Anotar g (100 g)-1  
 

Estabilidade 

à oxidação a 

110ºC  

   

 

mín. 12 * h 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Concentrações 

Teor de 

água 

  

 

 máx. 200,0 mg kg-1 

Contaminação 

total 

 

 

      máx. 24 
 

mg kg-1 

Teor de 

éster 

  

 

   mín. 96,5 % massa 

Enxofre total  
 

        máx. 10      mg kg-1 
 

Sódio + 

Potássio 

 

 

         máx. 5     mg kg-1 
 

Cálcio + 

Magnésio 
 

       máx. 5 
 

    mg kg-1 
 

Fósforo 
 

       máx. 10 
 

    mg kg-1 
 

Glicerol livre  
 

máx. 0,02 
 

% massa 

Glicerol total   
 

  máx. 0,25 % massa 

Monoacilglicerol 
 

máx. 0,7 
 

   % massa 
 

Diacilglicerol  
 

máx. 0,20 
 

% massa 

Triacilglicerol 
 

máx. 0,20 
 

   % massa 
 

Metanol e/ou 

Etanol 
 

máx. 0,20 
 

   % massa 
 

 * ANP 798/201973 
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 As propriedades físico-químicas do biodiesel estão diretamente 

relacionadas com as matérias-primas utilizadas em sua podução. Existe uma 

tendência na utilização de blendas de matérias-primas de primeira e segunda 

geração, o que exige um maior controle de qualidade do produto final. Alguns 

dos parâmetros que são mais suscetíveis a variações quando utiliza-se misturas 

de matérias-primas são comentados a seguir. 

 

1.1.7 Propriedades do Biodiesel Inerentes às Estruturas Moleculares 

 

1.1.7.1 Massa Específica 

 

 A massa específica é uma propriedade determinada pela estrutura 

química dos compostos que constituem o biodiesel. Ela está diretamente 

relacionada ao tamanho da cadeia carbônica e ao número de insaturações, os 

quais influenciam diretamente na densidade. Quanto maior o comprimento da 

cadeia carbônica do alquil éster, maior será a densidade; entretanto, este 

parâmetro diminuirá quanto maior for o número de insaturações presentes na 

molécula. Além disso, impurezas e aditivos também podem influenciar na massa 

específica74. 

 

1.1.7.2 Viscosidade Cinemática 

 

A viscosidade também está diretamente relacionada às estruturas 

moleculares e é uma propriedade fluidodinâmica, que expressa a resistência 

oferecida pelo fluido ao fluxo. A viscosidade cinemática do biodiesel aumenta 

com o comprimento da cadeia e é fortemente influenciada pela natureza e pelo 

número de ligações duplas. Além disso, aumenta acentuadamente com a 

polimerização75. A alta viscosidade gera heterogeneidade na combustão do 

biodiesel, ocasionando a deposição de resíduos no motor74.  

 

1.1.7.3 Índice de Iodo  

 

É um indicador da quantidade de iodo absorvida pelas duplas ligações de 

moléculas de metil ésteres de ácidos graxos, em 100g de combustível. É 
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utilizado para avaliar o grau de insaturação, e a tendência de oxidação do 

combustível quando estiver em contato com o ar. O índice de iodo é usado para 

garantir estabilidade oxidativa aceitável ao biodiesel32.  

Alguns fatores que influenciam o índice de iodo são as condições de 

armazenamento, e a idade do biodiesel ou do óleo vegetal utilizado como 

matéria-prima, especialmente se a amostra sofreu processos de oxidação76,77. 

Com a degradação do biocombustível, espera-se que haja uma diminuição no 

número de insaturações.  

 

1.1.7.4 Ponto de Fulgor 

 
 O ponto de fulgor é a temperatura mínima onde é observada a liberação 

de vapores de um líquido, em quantidade suficiente para formar uma mistura 

inflamável com o ar. Para o biodiesel, os valores de ponto de fulgor são, 

consideravelmente, mais elevados que os valores encontrados para o diesel 

mineral. Este comportamento torna o ponto de fulgor um parâmetro muito 

importante quanto à segurança no armazenamento e no transporte, 

principalmente quando a transesterificação foi realizada com metanol que, além 

de altamente inflamável, apresenta elevada toxidez74. A principal razão para 

avaliar o ponto de fulgor é certificar-se de que o biocombustível produzido foi 

adequadamente purificado, removendo o produtos voláteis indesejados, e 

principalmente o excedente de metanol residual32.  

 

1.1.7.5 Número de Cetano 

 

O número de cetanos é indicativo do tempo de atraso na ignição de 

combustíveis para motores do ciclo diesel, logo, reflete a qualidade da ignição 

do combustível. Quanto maior o número de cetanos mais curto será o tempo de 

ignição78. 

O número de cetanos diminuem com o aumento da insaturação e aumentam 

com o aumento comprimento da cadeia, isto é, porções CH2 ininterruptas. Assim, 

uma cadeia longa e reta é suficiente para conferir um alto índice de cetano, 

mesmo se a outra porção for ramificada78. O biodiesel tem número de cetano 
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mais alto, pois contém mais oxigênio e, portanto, melhor eficiência de 

combustão79.  

 

1.1.7.6 Ponto de Entupimento a Frio, Ponto de Névoa e Ponto de Fluidez 

 

O desempenho do biocombustível em baixas temperaturas é um fator 

importante a ser considerado pelos usuários de regiões de clima frio, 

principalmente porque pode levar ao entupimento do filtros, e ao baixo 

desempenho do motor, devido ao fluxo reduzido de combustível.  

A baixa temperatura, o biodiesel tende a solidificar-se parcialmente ou a 

perder sua fluidez, levando à interrupção do fluxo do combustível e entupimento 

do sistema de filtração, ocasionando problemas na partida do motor80. Três 

ensaios de laboratório foram desenvolvidos para monitorar este comportamento: 

ponto de névoa (CP), que é a temperatura do combustível em um processo de 

resfriamento, onde se observa formação dos primeiros cristais (método ASTM 

D2500); ponto de entupimento de filtro a frio, que é a temperatura em que o 

combustível perde a filtrabilidade quando resfriado (método EN ISO 116/método 

similar americano: LTFT - low temperature flow test - ASTM D 4539); ponto de 

fluidez (PP), que é a temperatura em que o combustível perde sua fluidez quando 

sujeito a resfriamento sob determinadas condições de teste (método EN ISO 

3016). Quanto maior for o tamanho da cadeia e/ou o caráter saturado das 

moléculas do biodiesel, mais alto serão os valores destes parâmetros. O 

biodiesel produzido a partir de gordura animal apresenta valores mais elevados 

para estes parâmetros, quando comparado ao biodiesel proveniente de gordura 

vegetal, devido ao seu alto teor de ácidos graxos saturados74.  

 
 

1.1.8 Propriedades para o Monitoramento da Qualidade do Biodiesel 

durante o Processo de Estocagem 

 

      Os procedimentos de estocagem e transporte do biodiesel (B100) devem 

levar em conta suas características de elevada reatividade ao contato com o ar, 

e de alta higroscopicidade (capacidade de absorver água). 
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1.1.8.1 Índice de Acidez  

 

O índice de acidez quantifica, de certo modo, os produtos ácidos formados 

nas reações de degradação do óleo, gordura, ou do biodiesel e é expresso em 

miligramas de KOH por grama de amostra74. A determinação deste parâmetro 

ao longo do armazenamento é importante para monitorar a ocorrência de 

reações de degradação, já que estas formam diferentes tipos de ácidos, cetonas, 

sedimentos insolúveis e outros compostos que comprometem a qualidade do 

biocombustível81. 

 

1.1.8.2 Estabilidade Oxidativa 

 

 A estabilidade oxidativa é um dos principais problemas para o 

armazenamento de combustível. Geralmente, a oxidação de combustíveis 

ocorre durante o armazenamento em condições aeróbias. A estabilidade 

oxidativa está relacionada ao número de ligações duplas na estrutura dos ácidos 

graxos da matéria-prima82,83, o que torna o biodiesel suscetível à degradação em 

presença de oxigênio84. Outros fatores também podem influenciar a estabilidade 

oxidativa como índice de acidez, índice de peróxido, calor, luz, metal presente 

no tanque de armazenamento, e também o contato com o ar dentro do tanque85. 

O uso de antioxidantes é uma forma de melhorar a estabilidade oxidativa. 

 

1.1.8.3 Teor de Água  

 

 Um dos indicadores de pureza do biodiesel, é a presença de água. O 

poder calorífico do biodiesel diminui com a presença de água no combustível, e 

também traz como consequência a corrosão do motor86. O teor de água além de 

promover a hidrólise do biodiesel resultando em ácidos graxos livres pode 

influenciar a proliferação de microrganismos, afetando a qualidade, levando a 

corrosão em tanques de estocagem com deposição de sedimentos85. Como o 

biodiesel apresenta alto grau de hidroscopicidade, o teor de água deverá ser 

monitorado durante todo o tempo de armazenamento. 
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1.1.9 Estabilidade do Biodiesel 

 Existem muitos fatores que podem influenciar a estabilidade do 

biodiesel. Dentre eles  a exposição a luz, a variação de temperatura e exposição 

a íons metálicos, sua natureza higroscópica, e sua suscetibilidade a reações de 

oxidação. A degradação do biodiesel também tem forte influência na corrosão 

de metais, em tanques de armazenamento. A presença de água e a exposição 

ao oxigênio, favorecem a reação de oxidação. Os ésteres de ácidos graxos 

insaturados são mais suscetíveis à oxidação. Quando o biodiesel é exposto ao 

oxigênio, este se liga ao sítio bis-alílico diretamente adjacente as duplas 

ligações. Assim se iniciam as reações em cadeia de auto-oxidação, até a 

formação de peróxidos. Em reações de auto-oxidação, normalmente radicais 

livres de oxigênio são gerados. Esses radicais livres irão excluir um átomo de 

hidrogênio da cadeia de hidrocarbonetos e, assim, levar à polimerização. A auto-

oxidação de biodiesel pode causar degradação da qualidade do combustível, 

formando produtos como aldeídos, álcoois, ácidos carboxílicos de cadeia mais 

curta, gomas insolúveis, sedimentos, etc.87.Esses produtos de oxidação podem 

reduzir a vida útil do motor introduzindo diferentes tipos de problemas, como, 

entupimento do filtro de combustível, entupimento do injetor, formação de 

depósitos, bem como desgaste88.  

 Algumas propriedades dos biocombustíveis durante o armazenamento, 

que podem sofrer alterações: 

- Índice de acidez: O peróxido formado durante a reação de oxidação se 

transforma em ácidos orgânicos, que são determinados pelo índice de acidez. A 

acidez também aumenta, com o acumúlo de água no biodiesel, o que causa a 

hidrólise de ésteres, produzindo ácidos graxos livres89. 

- Valor de peróxido: Determina a progressão da reação de oxidação, e indica a 

formação dos produtos da oxidação secundária.Valores mais altos, indicam 

maior formação de peróxidos90. 

- Período de indução: Indica o início do processo de oxidação, através da medida 

de condutividade do combustível. Baixo valor no período de indução, indica baixa 

estabilidade a oxidação89. 
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- Índice de iodo: Mede o nível de insaturação em compostos orgânicos, como 

FAME (éster metílicos de ácidos graxos). Menor índice de iodo é resultado de 

um menor grau de insaturação90. 

- Densidade e Viscosidade: Os produtos da reação de oxidação possuem 

elevados pesos moleculares e, assim, aumentam a densidade e a viscosidade 

do biodiesel88. 

- Concentração de FAME: Determina a composição do biodiesel, sendo um 

indicador da degradação do combustível88. 

 

1.1.10 Processos de Produção 

 

 Embora o óleo vegetal possa ser usado diretamente como combustível no 

motor, do ponto de vista técnico, a alta viscosidade de óleos vegetais causa má 

atomização do combustível nas câmaras de combustão, e eventualmente resulta 

em problemas operacionais, como depósito de resíduos no motor. Soluções para 

o problema de viscosidade têm sido abordada de pelo menos quatro maneiras 

possíveis: diluição de óleos vegetais, microemulsão de óleos, pirólise, e 

transesterificação de óleos e gorduras91. A diluição, microemulsão e pirólise, são 

as abordagens que respondem por uma quantidade significativa de literatura, 

mas parece ter recebido pouca atenção após o uso da reação de 

transesterificação que resulta em um combustível mais limpo e ambientalmente 

seguro, enquanto que a pirólise e a microemulsão são métodos caros que 

produzem um biodiesel de baixa qualidade92. 

 Os processos para produção de biodiesel têm como objetivo, em menor 

tempo de reação, um alto índice de conversão, baixa razão molar de álcool para 

óleo, baixa concentração do catalisador, e o mais importante, menor custo 

operacional e consumo de energia para purificação de biodiesel e recuperação 

de glicerol, catalisador e excesso de álcool. Além disso, o processo de produção 

precisa apresentar flexibilidade na escolha das matérias-primas, permitindo 

produção contínua e separação dos produtos de reação. Alto rendimento e 

qualidade no produto final, com baixo impacto ambiental. 
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1.1.10.1 Transesterificação 

 

 É amplamente aceito que o mecanismo da reação de transesterificação 

ocorre em três etapas consecutivas e reversíveis, nas quais são formados os 

ésteres desejados (biodiesel), e diacilglicerídeos e monoacilglicerídeos como 

intermediários, conforme apresentado na Figura 193. Apesar da estequiometria 

geral da equação requerer três mols do álcool para cada mol de triacilglicerídeo, 

a reversibilidade das reações envolvidas faz com que seja necessário o emprego 

de um excesso de álcool no meio de reação para promover um aumento no 

rendimento em ésteres. Esses ésteres constituem os componentes do biodiesel. 

A reação inclui pelo menos um componente catalítico. Na realidade, o processo 

de transesterificação nunca ocorre no formato ideal. Então, depois de terminar a 

reação, devemos contar com a presença de triglicerídeos, diglicerídeos, 

monoglicerídeos, ésteres de biodiesel, glicerol, álcool e componentes catalíticos 

e no caso de catálise básica, porções de sabão. Na literatura, não há evidência 

de transesterificação com 100% de eficiência de conversão94.  

 Geralmente, a reação de transesterificação envolve alguns parâmetros 

que influenciam significativamente na conversão final. As variáveis mais 

importantes são: temperatura da reação, teor de ácido graxo livre no óleo, teor 

de água no óleo, tipo de catalisador, quantidade de catalisador, tempo de reação, 

razão molar entre o álcool e o óleo, tipo ou fluxo de álcool,e uso de co-solvente. 

Muitos processos foram desenvolvidos para a produção de biodiesel, mas a 

transesterificação tornou-se o processo de interesse industrial. Sendo utilizado 

para produzir biodiesel em países de todo o mundo95. 
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Figura 1. Etapas reacionais envolvidas na reação transesterificação de 

triacilglicerídeos93. 

 

1.1.10.1.1 Catálise Básica 

 

Na transesterificação por catálise básica utiliza-se de hidróxido de sódio 

ou de hidróxido de potássio ou bases de Lewis como catalisadores. Neste 

processo é preferível produzir um alcóxido (mistura do catalisador com o metanol 

ou etanol) antes da reação para se obter uma melhor eficiência global. Estas 

espécies ativas atacam a carbonila dos tracilglicerídeos, dando origem a um 

intermediário, a partir do qual o éster de alquila é formado96.  

Conforme apresentado na Figura 2, na etapa 1 ocorre a produção de 

espécies ativas RO-; na etapa 2 ocorre o ataque nucleofílico de RO- ao grupo 

carbonila no triacilgligerídeo, formando um intermediário tetraédrico; na etapa 3 

é evidenciada a quebra do intermediário; e na etapa 4 ocorre a regeneração das 

espécies RO-97. 
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A reação de transesterificação por catálise básica é a mais utilizada a nível 

industrial para a produção de biodiesel pois apresenta um rendimento elevado 

(cerca de 98%) e é menos corrosiva que o processo de produção utilizando a 

transesterificação por catálise ácida96.No entanto existem limitações, uma vez 

que este processo é sensível à pureza dos reagentes, principalmente no que diz 

respeito ao conteúdo em ácidos graxos livres e ao teor em água. A presença de 

água pode provocar, em paralelo com a transesterificação, uma reação de 

saponificação e dar origem a sabões98. O processo catalisado por base é o mais 

comumente usado devido à sua relativa facilidade. Pode ser realizado em baixa 

temperatura e pressão em um curto espaço de tempo96. A limitação mais 

importante do método de catálise de base é a sensibilidade do processo aos 

conteúdos de ácidos graxos livres, e presença de água. Exigindo na maioria dos 

casos uma etapa de pré-tratamento. A presença de ácidos graxos livres promove 

a formação de sabão, consome o catalisador,  e diminui o rendimento da reação, 

além de dificultar a separação e purificação de subprodutos da reação. 

 

Figura 2.  Mecanismo de transesterificação homogênea catalisada por base97. 

 

 

 



24 
 

1.1.10.1.2 Catálise Ácida 

 

 Essa forma de produção é a segunda forma convencional de fazer o 

biodiesel. A ideia é usar os triglicerídeos com álcool e em vez de uma base 

utilizar um ácido - os mais comumente usado são o ácido sulfúrico, ácido 

clorídrico, e o trifluoreto de boro98. A catálise ácida ocorre de forma bem mais 

lenta do que a catálise básica, tornando o tempo da reação muito maior, além da 

concentração do catalisador, a proporção molar álcool/ triacilglicerídeo, a 

temperatura e a pureza dos reagentes também irão influenciar na velocidade da 

reação. Um excesso de álcool é utilizado para deslocar o equilíbrio da reação, 

para evitar reações reversíveis, e para acelerar o processo. A temperatura 

influencia a velocidade do ataque eletrofílico e desta forma afeta os rendimentos 

e, consequentemente, diminui o custo de produção. As presenças de impurezas, 

nas matérias-primas, podem promover reações paralelas, o que pode ser 

minimizado com o aumento da temperatura e pressão, mas isso não otimiza o 

rendimento da reação. As reações de transesterificação química catalisadas por 

ácidos são altamente benéficas para o matéria-prima com maior teor de ácidos 

graxos livres99. 

 Como já mencionado, a transesterificação de triacilglicerideos, 

catalisada por bases ou ácidos, consiste em três reações reversíveis 

consecutivas. Na sequência de reação, o triacilglicerídeo é convertido 

gradativamente em diglicerídeo, monoglicerídeo e, finalmente, glicerol 

acompanhado pela liberação de um éster em cada etapa. A via química de 

transesterificação mostrada na Figura 3 para uma reação catalisada por ácido, 

indica como na interação catalisador-substrato a etapa chave é a protonação do 

oxigênio carbonil, que corresponde a etapa 1. Isso, por sua vez, aumenta a 

eletrofilia do átomo de carbono adjacente, tornando-o mais suscetível ao ataque 

nucleofílico, e formando um intermediário tetraédridco, conforme etapa 2. Na 

etapa 3 ocorre a migração do próton e a quebra do intermediário. Em contraste, 

a catálise básica segue uma rota mais direta, criando primeiro um íon alcóxido, 

que atua diretamente como um forte nucleófilo, dando origem a uma via química 

diferente para a reação. A formação de uma espécie mais eletrofílica (catálise 

ácida) versus aquele de um nucleófilo mais forte (catálise de base), é 

responsável pelas diferenças observadas nos dois processos97.  
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Figura 3. Mecanismo de transesterificação homogênea catalisada por ácidos97. 

 

1.1.11 Processo de Transesterificação em Duas Etapas (TDSP)  

 

 A produção de ésteres metílicos de ácidos graxos por TDSP (Processo de 

Transesterificação em Duas Etapas) foi testada inicialmente por Samions e 

colaboradores100 em óleos vegetais de girassol, e linhaça, o resultado mostrou-

se muito promissor, com altos índices de conversão, e fácil separação entre as 

fases. O Método TDSP, pode ser descrito como uma transesterificação ácida e 

básica consecutivas. As duas primeiras reações constituem a primeira etapa e 

descrevem a catálise básica típica. A primeira reação está relacionada à 

preparação do alcóxido, enquanto que a segunda corresponde à 

transesterificação básica. A segunda etapa operacional ocorre com a adição de 

ácido sulfúrico, e excesso de álcool, quando o pH da mistura está entre 12 e 14, 

ou seja, aproximadamente ausência total de H +. A espécie ativa ácida produzida 

pela adição do ácido seria responsável pela neutralização e, simultaneamente, 

a produção de uma espécie R1+, que ataca diretamente os grupos carbonílicos. 

A espécie reativa R1+ reage imediatamente com mono, di e triglicerídeos 

residuais, bem como, sabão, já presentes na mistura da reação, resultando em 
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um processo rápido, e com grau de conversão muito alto, que é evidenciado pela 

pureza do produto final. É importante observar que de acordo com o mecanismo 

TDSP, os ésteres metílicos de ácidos graxos produzidos pelo processo de 

catálise básica, não sofrem qualquer degeneração pela catálise ácida100,101. 

 O método TDSP, supera várias dificuldades dos processos por catálise 

básica ou ácida convencionais. E possibilita também o uso em outras matérias-

primas, como banha, sebo, e óleo de fritura usado101 e a produção de biodiesel 

etílico102. Sendo um procedimento muito mais rápido do que a catálise ácida, de 

fácil e clara separação entre as fases e temperatura de operação relativamente 

baixa. Elimina a necessidade de empregar materiais anidros, permite o uso de 

matérias-primas com alto índice de acidez, suprimindo os problemas referentes 

à formação de sabão e emulsão, que frequentemente ocorrem no processo de 

transesterificação com catalisadores básicos homogêneos e resulta em um 

biodiesel de alta pureza.100 

 

1.1.12 Adulterantes em Biodiesel 

 

 Apesar das inúmeras vantagens já citadas, o biodiesel inspira grandes 

preocupações relacionadas a manutenção da qualidade do produto pronto. No 

Brasil, o biodiesel para ser misturado ao óleo diesel deve ter no mínimo 96,5% 

de ésteres de ácidos graxos metílicos ou etílicos, esta é uma especificação da 

Agência Nacional do Petróleo, Gás Natural e Biocombustíveis72.  

 Práticas irregulares relacionadas à adição de óleos vegetais ao óleo 

diesel ao invés de biodiesel podem ocorrer e são, na maioria das vezes, 

motivadas pelo alto preço do biodiesel em relação a alguns óleos vegetais de 

baixo custo disponíveis no mercado. Além disso, a semelhança na composição 

físico-química entre os óleos vegetais e o biodiesel também contribuem para 

esse tipo de adulteração. Estas práticas ilegais envolvendo o uso de adulterantes 

ao biodiesel, afetaram amplamente o mercado interno, trazendo prejuízos ao 

transporte da produção nacional103. Combustíveis adulterados também 

aumentam a poluição, e causam danos potenciais aos motores dos 

automóveis104. Para minimizar estes problemas é de crucial importância o 

desenvolvimento de metodologias que permitam identificar a matéria-prima de 

origem do biodiesel, bem como a possível presença de adulterantes. 
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 Neste sentido, a espectroscopia no infravermelho tem sido amplamente 

utilizada para análise de matrizes complexas, como por exemplo produtos 

agrícolas, drogas ilícitas9, combustíveis10, entre outros11,12.Pode ser considerada 

uma técnica analítica verde, por não ser destrutiva, apresentar a análise de forma 

rápida e não exigir preparo prévio da amostra na maioria dos casos, além de ter 

baixo custo7. Além disso, as técnicas espectroscópicas têm sido associadas com 

análise multivariada para serem obtidos melhores resultados qualitativos e 

quantitativos, bem como para facilitar a interpretação dos resultados e avaliar 

informações que, de outra forma, não seriam evidentes.  

 

1.1.13 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier 

(FTIR) 

 

A maioria dos compostos que possuem ligações covalentes, orgânicos ou 

inorgânicos, tem a capacidade de absorver em várias frequências de radiação 

eletromagnética na região do infravermelho do espectro eletromagnético. A 

região vibracional do infravermelho é a que possui mais aplicabilidade na 

química. Nesta região temos comprimentos de onda maiores do que aqueles da 

luz visível, de 400 a 800 nm, mas menores do que os das micro-ondas, que são 

maiores que 1mm. Através do espectro eletromagnético, Figura 4, podemos ver 

a relação inversamente proporcional do comprimento de onda (λ) em relação à 

frequência (ν): ν = c/ λ, onde c = velocidade da luz. A energia, por sua vez, é 

diretamente proporcional à frequência: E = hν, onde h =constante de Planck. Por 

meio desta equação pode-se concluir que a região de raios X possui radiação de 

alta energia, o suficiente para quebrar ligações químicas. Por outro lado, as 

energias mais baixas como aquelas em forma de radiofrequência são capazes 

apenas de causar transições de spins nucleares ou eletrônicos, dentro das 

moléculas, isto é, Ressonância Magnética Nuclear (RMN)105,106. 

As moléculas quando absorvem radiação no infravermelho, são excitadas 

para atingir um estado maior de energia. Este é um processo quantizado, onde 

uma molécula absorve apenas frequências ou energias selecionadas de 

radiação do infravermelho. Esta radiação corresponde a alterações de energia 

da ordem de 8 a 40 KJ/mol. A radiação nesta faixa corresponde a frequências 

vibracionais, de estiramento e dobramento das ligações na maioria das 
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moléculas mais covalentes. No processo de absorção, são absorvidas as 

frequências de radiação no infravermelho que equivalem às frequências 

vibracionais naturais da molécula analisada, sendo que a energia absorvida 

serve para aumentar a amplitude dos movimentos vibracionais das suas 

ligações. Apenas as ligações que têm um momento de dipolo, que muda como 

uma função do tempo, são capazes de absorver radiação no infravermelho106. 

 

 

Figura 4. Parte do espectro eletromagnético região do infravermelho com outros 

tipos de radiação105.  

 

Em uma molécula, a posição dos átomos não está fixa, estas variam 

continuamente em função de inúmeros tipos de vibrações e rotações em torno 

das ligações da molécula. As vibrações podem ser de estiramento e deformação. 

No estiramento ocorre uma variação continua na distância interatômica ao longo 

do eixo da ligação entre dois átomos. Já os modos de deformação são 

caracterizados por variações no ângulo de duas ligações e podem ser: balanço 

no plano, tesoura no plano, sacudida fora do plano, e torção fora do plano, Figura 

5107.  

 As bandas características de grupamentos químicos úteis para a 

identificação da estrutura molecular envolvem frequentemente vibrações 

acopladas. Interações de acoplamento ocorrem entre deformações axiais, entre 

deformações angulares, ou entre deformações axiais e angulares. Podem 

ocorrer também interações entre modos fundamentais e modos harmônicos ou 

modos de combinação108. 
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Figura 5. Representação das (a) vibrações de estiramento; (b) deformações 

angulares107.  

 

A FTIR foi desenvolvida a fim de superar as limitações encontradas com 

instrumentos dispersivos. A principal dificuldade era o lento processo de 

varredura. Um método para medir todas as frequências de infravermelho 

simultaneamente, ao invés de individualmente, era necessário. Isso levou ao 

emprego do interferômetro109, que nada mais é que um dispositivo utilizado para 

modular um sinal de alta frequência para um sinal de frequência mensurável106.  

No equipamento de FTIR o interferômetro controla a energia enviada para 

a amostra analisada. Essa energia vinda da fonte atravessa o divisor de feixes e 

um espelho num ângulo de 45 graus em relação a radiação de entrada, a separa 

em dois feixes perpendiculares: um segue a direção inicial e outro percorre um 

desvio num ângulo de 90 graus. Este último bate num espelho fixo e é refletido 

de volta. O outro vai para um espelho móvel e também é refletido. Isto é feito 

para variar a trajetória do segundo feixe. Quando os dois feixes se reencontram 

e se recombinam, porém, as diferenças nos caminhos causam interferências 

construtivas e destrutivas. Esse feixe origina o interferograma. Em seguida ele 

atravessa a amostra, a qual absorve simultaneamente em todas as frequências 

do espectro. O sinal do interferograma que chega ao detector informa a 

quantidade de energia absorvida em cada frequência. Como não se usam 

monocromadores em instrumentos FTIR, a totalidade da faixa de radiação passa 

simultaneamente pela amostra com enorme ganho de tempo, permitindo 
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resoluções altas, Figura 6. Além disso, como os dados sofrem conversão 

analógico-digital, os resultados são manipulados facilmente106.  

 

 

 

Figura 6. Esquema representativo de um espectrômetro de infravermelho com 

transformada de Fourier (FTIR)105. 

 

A aplicação da transformada de Fourier ao final desse processo permite 

extrair as frequências individuais e produzir o espectro. Os programas atuais 

subtraem automaticamente o espectro de fundo também chamado de branco 

(background) que contém somente informações atmosféricas e do caminho 

ótico, ou seja, um espectro obtido sem a amostra. O espectro final é o resultado 

dessa subtração105,106.  

Já a espectroscopia na região do infravermelho acoplada a um acessório 

de refletância total atenuada (ATR), é uma técnica simples que se destaca por 

não necessitar preparo de amostra, e ser muito utilizada para analisar líquidos 

tanto quantitativamente quanto qualitativamente. A espectroscopia no infra-

vermelho com transformada de Fourier e reflectância total atenuada (ATR - FTIR) 

emprega cristais com alto índice de refração, como os de seleneto de zinco 

(ZnSe), muito utilizado, interagindo com a amostra sobre a superfície do cristal, 

no qual ocorrem múltiplas reflexões da radiação do infravermelho. O ATR mede 

as variações que ocorrem no feixe de infravermelho que sofre a reflexão quando 

interage com a amostra.  

A radiação que penetra na amostra recebe a denominação de onda 

evanescente e quando a amostra absorve num determinado comprimento de 

onda evanescente ocorre a atenuação do feixe cujo comprimento de onda 
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corresponde às bandas de absorção apresentadas no espectro de 

infravermelho110,111. A Figura 7 apresenta simplificadamente o esquema de um 

ATR horizontal. 

 

 

 

Figura 7. Esquema representativo de um acessório de refletância total atenuada 

(ATR). 

 

A técnica de ATR tem trazido ganhos para a análise no infravermelho, no 

que se refere ao preparo de amostras e a reprodutibilidade espectral, tanto para 

a análise de amostras líquidas quanto sólidas. Destaca-se por empregar 

pequena quantidade de amostra, e por não envolver processos laboriosos no 

seu preparo, e em função destas características vem sendo empregada na 

análise do biodiesel em conjunto com técnicas e análise multivariadas. 

 

1.1.14 Quimiometria 

 

 A quimiometria é a aplicação de métodos estatísticos e matemáticos 

para permitir a extração máxima de informações úteis de dados químicos . 

 Em 1971, o termo “Quimiometria” foi utilizado pela primeira vez pelo 

químico orgânico Svante Wold. Em 1972 o próprio Wold menciona o termo 

“quimiometria” em uma publicação de uma revista sueca112,113. Em 1976 foi 

organizado o primeiro Simpósio Chemometrics: Theory and Aplications, o qual 

resultou no primeiro livro dedicado especificamente a quimiometria. Em 1980 a 

revista Analytical Chemistry utiliza o título “Chemometrics” em sua revisão 

bianual. E finalmente em 1987 dois jornais específicos para a área da 

quimiomentria foram lançados, Journal of Chemometrics e o Chemometrics and 
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Intelligent Laboratory Sistems, consolidando desta forma a quimiometria como 

uma nova área da química114.  

 Segundo Edenir R. Pereira Filho, a Quimiometria pode ser dividida em 

quatro vertentes: (I) Análise exploratória de dados químicos com a utilização de 

Análise de Agrupamento por Métodos Hierárquicos (HCA) e Análise por 

Componentes Principais (PCA); (II) Calibração multivariada com a utilização da 

Regressão por Componentes Principais (PCR) e Regressão por Mínimos 

Quadrados Parciais (PLS); (III) Modelos de classificação através de ferramentas 

como K-ésimo Vizinho mais Próximo (KNN), Modelagem Independente Flexível 

por Analogias de Classe (SIMCA) e Análise Discriminante por Mínimos 

Quadrados Parciais (PLS-DA) e Regressão por Mínimos Quadrados Parciais 

(PLS); (IV) Planejamento experimental e modelagem de misturas115. 

Dentre as áreas tradicionais da química, a química analítica é, atualmente, 

a mais influenciada pela quimiometria116. Dentre as diferentes técnicas 

analíticas, as ferramentas quimiométricas se tornaram mais populares na área 

de espectroscopia, em especial na região do infravermelho próximo (NIR)117. 

 

1.1.14.1 Análise de Componentes Principais (PCA) 

 

A Análise de Componentes Principais é um método não supervisionado, 

por isso é chamada de análise exploratória de dados. A PCA é utilizada para 

projetar um conjunto de dados multivariados, em um espaço de dimensão 

reduzido, sem que as relações entre as amostras sejam afetadas118. A aplicação 

mais freqüente do método PCA ocorre nos casos em que as colunas em X são 

altamente colineares, i.e., as variáveis são correlacionadas e apresentam 

redundâncias. Tais colinearidades indicam que a matriz X apresenta algum tipo 

de variabilidade dominante que carrega a maioria da informação disponível. 

Estas redundâncias e pequenas variabilidades devem então ser removidas. A 

proposta da PCA é expressar as informações mais significativas contidas nas 

variáveis originais em um pequeno número de novas variáveis, as então 

chamadas componentes principais (PCs) de X 119,120. Isto resulta num novo 

conjunto de variáveis com as informações que se deseja. Na PCA essas novas 

variáveis passam a se chamar componentes principais. Estas PCs são ditas não 

correlacionadas e ortogonais uma em relação a outra, ou seja, a informação 
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contida numa PC é exclusiva e, portanto, não está presente nas outras PCs. A 

PC1 descreve a máxima variância dos dados ortogonais, já a PC2 tem a direção 

da máxima variância ortogonal dos dados no subespaço ortogonal a PC1. As 

demais PCs são ortogonais às anteriores, e orientadas de maneira que 

descrevam uma a uma, a máxima variância restante114. O procedimento de PCA 

decompõe a matriz original de dados X em um produto de outras duas matrizes 

T (scores) e Pt (loadings) mais uma matriz de resíduos E (Figura 8). Enquanto a 

matriz de scores traz informações relacionadas às amostras, a matriz de loadings 

apresenta informações das variáveis121. Os scores representam as coordenadas 

das amostras no novo sistema de eixos, formado pelas componentes principais. 

Cada PC é construída pela combinação linear das variáveis originais e os 

coeficientes da combinação são chamados loadings, que representam o quanto 

cada variável original contribui para a formação de uma PC específica121. 

 

 

Figura 8. Decomposição da matriz X de m amostras com n variáveis em um 

produto de outras duas matrizes, scores T (amostras) e loadings P (peso das 

variáveis), mais a matriz de resíduos E121.  

 

Esta descrição pode ser considerada para outros métodos multivariados, 

pois muitos diferem apenas no critério utilizado para determinar como as 

componentes são construídas122. Assim, a PCA constitui, em muitas maneiras, 

a base para a análise multivariada dos dados123. 

 

1.1.14.2 Mínimos Quadrados Parciais (PLS) 

 

O método de regressão por mínimos quadrados parciais (PLS, do inglês 

partial least squares) é um procedimento de calibração multivariada que utiliza 

análise de componentes principais (PCA) para reduzir a dimensão do conjunto 

de dados121. 
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Na calibração multivariada por PLS, é feita uma correlação entre um 

conjunto de dados, tais como espectros na matriz X, e as propriedades de 

interesse, organizadas em outra matriz, denominada Y. As propriedades de 

interesse podem ser características físico-químicas ou químicas como, por 

exemplo, a concentração de um analito124.  

A matriz X é decomposta por PCA como na Figura 8 (Equação 1) e a 

matriz Y é decomposta de forma análoga de acordo com a Equação 2. 

 

                                          X = T. Pt  +  E                                   (Equação 1) 

                                          Y = U. Qt  +  F                                (Equação 2) 

 

Os valores dos scores nas matrizes T e U são alterados até que o melhor 

modelo linear seja estabelecido entre eles e assim, a maior covariância entre X 

e Y seja obtida. Isso é realizado em várias etapas, que são repetidas para cada 

PC, estimada a partir de um processo iterativo. Um fator importante para o 

modelo PLS é as variáveis latentes que mantêm uma relação entre a explicação 

da variância em X e a predição da variável dependente y. Como no cálculo das 

PCs, os valores da propriedade de interesse presentes em Y são levados em 

consideração (sendo, portanto um método supervisionado), onde as PCs 

passam a ser nomeadas de variáveis latentes, LV (do inglês, latent variables)124. 

Além disso, no método PLS cada variável latente é obtida, a fim de maximizar a 

covariância entre os escores da matriz X e variável dependente y e esta definição 

de fatores otimiza a decomposição no sentido da predição da propriedade de 

interesse114,125. 

 

1.1.14.3 Análise Discriminante por Mínimos Quadrados Parciais (PLS-DA) 

 

 O PLS-DA é um método de classificação supervisionado, ou seja, é um 

método que determina a qual classe pertence uma amostra desconhecida a 

partir das informações fornecidas ao sistema. Os métodos supervisionados 

exigem o conhecimento inicial sobre as amostras e suas classes para definir as 

regras que serão utilizadas para a classificação das amostras. O método de 

classificação PLS-DA utiliza a técnica de regressão multivariada por mínimos 

quadrados parciais (PLS). O PLS é um método de calibração inversa, no qual se 
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busca uma relação direta entre a resposta instrumental (matriz X) e a 

propriedade de interesse (matriz Y ou vetor y). O procedimento utilizado para a 

construção do modelo de classificação é o mesmo utilizado pelo PLS, no entanto, 

a propriedade de interesse em modelos de classificação é uma variável 

categórica que descreve a atribuição de classe da amostra. Geralmente, o valor 

1 é atribuído à classe de interesse e o valor 0 é atribuído à(s) outra(s) 

classe(s).126,127. O resultado do modelo PLS-DA geralmente é expresso através 

de um gráfico de estimativas de classes, onde as amostras posicionadas acima 

da linha tracejada (threshold) são classificadas como pertencentes à classe 1, 

classe de interesse, e as amostras posicionadas abaixo do valor de threshold 

são classificadas como pertencentes à classe 0, ou seja, a classe que não é de 

interesse. 

A avaliação do desempenho do modelo de classificação é feita através 

dos critérios de estatísticas de respostas verdadeiras: sensibilidade e 

especificidade128. 

A sensibilidade é a capacidade que o modelo tem de classificar 

corretamente as amostras verdadeiras positivas e, a especificidade é a 

capacidade que o modelo tem de classificar corretamente as amostras 

verdadeiras negativas. Os parâmetros sensibilidade e especificidade são 

calculados de acordo com as equações (3) e (4), respectivamente129. 

 
 

Sensibilidade =     VP                              (Equação 3) 
                         VP + FN 
 

Especificidade =    VN                             (Equação 4) 
                           VN + FP 

 

onde: 

- VP (Verdadeiros Positivos) é a probabilidade de uma amostra positiva 

(pertencente à classe) ser classificada como uma amostra positiva; 

- VN (Verdadeiros Negativos) é a probabilidade de uma amostra negativa (não 

pertencente à classe) ser classificada como uma amostra negativa; 

- FP (Falsos Positivos) é a probabilidade de uma amostra negativa (não 

pertencente à classe) ser classificada como uma amostra positiva (pertencente 

à classe); 
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- FN (Falsos Negativos) é a probabilidade de uma amostra positiva (pertencente 

à classe) ser classificada como uma amostra negativa (não pertencente a 

classe). 

 
 

Para avaliação da capacidade preditiva dos modelos de regressão 

multivariados PLS-DA, são utilizados parâmetros estatísticos, conhecidos como 

figuras de mérito. Dentre elas, a raiz quadrada do erro médio quadrático (RMSE, 

do inglês Root Mean Square Error) e o bias são comumente utilizadas. Esses 

parâmetros são calculados a partir dos valores preditos pelo modelo e os valores 

de referência130. O parâmetro RMSE é demonstrado pela Equação 5, e 

corresponde à raiz quadrada da razão entre o somatório do quadrado da 

diferença entre o valor predito de cada amostra (yr) e o respectivo valor de 

referência (yp), e o número (n) de amostras para um modelo. É importante 

destacar que a unidade do erro calculado pela Equação 5 é a mesma das 

medidas originais realizadas, facilitando a avaliação do resultado.  

                      
                                   

                             

1.1.14.4 Cartas de Controle Multivariadas (MCC) 

 

 O uso da espectroscopia no infravermelho no controle de qualidade do 

processo resultou na aplicação das cartas de controle multivariadas (MCCs) em 

conjunto de dados espectrais. Esta técnica é um método multivariado baseada 

no sinal analítico líquido (NAS) que separa o sinal instrumental em três partes: 

sinal analitico líquido, sinal do interferente e sinal dos resíduos. Para cada parte, 

é construído um gráfico de controle baseado em um conjunto de amostras de 

calibração (analito mais matriz) que definem a condição no qual o processo ou 

produto encontram-se sob controle. O objetivo das MCCs é separar a variação 

analítica e sistemática da variação da matriz131.  

 A base para o desenvolvimento dos gráficos de controle é representada 

na Figura 9, onde um espectro de amostra (vetor r) é dividido em três 

Equação 5 
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contribuições diferentes: rK
* (vetor NAS), rINT (vetor de interferência) e rRES (vetor 

residual), Equação 6. 

 

                                   r = rK
* + rINT + rRES                Equação 6 

 

 A construção das cartas de controle  consiste em definir o espaço de 

interferentes (PP+), que descreve as variações baseado em outros componentes 

da amostra, através de uma análise por PCA. Seguida do cálculo do vetor de 

regressão NAS (bK) (para o analito) do vetor de interferente, e do vetor de 

resíduo. Para isso são necessários dois conjuntos de amostras, um com todos 

os elementos exceto o analito, para a construção do espaço de interferentes, e 

outro conjunto incluindo o analito131. 

 

 

Figura 9. Representação da divisão do espectro r nos vetores: r (NAS + 

resíduo), rK
* (vetor NAS), rINT (vetor de interferência) e rRES (vetor residual)131  

 

 

 1.1.15 Quimiometria Associada a Técnicas Espectroscópicas  

 

A utilização de ferramentas quimiométricas associadas a técnicas 

espectroscópicas, tem se mostrado um caminho assertivo na diferenciação de 

matérias primas, tanto para qualificação quanto para quantificação, assim como 

para detectar a presença de adulterantes. A tabela 2 apresenta um apanhado de 

artigos publicados neste sentido, demonstrando que este estudo se faz relevante 

por estar trabalhando com duas matéria-primas de origem animal (banha e 

sebo), e duas de origem vegetal (soja e linhaça) além da presença do 

adulterante, óleo de soja. No segundo estudo, demonstramos a robustez dos 

métodos quimiométricos associados a pré-tratamentos que permitem com 100% 
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de sensibilidade e especificidade ao quantificar e qualificar estas matérias primas 

e o adulterante expondo os diferenciais deste estudo quando comparado aos 

demais. 

 

1.1.16 Biodeterioração do Biodiesel  

 

 O período de armazenamento de combustíveis é o mais preocupante, pois 

é comum o aparecimento de uma fase de água livre no fundo dos tanques. Esta 

água se forma principalmente por condensação da umidade do ar nas paredes, 

vazamentos ou ainda pode acompanhar o combustível. A degradação do 

biodiesel pela atividade microbiana está intimamente relacionada à presença de 

água. Ocorre principalmente por mecanismos como acúmulo de biomassa, 

degradação de aditivos e produção de metabólitos corrosivos. Como 

consequência, verifica-se a perda de qualidade do produto e outros problemas 

de ordem operacional tais como entupimento de filtros e corrosão dos tanques e 

tubulações, acarretando enormes prejuízos financeiros ao mercado. A natureza 

higroscópica do biodiesel e a baixa complexidade desta molécula que pode ser 

mais facilmente degradada por microrganismos são as principais causas da 

biodeterioração.6,132,133,134  

 

1.1.16.1 Armazenamento 

 

 Um dos critérios estabelecidos pela nova resolução tem relação direta 

com o armazenamento. As especificações descritas na Resolução ANP Nº 7, de 

19.3.2008, definem que o biodiesel deve ser recertificado caso não seja 

comercializado em um prazo de 30 dias após a emissão do Certificado de 

Qualidade. Quando esse prazo é atingido, devem ser novamente analisadas a 

massa específica a 20ºC (densidade), o teor de água, o índice de acidez e a 

estabilidade à oxidação a 110ºC. Caso a análise de massa específica aponte 

diferença superior a 3,0 kg/m3, deverá ser feita a recertificação completa do 

produto135.  

 A Distribuidora Petrobras, por exemplo, recomenda que o prazo ideal 

de estocagem seja de no máximo três meses, dando preferência para tanques 

de aço carbono. Zinco, chumbo, estanho e ligas à base de cobre, como bronzes, 
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e determinadas classes de borrachas, são incompatíveis com o biodiesel. Esta 

recomendação pode ser explicada, pois o biodiesel apresenta um poder de 

solvência elevado em relação a determinados polímeros. Outro fato a ser 

considerado, são contaminantes abióticos decorrentes de inadequações em seu 

processo de produção, como resíduos de metanol, e ácidos graxos livres que 

podem gerar problemas de corrosão em materiais136. 

 A contaminação microbiana durante o armazenamento de 

combustíveis, apresenta-se como um problema em refinarias e sistemas de 

distribuição. Muitos fatores, como a presença de água no fundo dos reservatórios 

durante o armazenamento, foram citados como responsáveis pelo aumento do 

crescimento microbiano, podendo levar ao bloqueio de dutos e filtros, afetando 

a qualidade final do combustível, e contribuindo para a corrosão dos 

tanques137,138. Uma concentração de apenas 1% de água em um sistema de 

armazenamento é suficiente para o crescimento de microorganismos, bactérias 

e leveduras, bem como para o desenvolvimento de biomassa fúngica na 

interface óleo/água, e até mesmo aderido a parede do tanque137,139,140. 

O processo de biodeterioração do biodiesel em tanques de 

armazenamento não é totalmente claro, porém uma possível rota inicia pela 

hidrólise do etil ou metil éster de ácido graxo, por uma lipase ou esterase, 

resultando em um ácido graxo e um álcool, (Figura 10). Em uma segunda etapa, 

os ácidos graxos são oxidados via β-oxidação e degradados a um ácido acético 

e a um ácido graxo com dois carbonos a menos. Nesta reação, ocorre a 

conversão do ácido graxo a éster coenzima A (CoA). Após o éster-CoA é oxidado 

na posição beta, e dois átomos de carbono no final da molécula são clivados 

para produzir acetil-CoA. O processo de encurtamento da molécula continua até 

o ácido graxo degradar-se totalmente em acetil-CoA. No caso do ácido linolêico 

por exemplo, ele sofrerá nove reações oxidativas perdendo em cada uma delas 

dois átomos de carbono na forma de acetil-CoA. Em ácidos graxos com duplas 

ligações, a β-oxidação é interrompida para que duas reações adicionais ocorram, 

convertendo a dupla ligação em ligação simples, e após a β-oxidação continua. 

Quando a cadeia de ácidos graxos for ímpar, o produto final da β-oxidação será 

o propionil-CoA, que ao incorporar CO2, e consumir ATP, se transforma em 

succinil-CoA que é um composto do ciclo de Krebs. Estes compostos por sua 

vez podem ser utilizados para a síntese de biomassa celular141,142. 
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Figura 10. Processo de hidrólise de um éster de ácido graxo, produzindo um 

ácido graxo e um álcool143.  

 A importância dos processos de biodeterioração do biocombustível, 

motivaram vários estudos, em sua maioria comparando o processo de 

biodeterioração do óleo diesel com e sem misturas de biodiesel. Um aumento da 

biodegradabilidade de misturas de diesel / biodiesel foi demonstrado em muitas 

investigações144,145,146,147. Muitos autores que têm relatado a biodegradabilidade 

de misturas de biodiesel em ambientes como solo146,147 e água148,149 Zhang et 

al.148 encontraram uma taxa de biodegradação do diesel na água que pode ser 

até três vezes maior na presença de biodiesel. De acordo com Mariano et al.146, 

embora o biodiesel seja mais fácil e rapidamente biodegradado do que o óleo 

diesel, entre as misturas diesel / biodiesel avaliadas (2%, 5%, e 20%), apenas 

aqueles com as maiores proporções de biodiesel foram significativamente 

degradados de forma mais eficiente do que o diesel puro no solo. 

 A degradação do biodiesel de soja (B100) foi avaliada por Bücker et 

al.150 a partir da fase oleosa de culturas de 60 dias de Aspergillus fumigatus e 

Paecilomyces sp. e de culturas de 168 h de Candida silvicola e Rhodotorula sp. 

A. fumigatus teve melhor desempenho que Paecilomyces sp. Ambos 

degradaram preferencialmente o C16 (ácido palmitico) e C18 (ácido esteárico); 

no entanto, esses ácidos graxos foram degradados em maior grau por A. 

fumigatus (cerca de 15% para ambos os ésteres) do que por Paecilomyces sp. 

(0,6% e 3,5%, respectivamente).Também foi constatado, que A. fumigatus 

cresceu muito bem em B100, atingindo quase três vezes a biomassa produzida 

em B0. Esses resultados concordam com outros estudos que demonstram que 

o biodiesel é biodegradado mais facilmente do que o diesel convencional133,134.  
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 A biodeterioração do biodiesel por fungos já tem sido estudada, e 

algumas rotas metabólicas sugeridas. Cazarolli et al.151 em um estudo sobre a 

suscetibilidade a biodegradação, avaliou ao longo de 60 dias o crescimento do 

fungo Pseudallescheria boydii em meio aquoso contendo biodiesel de oliva, soja 

e linhaça, verificando que os ésteres de ácidos graxos de cadeia longa presentes 

nos três biodieseis, migraram parcialmente para a fase aquosa do microcosmo, 

o que por sua vez pode influenciar na utilização destes ésteres pelos 

microorganismos.  

 Bücker e colaboradores152 avaliaram o efeito do biodiesel (5%, 10%, 

50% e 100%) e o crescimento microbiano e a formação de biofilme na interface 

óleo/água. Após 40 dias B100 e B50 apresentaram os maiores valores de 

biomassa, onde o Cladosporuim sp. foi o fungo predominante. As maiores 

porcentagens de biodeterioração de ésteres de ácidos graxos foram C16:0, 

C18:0, C18:1 e C18:2. 

 Uma vez que, em alguns casos, o biodiesel pode permanecer estocado 

por períodos superiores aos 30 dias sugeridos pela legislação, é de suma 

importância evidenciar processos de biodeterioração no menor tempo possível, 

para que a utilização de medidas preventivas sejam adotadas, a fim de preservar 

as características originais do biodiesel até a sua comercialização, evitando 

assim perdas para a indústria e para o consumidor final. 

Os estudos 3 e 4 irão abordar micro-organismo envolvidos no processo 

de deterioração, os ésteres metílicos preferenciais neste processo, e a utilização 

de ferramentas quimiométricas. 
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Tabela 2. Artigos de revisão sobre a origem do biodiesel e o uso de adulterantes usando técnicas espectroscópicas e ferramentas 

quimiométricas 

  

Amostra/ Técnica Espectroscópica Abordagem Quimiométrica Referência 

Biodiesel (algodão, mamona e palma) adulterados com óleo de 

soja 

Infravermelho Médio 

PCA e regressão por PLS doi:10.1590/s0103-

50532011000700005118 

Biodiesel (girassol, coco, palma, colza, soja, algodão, mamona, 

jatropha, linhaça, óleo de fritura usado) foram classifcados pela 

matéria-prima de origem 

Infravermelho Próximo 

 

RDA, PLS-DA, KNN e 

SVMs 

 

doi:10.1016/j.aca.2011.01.041153 

Classificação de 7% de biodiesel (mafurra, moringa, e algodão) e 

93% de óleo diesel 

Infravermelho Médio 

Regressão por PLS 
doi:10.1080/00032719.2016.126

7186154 

Biodiesel (algodão, girasol, milho e soja) em misturas com 
biodiesel (B5) 

Imagem Digital 

 

SIMCA, PLS-DA, SPA-LDA. 

 

doi:10.1039/c6ay01158f155 

Biodiesel de milho/diesel S10 e biodiesel de soja/diesel S10 
Mixture 0 -10 %; 10% - 30%; 30% -100% 

Infravermelho Médio 
Espectrometria de massa de razão isotópica 

 

LDA e PLS-DA 

 

doi:10.1016/j.chemolab.2016.1
2.004156 
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Adulteração de biodiesel metílico e etílico de jatropha com óleo de 
soja e óleo de fritura usado; adulteração do óleo diesel com óleo 
lubrificante usado e gasolina, ambos na proporção de 0-30% em 

B7 
Infravermelho Médio 

 
Carta NAS 

 

 

doi:10.1016/j.fuel.2016.11.078157 

 

Misturas de biodiesel de gordura animal e biodiesel de soja com 

S50, gerando o B20 

Infravermelho Próximo 

PLS, SVR, siPLS 
e siSVR 

 

doi:10.1016/j.talanta.2013.11.056158 

Misturas B7 de metil esteres de jatropha/ diesel, e metil ésteres de 
crambe /diesel 

Infravermelho Médio 

 
Carta NAS 

doi:10.1021/acs.energyfuels.5b0
2489159 

Misturas de diesel com biodiesel de algodão, girasol e óleo de 
soja 

Infravermelho Próximo 

PCA – LDA e SIMCA 

 
doi:10.1007/s11746-012-2028-8160 

Seis classes de biodieseis: ésteres etílicos de óleo de soja; 

ésteres metílicos de óleo de jatropha; ésteres metílicos de óleo de 

fritura usado; ésteres metílicos de óleo de soja; ésteres etílicos de 

óleo de fritura usados; e ésteres etílicos do óleo de jatropha. 

Infravermelho Médio 

 

PLS-DA 

 

doi:10.1016/j.fuel.2014.11.014161 

Biodiesel etílico e metílico de soja / diesel (B5), adulterado com 

óleo de soja 

Infravermelho Médio 

PLS doi:10.1007/s11746-015-2656-x103 

Biodiesel / diesel metílico de soja (B5), adulterado com: gasolina, 

óleo lubrificante automotivo residual, óleo de soja e óleo de fritura 

usado 

Infravermelho Médio 

PLS-DA doi:10.1021/ef502122w104 
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Classificação de misturas B5 de diesel e ésteres etílicos de óleo 

de soja (SOEE), ésteres metílicos de óleo de pinhão manso 

(JOME), ésteres metílicos de óleo de fritura usados (UFOME), 

ésteres metílicos de óleo de soja (SOME), ésteres etílicos de óleo 

de fritura usado (UFOEE), e Ésteres Etílicos do Óleo de Jatropha 

(JOEE), quanto ao tipo de álcool e ao tipo de matéria-prima. 

Infravermelho Médio 

 

 

PLS-DA 

 

 

doi:10.1016/j.fuel.2014.11.014163 

Quantificação de biodiesel de gordura animal ( 0% -69%) em 
biodiesel de soja e misturas B20 com diesel 

Infravermelho Próximo 

PLS, SVR, siPLS e 
siSVR 

 

doi:10.1016/j.talanta.2013.11.056164 

Classificar as amostras de biocombustível em 10 grupos de 
acordo com sua origem: girassol, coco, palma, soja, algodão, 

mamona, jatropha, linhaça, colza e óleo de fritura usado 
Infravermelho Próximo 

 
RDA, PLS-DA, KNN, SVMs 

 

 
doi:10.1016/j.aca.2011.01.041165 
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2. Caracterização de Biodiesel de Gordura Animal, Óleo Vegetal, e 

Adulterante por Espectrometria no Infravermelho Combinada com Métodos 

Quimiométricos 

 

2.1 Objetivos 

 

Utilizar a análise por espectrometria na região do infravermelho médio 

combinada com regressão por mínimos quadrados parciais, com análise 

discriminante por mínimos quadrados parciais, e empregando cartas de controle 

multivariadas para verificar : 

(i) a presença de diferentes matérias-primas em um grupo de amostras;  

(ii) a porcentagem da composição destas matérias-primas; 

(iii) a presença ou ausência do mais comum adulterante “óleo de soja”, e 

suas blendas com biodiesel. 

 

2.2 Materiais e Métodos 

 

2.2.1 Instrumentação 

 

 Os espectros no infravermelho foram coletados em espectrofotômetro 

Agilent Cary 630 FTIR com acessório de reflectância total atenuada (ATR). 

Todas as amostras foram analisadas diretamente em triplicata, na faixa de 4000 

a 800 cm-1, com resolução de 4 cm-1 e 32 varreduras. O branco foi medido entre 

cada amostra. Os espectros de RMN 1H foram coletados empregando um 

equipamento Varian INOVA 300, com pulso de 90s e tempo de relaxamento de 

3s.  

 

2.2.2 Amostras e Reagentes 

 As amostras de biodiesel foram sintetizadas a partir de banha de porco 

de Rio Pardinho (RS), sebo bovino da Agroindustria Carne Comesul Eireli (RS), 

óleo de linhaça comercial e óleo de soja comercial. Metanol (Neon, Brasil) foi 

utilizado como agente transesterificante. Hidróxido de sódio e ácido sulfúrico 

(Synth, Brasil) foram usados como catalisadores. Sulfato de sódio foi usado para 
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remover a água. O clorofórmio-D (Cambrige Isotope Laboratories, EUA) foi 

utilizado como solvente para a obtenção dos espectros de RMN 1H. A síntese de 

biodiesel foi realizada através da reação de transesterificação com base no 

Transesterification Double Step Process (TDSP)100,102. Foram sintetizadas três 

amostras de 100 mL de biodiesel para cada matéria-prima (banha, sebo bovino, 

soja e linhaça). Todas as amostras resultantes da síntese foram caracterizadas 

por RMN 1H. Para as análises quimiométricas, foram elaborados três grupos de 

calibração de quinze amostras: a) misturas com 70% de biodiesel de soja, 15% 

de biodiesel de sebo bovino e 15% de biodiesel de banha; b) misturas com 70% 

de biodiesel de soja e 30% de biodiesel de banha; e c) misturas com 70% de 

biodiesel de soja e 30% de biodiesel de sebo bovino. Além disso, 45 misturas de 

biodiesel adulteradas com óleo de soja foram preparadas com as concentrações 

apresentadas na Tabela 3, conjunto de validação externa. O planejamento 

experimental das misturas foi realizado por planejamento fatorial, no qual as 

proporções mínimas e máximas de biodiesel foram determinadas aleatoriamente 

para evitar colinearidade. As proporções foram 5−50% para biodiesel de 

gorduras animais, 10−90% para biodiesel de origem vegetal, e 10−70% para o 

adulterante. As proporções mínimas e máximas do adulterante foram 

estabelecidas a fim de avaliar a eficiência do modelo quimiométrico em sua 

quantificação (PLS), pois o óleo de soja contém principalmente triacilgliceróis, 

enquanto o biodiesel contém uma mistura de ésteres derivados de diferentes 

ácidos graxos. Em outros estudos, as proporções de óleo de soja como 

adulterante variou de 30%118 a 40%166. Proporções de até 70% foram usadas no 

presente estudo, a fim de avaliar a linearidade dentro de uma faixa mais ampla 

para os modelos PLS e PLS-DA. Para a construção dos modelos, uma matriz 

com 135 linhas (45 amostras em triplicata) e 3351 variáveis foram empregadas. 
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Tabela 3. Concentração de biodiesel nas amostras e conjunto de validação externa. 

  Biodiesel de soja Óleo de soja  Biodiesel de sebo Biodiesel de banha Biodiesel de linhaça 

Sample %(w/w) PLS(%) %(w/w) PLS(%) %(w/w) PLS(%) %(w/w) PLS(%) %(w/w) PLS(%) 

A01 * 90 89,84 0 0,02 10 10,01 0 0,00 0 0,07 

 90 89,79 0 0,03 10 10,02 0 -0,01 0 0,10 

 90 89,67 0 0,08 10 10,04 0 -0,02 0 0,22 

A02*  80 79,9 0 0,01 20 20,00 0 0,00 0 0,03 

 80 79,95 0 -0,01 20 19,99 0 0,01 0 0,02 

 80 79,87 0 0,02 20 20,00 0 -0,01 0 0,03 

A03 70 69,96 0 0,05 30 30,01 0 -0,01 0 0,14 

 70 69,97 0 0,02 30 29,99 0 0,00 0 0,09 

 70 69,97 0 0,03 30 29,99 0 0,00 0 0,12 

A04 * 60 59,99 0 0,00 40 39,97 0 0,00 0 0,04 

 60 59,92 0 0,02 40 39,99 0 0,00 0 0,11 

 60 59,97 0 -0,01 40 39,97 0 0,00 0 0,06 

A05*  50 49,98 0 0,01 50 49,97 0 0,01 0 0,04 

 50 49,97 0 0,01 50 49,97 0 0,00 0 0,06 

 50 50,02 0 -0,01 50 49,96 0 0,01 0 0,04 

A06 90 89,94 0 0,03 0 0,02 10 9,99 0 0,09 

 90 89,98 0 -0,02 0 0,00 10 10,00 0 -0,01 

 90 89,97 0 -0,01 0 -0,01 10 10,01 0 0,00 

A07 80 79,97 0 0,01 0 0,00 20 20,00 0 0,02 

 80 79,96 0 -0,04 0 -0,04 20 20,02 0 -0,09 

 80 79,98 0 -0,03 0 -0,02 20 20,00 0 -0,05 

A08 * 70 70,05 0 -0,03 0 -0,02 30 29,99 0 -0,06 

 70 70,00 0 -0,01 0 0,01 30 29,98 0 0,03 

 70 70,07 0 -0,04 0 -0,02 30 30,00 0 -0,06 
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A09 60 59,99 0 -0,04 0 -0,02 40 39,98 0 -0,05 

 60 59,99 0 -0,04 0 -0,03 40 39,99 0 -0,07 

 60 59,99 0 -0,02 0 0,00 40 39,97 0 0,02 

A10 50 50,02 0 -0,02 0 -0,01 50 49,98 0 -0,04 

 50 49,98 0 0,00 0 -0,01 50 49,99 0 0,00 

 50 49,98 0 -0,02 0 -0,01 50 49,99 0 -0,03 

A11* 80 79,93 0 0,00 5 5,01 15 14,98 0 0,08 

 80 79,98 0 -0,01 5 4,99 15 15,00 0 0,02 

 80 79,99 0 -0,02 5 4,99 15 15,00 0 0,01 

A12 80 79,97 0 0,01 15 15,01 5 4,99 0 0,08 

 80 79,97 0 0,02 15 15,02 5 4,98 0 0,09 

 80 79,97 0 0,01 15 15,01 5 4,99 0 0,09 

A13 70 69,98 0 0,01 15 15,00 15 14,99 0 0,08 

 70 69,97 0 0,01 15 15,00 15 14,99 0 0,07 

 70 70,01 0 0,01 15 15,00 15 14,99 0 0,06 

A14 * 60 59,98 0 0,01 30 29,99 10 10,00 0 -0,01 

 60 59,91 0 0,01 30 30,00 10 9,99 0 0,10 

 60 59,88 0 0,04 30 30,01 10 9,98 0 0,11 

A15 60 59,98 0 0,04 10 10,00 30 29,99 0 0,00 

 60 59,97 0 0,04 10 10,01 30 29,98 0 0,08 

 60 59,97 0 0,02 10 9,99 30 29,99 0 0,00 

A16 0 0,03 0 0,01 10 10,00 0 -0,01 90 89,85 

 0 0,02 0 -0,04 10 9,98 0 0,01 90 89,72 

 0 0,02 0 0,00 10 10,00 0 0,00 90 89,82 

A17 * 0 -0,08 0 0,05 30 30,01 0 -0,02 70 69,98 

 0 -0,10 0 0,06 30 30,02 0 -0,02 70 69,98 

 0 -0,19 0 0,09 30 30,03 0 -0,03 70 70,04 

A18 0 0,04 0 -0,01 50 49,96 0 0,00 50 49,98 

 0 0,05 0 0,00 50 49,97 0 -0,01 50 50,01 
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 0 0,04 0 0,02 50 49,98 0 -0,01 50 50,05 

A19 * 0 0,03 0 0,00 0 0,01 10 10,00 90 89,87 

 0 -0,04 0 0,03 0 0,02 10 9,99 90 89,94 

 0 0,06 0 -0,01 0 0,00 10 10,00 90 89,83 

A20 0 -0,07 0 0,06 0 -0,01 30 29,97 70 69,85 

 0 -0,07 0 0,03 0 -0,02 30 29,98 70 69,81 

 0 -0,10 0 0,04 0 -0,03 30 29,97 70 69,83 

A21*  0 0,01 0 0,03 0 0,01 50 49,96 50 49,95 

 0 0,08 0 0,00 0 0,01 50 49,97 50 49,92 

 0 0,03 0 0,01 0 0,01 50 49,96 50 49,97 

A22 0 0,05 0 -0,01 10 10,01 10 9,99 80 79,84 

 0 0,04 0 -0,01 10 10,00 10 10,00 80 79,86 

 0 0,03 0 -0,01 10 10,01 10 9,99 80 79,87 

A23 * 0 0,05 0 0,00 10 10,01 20 19,98 70 69,87 

 0 0,04 0 0,01 10 10,01 20 19,99 70 69,90 

 0 0,04 0 0,01 10 10,00 20 19,99 70 69,91 

A24 0 0,01 0 0,01 20 19,98 10 10,00 70 69,81 

 0 0,01 0 0,02 20 19,99 10 9,99 70 69,86 

 0 0,00 0 0,00 20 19,97 10 10,01 70 69,78 

A25 * 0 0,09 0 -0,03 20 19,98 20 20,00 60 59,88 

 0 0,12 0 -0,04 20 19,98 20 20,00 60 59,86 

 0 0,09 0 -0,02 20 19,99 20 20,00 60 59,90 

A26 * 60 60,02 10 10,04 30 29,96 0 0,01 0 -0,22 

 60 60,02 10 10,04 30 29,96 0 0,01 0 -0,23 

 60 60,09 10 10,01 30 29,94 0 0,02 0 -0,28 

A27 * 40 40,05 30 29,96 30 29,97 0 0,00 0 -0,06 

 40 40,05 30 29,96 30 29,97 0 0,00 0 -0,06 

 40 40,08 30 29,94 30 29,96 0 0,01 0 -0,12 

A28 20 19,98 50 49,95 30 29,98 0 0,01 0 -0,05 
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 20 19,98 50 49,94 30 29,97 0 0,01 0 -0,08 

 20 20,00 50 49,94 30 29,98 0 0,01 0 -0,08 

A29 0 -0,01 70 69,91 30 29,97 0 0,00 0 -0,10 

 0 -0,01 70 69,92 30 29,98 0 0,00 0 -0,10 

 0 -0,01 70 69,91 30 29,97 0 0,00 0 -0,12 

A30 60 59,97 10 10,01 0 0,01 30 29,98 0 0,03 

 60 59,98 10 10,01 0 0,01 30 29,99 0 0,02 

 60 60,00 10 9,96 0 -0,02 30 30,00 0 -0,10 

A31 40 39,97 30 29,92 0 -0,02 30 30,00 0 -0,10 

 40 39,96 30 29,93 0 -0,02 30 30,00 0 -0,12 

 40 39,97 30 29,95 0 -0,01 30 29,99 0 -0,06 

A32*  20 20,05 50 49,94 0 0,00 30 30,00 0 -0,10 

 20 20,02 50 49,95 0 0,01 30 29,99 0 -0,05 

 20 20,05 50 49,94 0 0,00 30 30,00 0 -0,08 

A33 * 0 -0,13 70 69,85 0 0,00 30 29,92 0 0,09 

 0 -0,33 70 69,78 0 0,01 30 29,85 0 0,29 

 0 -0,40 70 69,76 0 0,02 30 29,83 0 0,34 

A34 * 60 60,01 20 19,97 0 0,00 20 20,00 0 0,09 

 60 59,99 20 19,97 0 0,00 20 20,00 0 0,29 

 60 59,91 20 20,00 0 0,02 20 19,99 0 0,34 

A35 * 40 39,97 40 39,97 0 0,01 20 19,99 0 0,09 

 40 39,89 40 40,01 0 0,02 20 19,98 0 0,29 

 40 39,91 40 40,00 0 0,02 20 19,99 0 0,34 

A36 40 39,99 20 19,97 0 0,00 40 39,99 0 -0,02 

 40 40,01 20 19,97 0 0,00 40 39,99 0 0,00 

 40 40,00 20 19,96 0 -0,01 40 39,99 0 -0,02 

A37 20 20,00 40 39,89 0 0,00 40 39,99 0 -0,15 

 20 19,99 40 39,89 0 0,00 40 39,99 0 -0,11 

 20 20,00 40 39,89 0 0,00 40 39,99 0 -0,10 
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A38 60 59,97 20 19,99 20 20,00 0 0,00 0 0,04 

 60 59,99 20 19,97 20 20,00 0 0,00 0 0,00 

 60 59,98 20 19,96 20 19,98 0 0,01 0 -0,01 

A39 * 40 40,08 40 39,92 20 19,99 0 0,01 0 -0,12 

 40 39,99 40 39,96 20 20,00 0 0,01 0 -0,02 

 40 40,07 40 39,92 20 20,00 0 0,00 0 -0,07 

A40 40 39,99 20 19,94 40 39,96 0 0,02 0 -0,08 

 40 39,99 20 19,95 40 39,97 0 0,01 0 -0,02 

 40 40,01 20 19,96 40 39,98 0 0,01 0 -0,04 

A41 * 20 20,05 40 39,95 40 39,96 0 0,01 0 -0,05 

 20 20,08 40 39,93 40 39,95 0 0,00 0 -0,09 

 20 20,03 40 39,95 40 39,97 0 0,00 0 -0,04 

A42 * 60 60,05 20 19,96 5 4,98 15 15,00 0 -0,07 

 60 60,06 20 19,95 5 4,98 15 15,01 0 -0,09 

 60 60,06 20 19,95 5 4,98 15 15,00 0 -0,07 

A43 * 40 40,04 40 39,95 15 14,98 5 5,00 0 -0,06 

 40 40,05 40 39,94 15 14,99 5 5,00 0 -0,07 

 40 40,05 40 39,94 15 14,98 5 5,00 0 -0,05 

A44 40 39,98 20 19,98 30 29,98 10 10,00 0 -0,03 

 40 39,96 20 20,01 30 30,00 10 9,98 0 0,10 

 40 39,98 20 19,98 30 29,98 10 10,00 0 0,01 

A45 20 19,98 40 39,97 10 9,99 30 30,00 0 -0,03 

 20 19,96 40 39,94 10 9,98 30 30,00 0 -0,07 

 20 19,98 40 39,94 10 9,98 30 30,00 0 -0,05 

Média ER% 0,08   0,17   0,09   0,06   0,16 

* Amostras do conjunto de previsão externa 
ER – Erro relativo 
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2.2.3 Abordagens Quimiométricas 

 

          As análises quimiométricas foram realizadas por MCCs usando MATLAB 

R2012b, por PLS-DA e pelo método de regressão PLS usando Pirouette 4.0, 

Infometrix. 

 

2.2.3.1 Cartas de Controle Multivariadas 

 

Este é um método multivariado baseada no Net Analyte Signal (NAS) que 

separa o sinal instrumental em três partes: sinal analitico líquido (NAS), sinal do 

interferente e sinal dos resíduos. Para cada parte, é construído um gráfico de 

controle baseado em um conjunto de amostras de calibração (analito mais 

matriz) que definem a condição no qual o processo ou produto encontram-se sob 

controle. O objetivo das MCCs é separar a variação analítica e sistemática da 

variação da matriz. Mais detalhes sobre cartas de controle multivariadas podem 

ser obtidas no artigo publicado por Skibsted et. al, 2005131. Quinze amostras 

foram usadas para calibrar as cartas e 5 amostras puras (amostras sem o 

analito) foram usadas para construir a carta de interferentes. Antes da 

construção das cartas, os espectros de infravermelho foram suavizados (15 

pontos por janela, polinômio de 1ª ordem) e aplicada 1ª derivada (15 pontos por 

janela, polinômio de 2ª ordem, 1ª derivada) pelo algoritmo de Savitzky-Golay. 

Foram utilizadas três diferentes misturas como conjunto de calibração: (a) 

70% de biodiesel de soja e 30% de biodiesel de sebo bovino; (b) 70% de 

biodiesel de soja e 30% de biodiesel de banha; e (c) 70% de biodiesel de soja, 

15% de biodiesel de sebo bovino e 15% de biodiesel de banha. A carta NAS foi 

construída para representar o conteúdo de biodiesel de gordura animal; a carta 

de interferentes foi construída para representar a variação da matriz amostral; e 

a carta de resíduos a variação não sistemática restante. Foi selecionada a região 

do infravermelho médio 1500-900 cm-1 para construção das cartas de controle 

multivariadas, região esta que compreende a impressão digital, onde as bandas 

vibracionais estão correlacionadas a ligações moleculares únicas ou grupos 

funcionais importantes para a identificação dos compostos167.  
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2.2.3.2 Análise Discriminante por Mínimos Quadrados Parciais (PLS-DA) 

 

O PLS-DA é uma variação do algoritmo de regressão por mínimos 

quadrados parciais (PLS), onde as variáveis da matriz X (dados espectrais) são 

relacionadas com a propriedade de interesse categórica (discreta) contidas em 

um vetor y168. O vetor y é constituído por valores inteiros (0 e 1), onde 0 é usado 

para classe que não tem interesse e 1 para a classe de interesse169. Idealmente, 

os valores previstos pelo modelo PLS-DA seriam 0 ou 1, mas na prática os 

valores previstos são próximos de 0 e 1. A utilização da correção do sinal 

ortogonal (OSC) antes da aplicação do PLS-DA, tem como objetivo, reduzir a 

variação dos dados, já que a OSC está relacionada com a ideia de que grande 

parte da variabilidade do conjunto de dados possui baixo valor preditivo, ou seja, 

não está correlacionada com o parâmetro que se quer prever. Assim, é possível 

encontrar e remover a variabilidade do conjunto de dados que é ortogonal ao 

parâmetro de interesse. Inicialmente, a ferramenta propunha uma correção em 

que as etapas de ortogonalização e regressão eram realizadas de forma 

interativa170, mas posteriormente essa proposta foi modificada sendo que o 

número de componentes ortogonais ao parâmetro de interesse passou a ser 

definido antes da etapa de regressão171.  

 Antes da construção do modelo PLS-DA, toda a faixa espectral foi 

normalizada, e aplicada 1ª derivada (15 pontos por janela, polinômio de 2ª 

ordem, 1ª derivada) pelo algoritmo de Savitzky-Golay, e foi realizada a correção 

de sinal ortogonal (OSC). A divisão das amostras entre os conjuntos de 

calibração e predição externa seguiu a segregação sistemática alternada de um 

por vez ou 1:1, a partir do conjunto em ordem crescente de concentração de 

matéria-prima nas misturas. Nesta segregação, tomou-se o cuidado para que as 

amostras de maior e menor valor de concentração fizessem parte do conjunto 

de calibração. Assim, o conjunto de calibração foi composto por 23 amostras e 

o de previsão externa por 22 amostras. O limite (treshold) entre as classes (y) foi 

atribuído resolvendo a equação: 

 

(sB
2-sA

2)y2 +(2ȳBsA
2 - 2ȳAsB

2)y + ȳA
2sB

2 - ȳB
2sA

2 - 2sA
2sB

2ln(P(A)sB/P(B)sA)=0 
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Obtido pela igualdade entre o produto da função densidade e probabilidade a 

priori para a classe A (= 0, blendas sem o analito) e o mesmo produto da classe 

B (= 1, blendas com o analito presente)114. Os parâmetros ȳA / ȳB e SA / SB são 

os valores médios e desvios padrão previstos do conjunto de calibração para os 

modelos OSC-PLS-DA das classes A e B, respectivamente. P (A) e P (B) são as 

probabilidades a priori (número de elementos) das respectivas classes. 

 

2.2.3.3 Regressão por Mínimos Quadrados Parciais (PLS) 

 

O método de regressão PLS é uma ferramenta multivariada aplicada para 

modelar sinais instrumentais (matrix X) em relação a uma resposta (y), 

otimizando a covariância entre X e y por meio das variáveis latentes e 

pesos172,173. Neste estudo buscou-se encontrar a máxima correlação entre, os 

espectros e as concentrações de biodiesel obtidos de diferentes matérias-

primas. A definição do grupo de calibração e predição seguiu a mesma 

sistemática aplicada para os modelos PLS-DA, sendo que o número de amostras 

usadas na calibração e previsão foi de 23 e 22, respectivamente. O conjunto de 

espectros de infravermelho total, foi normalizado e aplicada 1ª derivada (15 

pontos por janela, polinômio de 2ª ordem, 1ª derivada) pelo algoritmo de 

Savitzky-Golay, foi realizada a correção de sinal ortogonal (OSC) com uma 

componente. O número otimizado de variáveis latentes foi selecionado de 

acordo com a porcentagem variância explicada em X (espectros FTIR) e bloco y 

(concentração) e com a minimização do erro quadrático médio da validação 

cruzada (RMSECV), respeitando-se o número máximo de VLs para o número 

amostras de X, conforme a norma ASTM E 1665-17174. A exatidão dos modelos 

foi determinada pelo cálculo RMSECV e do erro quadrático médio previsão 

(RMSEP). O ajuste dos modelos PLS foi avaliado correlacionando os valores de 

referência versus os valores previstos pelo conjunto de previsão (y fit).  
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2.3 Resultados e Discussão 

 

2.3.1 Grau de Conversão das Sínteses de Biodiesel 

 

 Para verificar o grau de conversão total em ésteres metílicos, bem como 

verificar a presença de impurezas no biodiesel produzido a partir de óleo de soja, 

óleo de linhaça, gordura bovina e suína, foram realizadas análises por RMN 1H. 

O conteúdo de ésteres para as sínteses foi de 98,5% para biodiesel de linhaça; 

97,9% para biodiesel de gordura suína; 99% para biodiesel de soja; e 98,7% 

para biodiesel de sebo, demonstrando que todas as amostras submetidas a 

reação de transesterificação apresentaram adequada conversão dos 

triglicerídeos de ácidos graxos em ésteres metílicos, Figura 11. 
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Figura 11: Espectros NMR 1H de biodiesel: (a) linhaça; (b) banha; (c) soja; (d) 

sebo 

 

 O cálculo foi baseado no sinal dos átomos de hidrogênio do grupo 

metileno adjacente ao éster carbonila (α-CH2), que corresponde a dois átomos 

de hidrogênio a 2,3 ppm, não sendo adicionados aos sinais dos demais átomos 

de hidrogênio presentes no biodiesel e de outros intermediários de reação, 

a) b) 

c) d) 
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Equação 7. Portanto, Iα-CH2 é o sinal do valor integral correspondente aos prótons 

do grupo metileno. Os fatores 3 e 2 são adicionados para correção das integrais 

de acordo com o número de átomos de hidrogênio para cada sinal. O grupo éster 

metílico tem três átomos de hidrogênio (-COOCH3 - 3,6 ppm) e o grupo metileno 

adjacente ao carbonila tem dois átomos de hidrogênio (α-CH2 - 2,3 ppm)102.  

 

𝐶𝑀𝐸 = 100 (
𝐼𝑀𝐸

3
𝐼𝛼−𝐶𝐻2

2

)           Equação 7 

 

2.3.2 Espectros FTIR das Amostras Puras 

 

 A Figura 12 mostra o espectro infravermelho para os quatro biodesel 

puros e o óleo de soja. A faixa de absorção na região de 1200-1100 cm-1 e em 

torno de 1750 cm-1 está associada ao estiramento das ligações C-O e C=O, 

respectivamente, enquanto as bandas de absorção na região em torno de 3000-

2800 cm-1 estão associadas as ligações de C-H da cadeia saturada. A faixa de 

absorção em torno de 3050 cm-1 está relacionada com as ligações de C-H dos 

carbonos insaturados, sendo a principal diferença entre o biodiesel de fonte 

vegetal (soja e linhaça) que apresentam maiores teores de carbonos insaturados 

do que o biodiesel de fonte animal (banha e sebo bovino). Além disso, as bandas 

de absorção na faixa de 1450-1150 cm-1 estão associadas às ligações C-C = O 

(-O) e C-C-O.  
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Figura 12. Espectros brutos de óleo de soja e biodiesel provenientes de 

diferentes matérias-primas. 

 

2.3.3 Cartas de Controle Multivariadas (MCCs) 

 

 As MCCs foram construídas para avaliar a sua potencialidade em 

quantificar o teor de biodiesel de gordura animal em diferentes matérias-primas, 

bem como da adulteração do biodiesel com óleo de soja. Três cartas foram 

construídas: sinal analítico líquido (NAS), carta de interferentes e carta de 

resíduos. A Figura 13 apresenta as cartas (a) NAS, (b) interferentes e (c) 

resíduos com conjunto de calibração (círculos) com 70% de biodiesel de soja, 

15% biodiesel de sebo bovino e 15% biodiesel de banha e o conjunto de 

validação (asteriscos) com as 45 misturas apresentadas na Tabela 3. Os limites 

inferior e superior da NAS são as linhas horizontais com valores de 4,353x10-5 e 

4,805x10-5, enquanto que o limite para as cartas de interferentes e resíduos são 

de 4,6 e 3,646x10-6, respectivamente. Foi retido 1 componente principal para a 

construção das MCCs. 

 De acordo com a Figura 13, todas as amostras de calibração (círculos) 

mostram valores de NAS, interferentes e resíduos dentro dos limites das três 

cartas, como esperado. Por outro lado, as amostras de validação possuem 

diferentes comportamentos relacionados ao conteúdo de gordura animal e 

composição da mistura. Na carta NAS, as misturas de biodiesel de soja e gordura 

animal (A01-A15) apresentaram valores crescentes de NAS de acordo com o 
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crescente teor de biodiesel de gordura animal: 10 a 20% de biodiesel de gordura 

animal (A01, A02, A06, A07, A11 e A12) apresentaram valor NAS, abaixo do 

limite; 30% do conteúdo biodiesel de gordura animal (A03 e A08) estão dentro 

dos limites (com uma excessão, A13 que está no terceiro conjunto de 

calibração); 40 e 50% (A04, A05, A09, A10, A14 e A15) possuem valores NAS 

acima do limite. Todas as misturas de linhaça e biodiesel de gordura animal 

estão abaixo do limite inferior da carta NAS, mesmo aquelas que possuem 

conteúdo de 40 e 50% de biodiesel de gordura animal, revelando que a mudança 

de soja por linhaça no conjunto de validação levou a uma modificação espectral 

capaz de alterar os valores de NAS dessas amostras. No entanto, esta mudança 

na matéria-prima não modificou o padrão crescente do valor de NAS associada 

ao conteúdo de biodiesel de gordura animal, o que também foi demonstrado nas 

misturas de biodiesel de soja. 

 Por outro lado, as misturas adulteradas de óleo de soja apresentam um 

padrão crescente relacionado não apenas ao teor de biodiesel de gordura 

animal, mas também ao aumento da proporção de óleo de soja. Além disso, as 

misturas com 40% de teor de óleo de soja (A37, A39, A41, A43 e A45) 

apresentaram maior valor de NAS do que as misturas com 40% de biodiesel de 

gordura animal (A34, A36, A38, A40, A42 e A44), o que mostra que o teor de 

óleo de soja está relacionado a um aumento do valor do NAS maior que o 

aumento do conteúdo de biodiesel de gordura animal. 

 Finalmente, os três conjuntos de calibração avaliados apresentaram 

resultados quase idênticos na carta NAS. O mesmo padrão de validação (Figura 

13a) ocorreu mesmo com diferentes conjuntos de calibração, mostrando que 

diferentes matérias-primas de gordura animal, (sebo e banha) em conjuntos de 

calibração não influenciaram significativamente os padrões de NAS nas 

amostras de validação, com a excessão da amostra A13 que estava dentro dos 

limites na calibração (a) e (b). Além disso, as misturas de biodiesel de sebo 

bovino e banha apresentam padrões NAS similares com diferentes matérias-

primas vegetais, o que pode ser explicado devido a sua semelhante composição 

de ácidos graxos, ambas possuem alto teor de ácido esteárico (C18: 0), ácido 

palmítico (C16: 0) e ácido mirístico (C14: 0).  

 A carta de interferentes (Figura 13b) representa a variação da matriz, 

que é, neste caso, a composição do biodiesel de soja. Portanto, a modificação 
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do conteúdo de biodiesel de soja (A01 - A15), sua mudança pelo biodiesel de 

linhaça (A16 - A25) e sua adulteração com óleo de soja (A26 - A46) devem ser 

destacadas na carta de interferentes. As misturas de biodiesel de soja e gordura 

animal (A01 - A15) estão todas abaixo do limite, mostrando que a proporção de 

biodiesel de soja não está mudando significativamente. Todas as amostras 

deveriam ser consideradas dentro da carta controle, porém as amostras 2, 6, 7, 

8, 11, 12 e 13 ficaram levemente acima do limite para essa carta, esta diferença 

entre as amostras de calibração e validação, pode ter ocorrido em função do 

preparo das amostras ou análise no infravermelho. 

As amostras 18, 21 e 25 deveriam ter ficado acima do limite, pois o 

biodiesel de soja foi substituído por biodiesel de linhaça, porém ficaram abaixo 

do limite, sendo que todas as amostras desse subconjunto ficaram muito 

próximas das amostras do conjunto de calibração. As misturas de linhaça (A16 - 

A25) e as misturas adulteradas de óleo de soja (A26 - A45) estão todas acima 

do limite, como esperado, sendo que e o valor do interferente aumenta 

intensamente e gradualmente à medida que aumenta quantidade de óleo de soja 

na blenda. As misturas de linhaça têm um valor interferente menor do que as 

misturas adulteradas de óleo de soja, pois sua composição é mais semelhante 

ao biodiesel de soja do que o óleo, o que pode ser facilmente visualizado na 

Figura 12. A carta de resíduos mostra todas as informações que não foram 

modeladas pelas duas cartas de controle anteriores (NAS e carta de 

interferentes). Semelhante a carta de interferentes, a carta de resíduos (Figura 

13c) destaca as misturas com substituição parcial do biodiesel de soja e de sebo 

bovino pelo biodiesel de linhaça ou adulteradas com óleo de soja. Desta forma, 

as MCCs avaliaram o conteúdo de mistura de gordura animal na carta NAS. 

Entretanto, não houve diferença entre o biodiesel de gordura animal proveniente 

de diferentes matérias-primas (banha e sebo bovino), uma vez que os três 

grupos de calibração apresentaram resultado quase idêntico. Além disso, a carta 

NAS não modelou toda a informação do conteúdo de biodiesel de gordura animal 

porque o padrão representado na carta de interferentes para os três conjuntos 

de calibração mostrou não apenas a variação sistemática da matriz, mas 

também a variação do conteúdo de biodiesel de gordura animal. A carta de 

interferentes também não modelou toda a variação da matriz, uma vez que essas 

informações estão descritas na carta de resíduos. Esses resultados podem ser 
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devido à similaridade entre a composição do biodiesel de banha e sebo, no caso 

da carta NAS, e as misturas que apresentaram grande variabilidade de conteúdo. 

O número de componentes principais utilizados para a construção das MCCs 

também foi alterado, mas a adição de mais informações não contribuiu para a 

interpretação dos resultados. 

 

 
 

Figura 13. (a) Carta de controle - NAS, (b) de Interferentes e (c) de Resíduos. 

Amostras de calibração (o) e Amostras de validação (+), com base nos espectros 

de ATR-FTIR. 

 

2.3.4 Análise Discriminante por Mínimos Quadrados Parciais (PLS-DA) 

 

A tabela 4 apresenta os resultados obtidos para o modelo PLS-DA, onde 

foi realizado o pré- tratamento do conjunto de espectros através da primeira 

derivada, para correção da linha de base, seguido pela utilização da OSC, com 

o objetivo de classificar misturas B100, de diferentes matérias-primas e um 

adulterante. Para todos os biodieseis testados provenientes de diferentes 

matérias primas, e o adulterante óleo de soja, a primeira variável latente 

acumulou entre de 96-99% da variância original dos dados. A completa 

separação entre amostras positivas e negativas para a presença de cada analito 

nas misturas testadas ocorreu ao nível de LV1 (figura 14). Desta maneira, todos 

os cinco modelos FTIR-ATR/OSC-PLS-DA forneceram 100% de sensibilidade, 
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de especificidade e de acurácia, para todos os analitos. A combinação entre a 

primeira derivada e a OSC foi adequada para o estudo proposto assim como 

método PLS-DA. Figuras de mérito RMSECV, Rcv2, RMSEP e Rp2 reforçam a 

qualidade dos modelos obtidos.  

Tabela 4. Figuras de mérito dos modelos OSC-PLS-DA de diferentes misturas 

de biodiesel produzido com diferentes matérias-primas, e o adulterante óleo de 

soja analisado por ATR-FTIR. 

Parâmetros de 
modelagem 
PLS-DA 

Analitos 

Biodiesel 
de soja 

Biodiesel de 
linhaça 

Biodiesel de 
sebo 

Biodiesel de 
banha 

Óleo de soja 

 
Calibração 

     

 
LV(a) 

Variância (%) 
RMSECV(b) (%) 
Rcv2 (c) 

 
1 

98,82 
0,0006 
0,999 

 
1 

96,66 
0,0014 
0,999 

 
1 

98,60 
0,0007 
0,999 

 
1 

98.87 
0,0009 
0,999 

 
1 

98,33 
0,0010 
0,999 

Treshold 
(limite) 

0.6270 0.6359 0.4478 0.2896 0.2592 

Predição      
 
LV(a) 

Variância (%) 
RMSEP(d) (%) 
Rp2 (e) 

 

 
1 

98,97 
0,001 
0,999 

 
1 

96,16 
0,001 
0,999 

 
1 

98.80 
0,0008 
0,999 

 
1 

97,28 
0,0004 
1,00 

 
1 

98,04 
0,0005 
0,999 

aLV= Variável latente; bRMSECV= Erro Quadrático Médio de Validação Cruzada cRcv2 = 

coeficiente de determinação da validação cruzada ; dRMSEP= Erro Quadrático Médio de 

Predição; eRp2 = coeficiente de determinação de predição 
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Figura 14. À esquerda: Gráficos de escores em LV1 versus LV2 para os 

conjuntos de calibração e de predição dos modelos ATR/OSC-PLS-DA para os 

diferentes componentes das blendas de biodiesel de soja, linhaça, sebo, banha 

e adulterante óleo de soja. À direita: representação de valores de referência 

versus valores preditos dos respectivos modelos.  

 Três regiões mais significativas para a separação das misturas pelo 

método PLS-DA se destacam no gráfico de loadings, Figura 15: i) a região entre 

1800 e 1500 cm-1, é atribuída ao estiramento da carbonila C=O e a vibração C=C: 

ii) e a região espectral entre 1500-1150 cm-1 corresponde ao estiramento C-O e 

C-C, e também é o início da região do “finger print”. Já a região entre 3100 e 

2700 cm-1 que também aparece nos loadings, corresponde ao estiramento 

simétrico e assimétrico da ligação C-H dos carbonos sp2 e sp3 175,176. As regiões 

selecionadas correspondem as cadeias de ésteres nos biodieseis investigados, 

e a cadeia de triacilglicerídeo em óleo de soja. 
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Figura 15. Loadings para LV1 para os cinco modelos OSC-PLS-DA de 

classificação de misturas de biodiesel de soja, linhaça, sebo e banha e 

adulterante óleo de soja, com destaque para as regiões 1800-1500 cm-1 e 1500-

1150 cm-1.  

 

2.3.5 Regressão por Mínimos Quadrados Parciais (PLS) 

 

Modelo PLS otimizados, para os diferentes analitos estudados, foram 

definidos com uma variável latente, onde o acúmulo de variância em LV1 ficou 

acima de 96% (Tabela 5) após a aplicação de 1 componente de OSC. Estes 

valores são decorrentes da homogeneidade na natureza química entre as 

amostras analisadas, ou seja, mesmos ésteres metílicos, porém em proporções 

diferentes, à exceção do óleo de soja. Embora a partir de duas variáveis latentes 

os valores de RMSECV e RMSEP diminuam, e demonstrem uma tendência a 

estabilizar, a partir da quarta variável latente (VL) a análise dos gráficos de 

loadings indica ruído espectral nesta modelagem. LV1 discriminou as amostras 

em ordem crescente de concentração (Figura 16, à esquerda) e o 

comportamento foi similar no conjunto de calibração (CC) e conjunto de predição 
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(CP). Este resultado ressalta a representatividade similar de variância espectral 

em LV1 entre os dois conjuntos correlacionada com as respectivas 

concentrações de cada analito. Os valores de RMSECV para todos os analitos 

testados está entre 0,019 % w/w e 0,103 % w/w sendo o menor erro de calibração 

para o biodiesel de sebo, e o maior para a linhaça. Valores de RMSEP 

acompanharam os valores de RMSECV e se situaram entre 0,009 % w/w para o 

biodiesel de banha, o maior 0,105% w/w também para o biodiesel de linhaça. Os 

valores de predição para o modelo PLS são descritos na Tabela 3. 

 Os principais erros nos grupos de validação e previsão ocorrem em 

amostras de biodiesel produzidas a partir de óleo de linhaça. Isso pode ser 

explicado porque o biodiesel de linhaça tem mais de 50% de metil linolenato em 

sua composição, um éster em baixas concentrações ou ausente nos demais 

biodiesels estudados. Portanto, as regiões que caracterizam biodiesel de óleo 

de linhaça, sinais espectrais nas regiões de 3000−3050 cm-1 (νCH vinil) e 

1600−1610 cm-1 (νC=C)177 não são relevantes para a realização do modelo. 

Mesmo com tal limitação, é possível afirmar que o modelo tem o potencial de 

quantificar matérias-primas ou interferentes com estas características. 

A classificação de matérias-primas utilizadas na produção de biodiesel é 

extremamente importante, pois os óleos vegetais de diferentes fontes têm 

composições de ácidos graxos diferentes, além de apresentarem diferenças 

quando comparados com a gordura animal. Tais características irão se refletir 

diretamente sobre as propriedades do biodiesel, como a presença de éster de 

metil linolenato, que interfere na estabilidade oxidativa. Essa estabilidade está 

principalmente relacionada ao número de grupos bis-alil metileno adjacentes ao 

duplo vínculo178. Além da susceptibilidade à oxidação, esta característica 

também resulta em um menor número de cetano, que caracteriza a qualidade da 

ignição. Um baixo número de cetano causa dificuldade em produzir combustão 

no momento da ignição179. 
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Tabela 5. Figuras de mérito dos modelos PLS de diferentes misturas de biodiesel 

produzido com diferentes matérias-primas, e o adulterante óleo de soja 

analisado por ATR-FTIR. 

Parâmetros de 
modelagem 
PLS 

Analitos 

Biodiesel 
de soja 

Biodiesel de 
linhaça 

Biodiesel de 
sebo 

Biodiesel de 
banha 

Óleo de soja 

 
Calibração 

     

LV(a) 

Variância (%) 
RMSECV(b) (%) 
Rcv2 (c) 

DPR (%)(d)  
Faixa (%) 

1 
98,62 
0,029 
0,999 
0,07 
0-90 

 

1 
96,26 
0,103 
0,999 
0,66 
0-90 

 

1 
98,19 
0,019 
0,999 
0,13 
0-50 

 

1 
98,55 
0,032 
0,999 
0,21 
0-50 

 

1 
97,91 
0,061 
0,999 
0,42 
0-70 

 
Predição      
LV(a) 

Variância (%) 
RMSEP(e) (%) 
Rp2 (f) 

DPR (%)(d)  
Faixa (%)                
 

1 
98,80 
0,053 
0,999 
0,26 
0-90 

1 
96,03 
0,105 
0,999 
0,68 
0-90 

1 
98,45 
0,020 
0,999 
0,14 
0-50 

1 
98,10 
0,009 
1,000 
0,06 
0-50 

1 
97,61 
0,038 
0,999 
0,25 
0-70 

aLV= Variável latente; bRMSECV= Erro Médio Quadrático de Validação Cruzada cRcv2 = 

coeficiente de determinação da  validação cruzada ; dDPR =Desvio padrão relativo ; eRMSEP= 

Erro Quadrático Médio de Predição; fRp2 = coeficiente de determinação de predição 

 

 Características semelhantes são atribuídas ao biodiesel de soja, que 

contém 80-85% de ésteres insaturados, caracterizado principalmente por altos 

níveis de ácidos linoléico e linolênico180,181. Por outro lado, a presença de gordura 

animal confere ao biodiesel um alto grau de cetano devido ao maior percentual 

de saturação das cadeias182, contribuindo também para uma maior estabilidade 

oxidativa85. 
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Figura 16. À esquerda: Gráficos de escores em LV1 versus LV2 para os 

conjuntos de calibração e de predição dos modelos ATR/OSC-PLS para os 

diferentes componentes das blendas de biodiesel de soja, linhaça, gordura 

bovina, gordura suína e adulterante óleo de soja. À direita: representação de 

valores de preditos versus valores de referência dos respectivos modelos e 

figuras de mérito.  

   

 A viscosidade é uma propriedade importante do biodiesel que afeta o 

desempenho do motor. A viscosidade aumenta de acordo com o comprimento 

da cadeia de carbonos, e com o grau de saturação dos ésteres79. Isso é de 

particular preocupação no caso do biodiesel de sebo e banha, cuja composição 

apresenta alto teor de ácidos graxos com longas cadeias de carbono (C16, C18 

e C20). A alta viscosidade causa a heterogeneidade na combustão do biodiesel, 

reduzindo a eficiência de atomização na câmara de combustão, e levando a 

deposição de resíduos nas partes internas do motor. Dentre as tentativas para 

reduzir a viscosidade está a adição de adulterantes como óleo de soja. No 

entanto, seu contato direto com os motores pode produzir depósitos de carbono, 

bloqueio do sistema de injeção, e combustão incompleta devido a sua baixa 

volatilidade, alta viscosidade e formação de goma que é característica de 

polimerização e oxidação183, tornando indispensável sua detecção em biodiesel. 

  As duas ferramentas de classificação quimiométrica usadas neste 

estudo, cartas de controle multivariados e PLS-DA, apresentaram resultados 

satisfatórios, indicando a presença ou ausência de diferentes matérias-primas 

no biodiesel, e o óleo de soja como um adulterante nas amostras estudadas. 
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Dentre as duas ferramentas de classificações, o PLS-DA mostrou ser mais 

eficaz. 

 O coeficiente de determinação (R2) representa a variabilidade dos 

dados explicada pelo modelo de regressão. O R2 obtido neste estudo, indica que 

todos os modelos obtidos com uma LV para misturas contendo biodiesel de sebo 

bovino e biodiesel de banha na concentração 5−50% pode ser explicada com 

R2> 0,999 ou 99,9%, confirmando que a relação entre espectros de 

infravermelho, o tipo de éster e a concentração destas matérias-primas, foram 

reconhecidos e diferenciados dos demais. O mesmo coeficiente de correlação 

foi obtido para as outras matérias-primas e para o adulterante de óleo de soja, 

indicando uma correlação ótima entre sua concentração na mistura, e o 

espectros de infravermelho obtidos. 

 A Figura 16 mostra os gráficos de correlação, em que as amostras de 

calibração e predição estão alinhadas em uma reta, da função de identidade. O 

modelo PLS obtido através de espectros de FTIR e usando uma LV é aceitável 

como um método analítico prático para a quantificação de biodiesel em 

concentrações de 5−50% (w / w) para gorduras animais (banha e sebo bovino), 

20-90% (w / w) para soja, 10-90% (w / w) para linhaça, e 10−70% (w / w) e para 

óleo de soja usado como adulterante. 

  O PLS provou ser uma ferramenta com desempenho adequado para 

ser utilizado pela indústria dentro das faixas de concentração estudadas para as 

misturas de biodiesel, e óleo de soja como adulterante, possibilitando a 

quantificação dos cinco analitos, desde que as diferentes matérias-primas e seus 

respectivos percentuais estejam incluídos no conjunto de calibração. Esses 

resultados no futuro podem contribuir para a escolha da melhor mistura de 

matérias-primas de primeiro, segunda, e até terceira geração, em relação ao 

melhor desempenho dos motores e da região onde o biodiesel será utilizado. 
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3. Efeito da Concentração de Inóculo na Produção de Biomassa, de 

Proteínas Totais e na Degradação de Biodiesel de Soja por Aspergillus 

niger 

 

3.1 Objetivos 

 

I) Selecionar fungos com potencial de crescimento em biodiesel de banha, soja 

e sebo; 

II) Quantificar e comparar a produção de biomassa e de proteínas totais sob 

cultivo em fase líquida bifásica de cepa fúngica selecionada sob diferentes 

concentrações de inóculo; 

 III) Quantificar ésteres metílicos da fase orgânica do cultivo bifásico por 

Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas; 

IV) Caracterizar a fase orgânica do cultivo bifásico por Espectroscopia de 

Absorção Molecular no Infravermelho com transformada de Fourier via 

Refletância Total Atenuada; 

V) Avaliar padrões de impressão digital metabólica da fase orgânica do cultivo 

bifásico utilizando Análise por Componentes Principais. 

 

3.2 Materiais e Métodos 

 

3.2.1 Primeira Etapa: Isolamento de Micro-organismos a partir de 

Biodiesel de Sebo, Banha e Soja Sintetisados 

 

3.2.1.1 Síntese do Biodiesel 

 

A síntese de biodiesel foi realizada por meio de reação de tranterificação 

com base no Processo de Transesterificação em Duas Etapas (TDSP)100, sendo 

sintetizado um volume de aproximadamente 1 L de biodiesel de sebo, banha e 

soja. O sebo foi aquirido no frigorifíco Sobradinho, em Sobradinho, RS, Brasil, a 

gordura suína foi adquirida no comércio local, Santa Cruz do Sul, e o óleo de 

soja marca “Leve” foi adquirido em mercado local de Santa Cruz do Sul, RS, 

Brasil. 
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3.2.1.2 Esterilização e Inoculação das Amostras de Biodiesel 

  

 Todo o biodiesel produzido foi esterilizado por filtração a vácuo, utilizando 

membrana GS de éster de celulose 0,22 μm, Merck. Após a filtração as 

membranas foram retiradas e colocadas em placas de Petri de 9 cm 15 mL com 

os meios de cultura R2A (Agar-Heterotrofico), BDA (Ágar Batata Dextrose) e TSA 

(Tryptic Soy Agar). As placas foram incubadas em estufa a 30o C, por 7 dias.  

 

3.2.1.3 Isolamento de Micro-organismos 

 

 Após 7 dias de incubação as placas foram analisadas e 19 colônias 

microbianas com morfologias diferentes foram identificados macroscopicamente, 

as quais foram e reinoculadas no mesmo meio de cultura onde cresceram (foram 

identificados) inicialmente para purificação e posterior identificação. Novamente 

foi realizada a incubação das placas por 7 dias a 30oC, sendo que as colônias 

identificadas macroscopicamente como bactérias foram incubadas por 2 dias, 

enquanto que os fungos permaneceram por 7 dias. Dentre os 19 possíveis 

isolados, foram detectados 4 fungos filamentosos (J1, J10, J15, J18), interesse 

deste estudo, destes fungos foi retirada uma alçada e inoculado em frascos de 

vidro com capacidade de 20 mL, contendo 3 mL de biodiesel de soja ou de banha 

ou de sebo e 3 mL de meio mineral Bushnell-Haas184 e após colocados em 

agitador a 30oC a 200 rpm, por 30 dias. As linhagens foram identificadas por 

técnicas de macro- e micromorfologia através de microcultivo.  

 

3.2.2 Segunda Etapa: Inoculação em Sistema Bifásico do Fungo 

Filamentoso em Diferentes Concentrações. 

 

3.2.2.1 Síntese do Biodiesel 

 

Para esta fase foi sintetizado 2500mL de biodiesel de soja conforme item 

3.2.1.1. 
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3.2.2.2 Grau de Conversão da Síntese de Biodiesel 

 Análise usando RMN 1H foi realizada para verificar o grau total de 

conversão de ácidos graxos em ésteres metílicos, e a presença de impurezas no 

biodiesel 102. 

 

3.2.2.3 Esterilização 

O biodiesel de soja foi esterilizado através de filtragem a vácuo em 

kitassato, utilizando membrana GS em éster de celulose 0,22µm, Merck. 

 

3.2.2.4 Fase aquosa 

  

 O meio mineral Bushnell-Haas184, (1,0 KH2PO; 0,2 MgSO4; 0,02 CaCl2; 

1,0 K2HPO4; 0,05 FeCl3; 1,0 NH4NO3 (g.L-1)) foi utilizado como fase aquosa. O 

biodiesel foi utilizado como fonte de carbono, como descrito no item 3.2.2.1. 

 

3.2.2.5 Inoculação 

  

 O isolado J15, identificado como Aspergillus niger foi cultivado em meio 

BDA, por 7 dias. Suspensão de esporos foi obtida pela adição de 4 mL de Tween 

80 0,005%. A suspensão foi diluída com 10 mL de meio mineral Bushnell-Haas184 

em um frasco Erlenmeyer e agitada em vórtex a 120 rpm por 10 min. A 

concentração de inóculo de 104 esporos.mL-1 e 106 esporos mL-1, foi 

determinada por contagem dos esporos em câmara de Neubauer, e realizada a 

diluição necessária com água estéril. Frascos de vidro de 20 mL, contendo 3mL 

de biodiesel de soja, e 3mL de meio mineral Bushnell-Haas184, foram inoculados 

em triplicata com 100 µL de inóculo previamente padronizado. Os frascos foram 

cobertos com papel alumínio para evitar foto-oxidação do biodiesel. Os 

experimentos foram mantidos sem agitação e no escuro, a 30oC por 8 dias. Nos 

tempos 1,2,3,4,5,6,7,8 três replicatas e um controle sem inoculação de cada 

concentração foram coletadas e congeladas. 
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3.2.3 Análise da Fase Aquosa 

 

3.2.3.1 Produção de Biomassa 

Após descongelamento, o conteúdo de cada frasco foi filtrado em papel 

de filtro Whatman nº 1 previamente pesado e o filtrado bruto armazenado em 

novo frasco. O resíduo do papel de filtro foi lavado com 3 mL de hexano para 

remover a fase orgânica residual. As amostras de papel-filtro foram desidratadas 

a 30o C por 48 h seguido por 24h em dessecador. O peso seco foi registrado e 

a biomassa foi calculada como peso final menos o peso inicial (em miligramas), 

para cada triplicata. 

 

3.2.3.2 Determinação de Proteínas Totais  

 

  O ensaio miniaturizado pelo método de Lowry modificado foi utilizado para 

determinar o índice de proteínas totais185. Protocolo Anexo A. 

 

 

3.2.4 Análise da Fase Oleosa 

 

3.2.4.1 Análise por FTIR 

 O filtrado obtido no item 2.3 foi descongelado e quintuplicatas de 

alíquota de 10 µL da fase orgânica (sobrenadante) foi analisada por 

espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier por refletância 

total atenuada. Os espectros foram obtidos usando o Espectrômetro Spectrum 

400 FT-IR/FT-MIR (Perkin Elmer®) na faixa de 4000-650 cm-1, 4 varreduras, 4 

cm-1 de resolução. Para cada replicata foram obtidos 5 espectros. 

 

3.2.4.2 Quantificação de Ésteres Metílicos de Biodiesel de Soja 

 

 A quantificação de ésteres na fase oleosa (C16, C18, C18: 1, C18: 2 e 

C18: 3) foi determinada durante 8 dias (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8) por cromatografia 

em fase gasosa (CG). O cromatógrafo em fase gasosa estava acoplado a um 

Detector de Espectrometria de Massas Shimadzu (CGSM-QP 2010 Ultra), com 
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coluna RTX-5MS 30 m; 0,25 mm ID; 0,25 µm. Rampa de aquecimento: 60 ºC por 

5 min, > 60 ºC – 205 ºC a 5 ºC/minuto > 205 ºC – 235 ºC a 1 ºC/minuto >. 

Temperatura do injetor de 250 ºC, temperatura da fonte de íons de 260 ºC, 

temperatura do detector de 280 ºC. Modo de injeção, Split 1:20; volume de 

injeção de 1 µL. O preparo das amostras foi realizado utilizando-se 1 µL diluído 

em 1 mL de hexano. Para cada metil éster analisado foi utilizado o padrão 

correspondente (Sigma - Aldrich). 

 

 

3.2.5 Análise e Processamento dos Dados 

 

 Análise univariada baseada no teste T de Tukey foi aplicada para 

comparar diferenças entre os valores de biomassa seca, e proteínas totais entre 

os dias de cultivo nas duas concentrações de esporos.  

Os espectros foram normalizados, e processados pela primeira derivada 

(Savitzky-Golay, 5 pontos) e após realizada a Analise por Componentes 

Principais (PCA) utilizando Pirouette 4.0, Infometrix. Foi utilizada toda a região 

espectral analisada 4000-650 cm-1. O objetivo da PCA, é reduzir a 

dimensionalidade do conjunto de dados, através da sua representação em um 

novo sistema de eixos, PCs. Estes eixos são ortogonais entre si, e permitem a 

visualização das informações em gráficos bi- ou tridimensionais, propiciando a 

identificação de padrões de similaridade, e/ou diferenças existentes no conjunto 

de espectros analisados.  

 

3.3 Resultados e Discussão 

 

3.3.1 Primeira Etapa 

 

3.3.1.1 Identificação dos Fungos Filamentosos 

 

Para os quatro fungos filamentosos isolados foi realizada uma primeira 

caracterização através do microcultivo, que somada às características 

macromorfológicas fenotípicas identificaram presuntivamente o isolado J1 como 

Penicillium sp., J15 como Aspergillus niger, J18 como Paecilomyces lilacinus183 
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e o J10 como Penicillium sp. (Tabela 6). O microcultivo dos isolados J1 e J10 

identificados como gênero Penicillium parecem apresentar corpos de frutificação 

diferentes, indicando diferentes espécies, porém a análise do microcutivo não foi 

conclusiva neste sentido. 

 

Tabela 6. Identificação de fungos filamentosos isolados em biodiesel 

 

Identificação Cultivo em placa Microcultivo 
 

 
 
 
J1 – Penicillium sp. 

  
 

 

 

J15 – Aspergillus niger 

  
 
 
 
J18 – Paecilomyces 
lilacinus 

  
 
 
 

J10 – Penicillium sp. 
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3.3.2 Segunda Etapa 

 

3.3.2.1 Grau de Conversão da Síntese de Biodiesel 

   

A síntese realizada pelo método TDSP100, resultou em um biodiesel de 

alta taxa de conversão, fácil e clara separação entre as fases. Para verificar o 

grau de conversão total em ésteres metílicos, bem como verificar a presença de 

impurezas no biodiesel produzido a partir de óleo de soja, foi realizada a análise 

por RMN 1H 102. O conteúdo de ésteres metílicos para a síntese foi de 98,6 %, 

estando dentro dos parâmetros exigidos pela legislação72.  

 

3.3.2.2 Determinação de Biomassa 

A avaliação do crescimento do fungo A. niger, foi registrada durante 8 dias 

para o inúculo 104 e 106 esporos.mL-1. A formação de biomassa ocorreu na 

interface entre a fase orgânica e a fase aquosa. A Figura 17, apresenta a 

sobreposição das curvas de formação de biomassa das duas concentrações de 

inóculo, onde é possível perceber uma similaridade no formato das curvas, que 

embora para a menor concentração 104 esporos.mL-1, tenha se formado uma 

quantidade menor de biomassa, ambas as concentrações tiveram a quantidade 

de biomassa aumentada em proporções muito próximas. No quarto dia ambos 

os inóculos apresentaram a mesma biomassa, sendo a maior diferença 

apresentada no sétimo dia. Entre os dias 5 e 8, ambas as concentrações de 

inóculo, 104 e 106 esporos.mL-1, do A. niger apresentam curvas na fase 

exponencial, ou seja o fungo está utilizando as fontes de carbono e nutrientes 

disponíveis no sistema bifásico, e transformando em biomassa. Durante o 

período de incubação não foi realizada a contagem da viabilidade celular, porém 

a formação de biomassa indica um aumento exponencial principalmente entre o 

quinto e o oitavo dias. 
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Figura 17. Gráfico peso seco em (mg) relacionado com os dias de cultivo do 

inóculo nas concentrações 104 esporos.mL-1 (preto) e 106 esporos.mL-1 

(vermelho).  * p<0,05 (Teste T de Tukey) 

 Estudos demonstram que a presença de ésteres de ácidos graxos, em 

misturas com óleo diesel, tornam o combustível mais sucetivel ao processo de 

biodeterioração, do que os combustíveis fósseis145,187,133. Durante este processo, 

a formação de biomassa causa inúmeros prejuízos ao desempenho dos 

biocombustíveis, sendo um parâmetro de extrema importância no controle de 

qualidade. 

 O fungo Paecilomyces variotii, nas concentrações de 102, 104, e 106 

esporos.mL-1, foi incubado por 60 dias em diferentes concentrações de biodiesel. 

Durante os primeiros 7 dias de incubação, foi observado um aumento na 

biomassa independentemente da quantidade de micro-organismos inoculado ou 

o tipo de combustível usado. Sendo que em B100 a produção de biomassa foi 

mais significativa188. 
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 A formação de biomassa por A. fumigatus foi comparada em inoculação 

realizada em sistema bifásico com B100 e B0. Sendo que o crescimento em 

B100, atingiu quase três vezes a biomassa produzida em B0150.  

 A linhagem de A. niger avaliada em nosso estudo cresceu em um meio 

que oferecia o biodiesel B100, como única fonte de carbono, concordando com 

os estudos já citados. 

 

3.3.2.3 Proteínas Totais  

  

Para melhor compreender o comportamento do fungo isolado Aspergillus 

niger, foi realizada a análise de proteínas totais, que também será utilizada para 

correlacionar com a produção de biomassa. 

A Figura 18 apresenta a média dos valores de três replicatas para cada 

dia das amostras com concentração esporos 104 e 106 esporos.mL-1, 

demostrando que o aumento foi gradual, e proporcional nas duas curvas, 

somente no oitavo dia os valores ficam praticamente iguais. Na Figura 18, 

constam os desvios padrão, porém os valores não são perceptíveis, indicando 

que as três replicatas apresentaram valores muito próximos. 

No presente estudo quando comparamos o gráfico de proteínas totais e 

produção de biomassa, é possível perceber que em ambos a partir do quinto dia 

houve um aumento exponencial, e pode-se supor que as proteínas, 

possivelmente enzimas, encontradas na fase aquosa, tenham sido produzidas 

para degradar o substrato presente no sistema bifásico e convertê-lo em 

biomassa. Estes resultados também indicam que o fungo está metabolicamente 

ativo, e se reproduzindo. 

 



79 
 

* 

* 
* 

* 

* 

 

Figura 18. Gráfico de proteínas totais (µg.mL-1) nas duas concentrações testadas 

104 esporos.mL-1 (preto) e 106 esporos.mL-1 (vermelho) durante 8 dias de cultivo. 

* p<0,05 (Teste T de Tukey) 

As proteínas desempenham papéis extremamente importantes, na 

maioria dos processos biológicos, atuando como enzimas, transportadores 

através das membranas celulares e outros. Sabe-se que os indutores 

extracelulares são responsáveis por ativar a produção de enzimas, responsáveis 

pela degradação do substrato, neste estudo ésteres metílicos, para garantir a 

replicação celular. Sendo que depois as enzimas produzidas são excretadas, 

para a interface óleo-água no meio extracelular189.As enzimas extracelulares 

mais especificamente, a lipase e a esterase, são responsáveis por degradar 

moléculas orgânicas complexas em moléculas simples assimiláveis pelos micro-

organismos190. 

Os substratos mais comuns para atuação das lipases são óleos e 

gorduras principalmente triacilgliceróis constituídos de ácidos graxos de cadeia 

longa. Geralmente esse grupo de enzimas não requer a presença de cofatores, 

atuam em ampla faixa de pH, sendo estáveis em altas temperaturas, além de 
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apresentar elevada especificidade191,192,193. As esterases são enzimas capazes 

de hidrolisar geralmente triacilgliceróis de cadeias com menos de dez 

carbonos194,195,196. Esterases e lipases podem ser produzidas por micro-

organismos como Pseudomonas, Bacillus, Lactobacillus, Rhodoccoccus, 

Aspergillus, Geotrichum197. Os fungos filamentosos são considerados bons 

produtores, pois secretam estas enzimas para o meio de cultura em níveis mais 

elevados do que leveduras e bactérias 198,199. 

 Cazarolli, et al.151 observaram a produção de lipase pelo fungo 

Pseudallescheria boydii após 7 dias de cultivo em biodiesel de soja, e o meio 

mineral Buchnell Haas, sendo menor quando comparada a produção em 

biodiesel de linhaça e oliva, no mesmo período. O experimento foi monitorado 

por 60 dias, mas a maior produção ocorreu até o sétimo dia. Boelter et al.200, 

avaliaram o potencial deteriogênico de Pseudallescheria boydii e Meyerozyma 

guilliermondii em biodegradação de diesel puro (B0), biodiesel puro (B100) e 

uma mistura de B10 e meio mineral, durante o armazenamento. A produção de 

biomassa por P. boydii durante 45 dias foi maior na mistura B10 após 45 dias de 

cultivo. A curva de crescimento de M. guilliermondii mostrou crescimento em B10 

e B100. Apesar de não haver produção significativa de biossurfactante, a 

produção de lipase foi detectada de forma qualitativa em ágar tributirina para 

ambos os micro-organismos. Os resultados mostraram que P. boydii cresceu, 

degradando ésteres do biodiesel e hidrocarbonetos presentes no óleo diesel, 

enquanto que a levedura M. guilliermondii cresceu em B100 e B10, porém a 

degradação não foi detectada. 

Os estudos descritos, demonstram uma correlação entre produção de 

biomassa, produção de lipase e degradação de biodiesel.  

 

 3.3.2.4 Quantificação de Ésteres 

 

 No presente estudo identificamos um aumento exponencial na produção 

de biomassa o que nos leva a considerar que houve um consumo dos nutrientes 

disponíveis no sistema bifásico, dentre eles os ésteres metílicos disponíveis na 

fase orgânica. Analisando o percentual de variação entre o primeiro dia de cultivo 

e o oitavo dia, é possível concluir que o oleato e o linoleato de metila são os 

ésteres que mais variaram durante este experimento, para os dois inóculos de 
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A. niger testados. Para o inóculo com concentração de 104 esporos.mL-1, o 

estearato de metila e o palmitato de metila variaram na proporção de 19-22%, já 

para o inóculo 106 esporos.mL-1 estes dois ésteres não apresentaram variação 

significativa. A variação na quantificação de ésteres, ocorreu na seguinte ordem, 

para o inóculo 104 esporos.mL-1, C18:2 e C18:1> C 16:0 > C18:0, e para o inóculo 

106 esporos.mL-1, C18:1>C18:2> C16:0>C18:0 (Tabela 7). 

Tabela 7. Quantificação de ésteres no cultivo de Aspergillus niger em diferentes 

concentrações de inóculo. 

Inóculo/Ésteres 

metílicos 

 

C16:0a 

 

C18:0b 

 

C18:1c 

 

C18:2d 

 

C18:3e 

 
B100 104* 

 

 

22,70% 

 

19,38% 

 

27,10% 

 

27,10% 

 

n.d. 

 
B100 106 * 

 

2,49% 

 

0,19% 

 

11,56% 

 

10,85% 

 

n.d. 

 

*Quantificação de metil ésteres após 8 dias de inoculação. a - palmitato de metila; b - 

estearato de metila; c - oleato de metila; d - linoleato de metila; e - linolenato de metila. 

*concentração inicial – concentração final/ concentração inicial x 100. 

 

 Ambos os gráficos de quantificação ésteres metílicos na fase orgânica 

apresentam oscilações entre o primeiro e quarto dia. No gráfico do inóculo 106 

esporos.mL-1, ocorre um decréscimo na quantidade de ésteres, a partir do quinto 

dia até o oitavo, (Figura 20). Enquanto para o inóculo 104 esporos.mL-1, 

verificamos oscilações neste mesmo período, ou seja, ora aumentam, ora 

diminuem, (Figura 19). Em dados da literatura a quantificação de ésteres é 

relatada entre o primeiro e último dia de cultivo, não temos como comparar os 

resultados aqui encontrados, onde realizamos verificações diárias. No entanto 

podemos apresentar possíveis rotas de degradação para os resultados aqui 

apresentados. 
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Figura 19. Quantificação de ésteres metílicos durante 8 dias de incubação de 

Aspergillus niger na concentração de 104 esporos.mL-1. 

 

 

 

Figura 20. Quantificação de ésteres metílicos durante 8 dias de incubação de 

Aspergillus niger na concentração de 106 esporos.mL-1. 
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A variação na presença de ésteres na fase orgânica pode ser avaliada 

sob quatro condições metabólicas. Primeira, o fungo degrada os ésteres 

metílicos pela ação de enzimas para produzir energia, se multiplicar, e garantir 

a sua sobrevivência200,201. Segunda, parte dos ésteres podem migrar da fase 

orgânica para a fase aquosa pela ação de biossurfactantes151. Terceira, alguns 

biossurfactantes possuem ésteres na sua composição e isto pode confundir as 

quantidades determinadas, ou as oscilações constatadas no período de 8 dias 

de cultivo202,203. E quarta hipótese, é de que a presença de água no sistema 

bifásico cause a hidrólise do biodiesel204 que tem ação surfactante, é um 

detergente poderoso e se emulsiona facilmente nesta condição. A presença de 

água e a característica detergente do biodiesel, são considerados fatores 

importantes para o crescimento microbiano, que gastam menos energia na 

produção de enzimas características da degradação e por isso conseguem 

crescer mais facilmente, acumulando biomassa. 

 Srivastava e Prasad205 notaram que os problemas enfrentados com o 

armazenamento de biodiesel a longo prazo são principalmente degradação 

hidrolítica e oxidativa. A degradação hidrolítica consiste na hidrólise de ésteres 

metílicos quando a água está presente no meio de reação. A solubilidade e a 

emulsificabilidade em água de combustível são fortemente dependentes da 

qualidade do biodiesel. Os autores afirmaram que o biodiesel contendo alto teor 

de produtos intermediários (mono e diglicerídeos) terão a tendência de absorver 

água em maior grau do que os constituintes do biodiesel principalmente ésteres 

metílicos205. 

 De acordo com De Mello et al.149, com base em sua semelhança 

estrutural com surfactantes, FAMEs podem formar associações ordenadas na 

interface da água, resultando em uma redução da tensão superficial da 

água/óleo. Em um estudo, compararam a capacidade de emulsificação de várias 

misturas de diesel e biodiesel, e concluiram que os ésteres de ácidos graxos 

aumentam a estabilidade de minúsculas gotas de óleo em contato com a água, 

diminuindo a sua tensão superficial, e reduzindo assim a chance de reagregação. 

 Outra possibilidade é a presença de biossurfactantes, que são 

moléculas formadas principalmente como metabólitos microbianos secundários 

que desempenham papéis críticos na sobrevivência de micro-organismos, 
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facilitando o transporte, e a captura de nutrientes206. São compostos anfifílicos, 

com grupos hidrofóbicos e hidrofílicos discretos. Estas biomoléculas são 

lançadas para fora da célula, a fim de facilitar a entrada de compostos pela 

membrana celular ou para aumentar a biodisponibilidade de um substrato no 

meio. São capazes de reduzir as tensões superficiais e interfaciais de fluidos 

como água/óleo ou óleo/água207. Todos os biossurfactantes também são 

moléculas anfipáticas, sendo a porção hidrofílica composta por ésteres, fosfatos 

e outros, e a porção hidrofóbica um ácido graxo que pode variar de 8-18 

carbonos 202, 208. 

Os ascomicetos filamentosos Aspergillus, Penicillium e Fusarium são os 

gêneros mais estudados para a produção de biossurfactantes209,210,com 

rendimentos mais elevados em comparação com os das leveduras211. Além de 

apresentarem excelente capacidade de redução da tensão superficial e 

interfacial212. Aspergillus fumigatus demonstrou alta produção de biossurfactante 

utilizando resíduos agrícolas como substrato, e óleo diesel213. Aspergillus niger 

é capaz de produzir biosurfactante, da classe dos glicosoforolipídios, sendo que 

esta classe é composta majoritariamente por ácido palmítico, olêico, e 

linolênico203. Em um estudo já foi constatada alta produtividade de 

biossurfactante por A. niger no quarto dia de cultivo214. 

 Sperb et. al.215, obtiveram resultados diferentes ao realizarem estudo 

com Aspergillus niger durante sete dias, utilizando extrato de malte e óleo de 

soja como fontes de carbono em diferentes proporções, observaram que em um 

meio pobre em fontes de carbono houve maior produção de lipase e 

biossurfactante, e menor produção de biomassa. Enquanto a maior produção de 

biomassa foi verificada quando havia maior quantidade de fontes de carbono 

disponíveis, já a produção de lipase e biossurfactante diminuíram nesta 

condição. 

 Cazarolli et al.151 constataram a migração de ésteres do óleo fase 

(biodiesel de soja) para a fase aquosa (meio mineral) em experimento de 

microcosmo. Após 7 dias de incubação, houve migração de ésteres com longas 

cadeias de carbono, incluindo palmitato de metila (C16), estearato de metila 

(C18), oleato de metila (C18: 1), linoleato de metila (C18: 2) e linolenato de metila 

(C18:3) para o fase aquosa, detectada por cromatografia em fase gasosa 

acoplada a espectrometria de massas (GC-MS). No caso, não foram observadas 
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mudanças significativas no percentual de ésteres na fase oleosa (C16,C18, C18: 

1, C18: 2 e C18: 3), assim a população microbiana pode ter usado as frações 

migradas para a fase aquosa, ou outros componentes do biodiesel, como 

glicerina, ou mesmo compostos de mono, di e triacilglicerídeos, poderiam ter sido 

consumidos, aumentando a suscetibilidade do biodiesel a contaminação 

microbiana. 

 A degradação de ésteres metílicos de soja (B100) também já foi 

avaliada por Bücker et al.150 a partir da fase oleosa de culturas de 60 dias de 

Aspergillus fumigatus, Paecilomyces sp., Candida silvicola e Rhodotorula sp.. 

Aspergillus fumigatus apresentou maior índice de degradação do que 

Paecilomyces sp. Ambos degradaram preferencialmente o C16 (palmitato de 

metila) e C18 (estearato de metila); sendo que esses ésteres foram degradados 

em maior grau por Aspergillus fumigatus (cerca de 15% para ambos os ésteres) 

do que por Paecilomyces sp. (0,6% e 3,5%, respectivamente). Em tais 

experimentos A. fumigatus atingiu quase três vezes a biomassa em B100, 

quando comparado ao B0.  

 Uma avaliação mais detalhada da fase aquosa e da fase orgânica se 

faz necessária, para identificarmos as causas da variação da presença de 

ésteres apresentadas neste estudo.  

   

3.3.2.5 Análises por Espectrometria no Infravermelho 

 

A Figura 22 mostra o espectro infravermelho para os inóculos 104 e 106 

de A. niger, durante os oito dias de cultivo. A faixa de absorção na região de 

1200-1100 cm-1 e em torno de 1750 cm-1 está associada ao estiramento das 

ligações C-O e C=O, respectivamente, enquanto as bandas de absorção na 

região em torno de 3000-2800 cm-1 estão associadas as ligações de C-H da 

cadeia saturada. A faixa de absorção em torno de 3050 cm-1 está relacionada 

com as ligações de C-H dos carbonos insaturados. 
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(a) 

 

(b)

 
Figura 21. (a) Espectros médios, fase orgânica (104 esporos.mL-1); (b) Espectros 

médios, fase orgânica (106 esporos.mL-1). 

 

O destaque da região entre 1800-1600cm-1, para as duas concentrações 

de inóculo, apresentado na figura 23 a e 23 b, evidencia o aparecimento de um 

pico secundário na região entre 1710 cm-1 e 1725 cm-1, que sugere a formação 

de intermediários de compostos carbonilados, ácidos graxos livres105, 

consequência do processo de deterioração. Já que o biodiesel é inicialmente 

clivado em ácidos graxos livres e metanol. No oitavo dia do experimento, é 

perceptível um pico mais saliente, e a medida que regressamos ao tempo inicial, 

este pico vai reduzindo, demonstrando as fases do processo de deterioração. 

  

 

Figura 22. Destaque para a região espectral 1800-1600cm-1. (a) espectros 

médios, fase orgânica 104 esporos.mL-1 (b) espectros médios, fase orgânica 106 

esporos.mL-1.  
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 A presença de ácidos graxos livres detectada por infravermelho, pode 

estar relacionada a o processo de hidrólise, ou ainda ao processo de 

biodeterioração já discutidos anteriormente. Este estudo também identificou o 

acúmulo de biomassa e a produção de proteínas totais, estas evidências nos 

levam a concluir que houve ação de enzimas, como esterases e lipases, para 

clivarem o substrato e proporcionarem a sua absorção pelo fungo A. niger. As 

esterases apresentam capacidade de hidrolisar ésteres solúveis em água, 

incluindo triacilglicerídeos de cadeia curta, este processo leva a formação de 

ácidos carboxílicos e álcoois correspondentes. As lipases são enzimas lipolíticas 

capazes de hidrolisar triacilglicerídeos não solúveis, compostos por ácidos 

graxos de cadeia longa, presentes em ésteres insolúveis em água, como 

resultado ocorre a formação de ácidos graxos livres e glicerol216,217. Os ácidos 

graxos livres podem ser utilizados pela via β-oxidativa218. Na figura 21 estão 

representados três locais possíveis em que lipases e esterases podem atuar nos 

ácidos graxos. 

 

  

Figura 23. Ligações ésteres no biodiesel possivelmente hidrolisadas por lipases 

e/ou esterases (indicada por setas) o número da figura muda 

 

 
3.3.2.6 Análise por Componentes Principais (PCA) 

 

 A Análise por Componentes Principais para os inóculos 104 e 106 

esporos.mL-1, foi realizada com os espectros centrados na média. A figura 24a 

apresenta a PC1 x PC2 das fases orgânicas, para as duas concentrações de 

inóculo, onde a PC1 acumula 83,35% da informação, e a PC2 8,49%. As 

amostras separam-se majoritariamente em relação à ordem crescente de tempo 
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de cultivo em relação à PC1. Amostras referentes aos tempos 1 a 5 nesta 

concentração de inóculo estão predominatemente sobre o semieixo negativo de 

PC1 e as demais no semieixo oposto. As amostras referentes ao inóculo 

106 esporos.mL-1 estão distribuídos significativamente mais à direita (p = 3,10.10-

8, teste t de student) com tempos de cultivo 4 a 8 dias projetados sobre o 

semieixo positivo de PC1. O gráfico de pesos em PC1 (Figura 24b) indica que 

este perfil de distribuição das fases orgânicas se deve à contribuição positiva em 

1711 cm-1 (máximo da banda C=O de ácido carboxílico)e contribuição negativa 

em 1741 cm-1 (máximo da banda C=O de éster metílico). Amostras com valores 

elevados de absorbância em 1711 cm-1, e consequentemente diminuição da área 

sob a banda em 1741 cm-1 são aquelas com maior concetração de ácidos graxos 

livres sendo deslocadas para a direita em relação à PC1 e vice-versa. Em PC2 

a distribuição ocorre no sentido inverso, pois o peso da absorbância em 1711 

cm-1 é negativo (somada a contribuições secundárias em 2924, 1458 cm-1 e 1414 

cm-1) junto com absorbâncias positivas em 1731 cm-1. e 1171 cm-1. Este perfil é 

característico para as amostras de fases orgânicas obtidas com o inóculo 

106 esporos.mL-1: amostras referentes aos dias 1 a 3 (semieixo de PC1) e 4 a 8 

(semieixo positivo de PC1) estão distribuídas em ordem decrescente em relação 

à PC2. As amostras correspondentes ao oitavo dia de cultivo, para as duas 

concentrações de inóculo 104 e 106 esporos.mL-1 estão todas próximas, na PC2 

negativa, assim como duas replicatas para o inóculo 106 esporos.mL-1, 

correspondente ao sétimo dia de cultivo. Os gráficos de produção de biomassa 

e proteínas totais também apresentam uma proximidade entre os dois grupos 

estudados no oitavo dia de cultivo, indicando a degradação de substrato e 

acúmulo de biomassa. 
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Figura 24. Análise por Componente Principais (PC1xPC2) do conjunto de 

espectros ATR-FTIR de fases orgânicas (biodiesel) de cultivo bifásico de A. niger 

(concentrações de inóculo de 104 e 106 esporos.mL-1) coletadas diariamente 

entre 1 e 8 dias: a) Distribuição de escores; b) Pesos das três primeiras PCs. 
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4. Predição de Produção de Biomassa de Fungos Filamentosos Cultivados 

em Biodiesel de Soja Empregando Espectrometria no Infravermelho 

Associada a Técnicas Quimiométricas 

 

4.1 Objetivos 

 

I) Quantificar e comparar a produção de biomassa de fungos filamentosos 

cultivados em fase líquida bifásica de biodiesel de soja e meio mineral; 

II) Caracterizar a biomassa dos fungos sob cultivo em meio sólido padrão BDA 

por Espectroscopia no Infravermelho com transformada de Fourier via 

Reflectância Total Atenuada (ATR-FTIR); 

III) Avaliar padrões de impressão digital metabólica da biomassa fúngica 

caracterizada por ATR-FTIR utilizando Análise por Componentes Principais 

(PCA); 

IV) Avaliar a predição de produção de biomassa de fungos filamentosos 

cultivados em biodiesel de soja através de regressão pelo Método de Mínimos 

Quadrados Parciais (PLS) e das impressões digitais metabólicas de biomassa 

cultivada em meio sólido padrão BDA; 

 

4.2 Materiais e Métodos 

 

4.2.1 Síntese do Biodiesel 

A síntese de biodiesel foi realizada por meio de reação de 

transesterificação com base no método TDSP100. Foi sintetizado 1.000 mL de 

biodiesel de soja, cuja matéria prima, óleo de soja marca “Leve”, adquirido em 

mercado local em Santa Cruz do Sul, RS, Brasil. 
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4.2.2 Grau de Conversão da Síntese de Biodiesel 

 

 Análise usando RMN 1H foi realizada para verificar o grau de conversão 

dos ácidos graxos em ésteres metílicos, e para verificar a presença de impurezas 

no biodiesel102. 

  

4.2.3 Esterilização 

 

O biodiesel de soja foi esterilizado através de filtragem a vácuo em 

kitassato, utilizando membrana GS em éster de celulose 0,22µm, Merck. 

 

4.2.4 Fase aquosa 

 

 O meio mineral Bushnell-Haas184, (1,0 KH2PO; 0,2 MgSO4; 0,02 CaCl2; 

1,0 K2HPO4; 0,05 FeCl3; 1,0 NH4NO3 (g.L-1)) foi utilizado como fase aquosa. O 

biodiesel foi utilizado como fonte de carbono, como descrito no item 4.2.1. 

 

4.2.5 Amostras, padronização e inoculação 

  

Dezenove fungos filamentosos isolados do meio ambiente foram 

cultivados a 30oC durante 7 dias em meio Ágar Batata Dextrose (BDA). As 

células fungicas foram preparadas em água destilada, e padronizado em 600 nm 

para obter uma absorbância entre 0,4 e 0,6, o que corresponde a 

aproximadamente 2x107 esporos.mL-1, nos diferentes isolados testados219. Em 

frascos de 20 mL, foi produzido um microcosmo contendo 4 mL de biodiesel de 

soja, e 4 mL do meio mineral Bushnel Hass184 , na interface foi inoculado 300 µL 

em triplicata dos esporos previamente padronizados, os quais foram cultivados 

durante 14 dias no escuro e em temperatura ambiente. 

 

4.2.6 Determinação de Biomassa 

 

Após 14 dias, a biomassa interfacial foi filtrada em papel filtro 

anteriormente pesado, que foi extraído com 3 mL de hexano para remover o 

combustível aderido à biomassa. Os papéis filtro foram incubados a 30oC por 48 
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h, e transferidos para uma câmara de desidratação por 24 h para remover a 

água. O peso seco foi registrado e a biomassa foi calculada como peso final 

menos o peso inicial (em gramas), para cada triplicata. 

 

4.2.7 Leitura do Micélio por Infravermelho 

 

 Alíquota de 900 µL de inóculo preparado anteriormente foi inoculado em 

placas de Petri de 7 cm de diâmetro e 8 mL de meio BDA a 37oC, nos tempos 

de 24 h e 48 h. Cinco réplicas (fragmentos com 1 cm x 1 cm) de cada cultura 

foram cortadas com lâmina de bisturi, depositadas em papel de filtro (0,5 cm x 

2,5 cm) Whatman No. 1 (Sigma-Aldrich), conforme protocolo previamente 

estabelecido para culturas fúngicas filamentosas220,colocados em placas de 

Petri e desidratadas em estufa de secagem a 50˚C por 1 hora. Em seguida o 

fragmento de cultura em papel foi depositado sobre cristal de ZnSe com pressão 

gauge de 70-75 N.m-2 em acessório UATR Perkin Elmer®, acoplado a um 

espectrômetro Spectrum 400 FT-IR/FT-NIR, Perkin Elmer®. Os espectros foram 

adquiridos na faixa de 4000 - 650 cm-1, com resolução de 4 cm-1, e 4 varreduras. 

Foram feitas 5 leituras para cada amostra. 

 

4.2.8 Análise de Dados e Quimiometria 

 

Tratamento quimiométrico foi realizado em software Pirouette 4.0, 

(Infometrix). O conjunto de espectros de biomassa micelial de 24 e 48h foi 

normalizado pela amplitude (0-1) e, após, transformados pela 1ª ou 2ª derivadas 

aplicando algoritmo de Savitzky-Golay (5 pontos) na faixa espectral total.  

A análise por componentes principais foi aplicada ao conjunto de dados, 

após os mesmos serem centrados na média. Teste t de Student aplicado em 

cada componente principal (PC) buscando maximizar discriminação entre 

biomassa de 24h e de 48h. Foram consideradas significativas as discriminações 

quando p<0,05. 

 Regressão por mínimos quadrados parciais ortogonais (OPLS) foi 

aplicada buscando correlacionar as informações espectrais da biomassa fúngica 

sob cultivo em meio sólido a 24/48h (variáveis independentes, matriz X) com os 
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respectivos valores de peso seco de cada amostra obtidos pelo ensaio de cultivo 

bifásico em biodiesel (variável dependente, matriz Y).  

Primeiramente, foi aplicada a validação cruzada com mútua exclusão 

(LOOCV) de cinco por vez foi aplicada ao conjunto total de dados para 

estabelecer o número mínimo de variáveis latentes para alcançar coeficiente de 

determinação  0,99, utilizando-se um máximo de duas componentes de 

correção de sinal ortogonal. 

Em seguida procedeu-se à divisão do conjunto de dados em conjunto de 

calibração (CC) e de previsão (CP) através da segregação sistemática alternada 

1:1, a partir do conjunto de valores de biomassa produzida no ensaio de biodiesel 

organizado em ordem crescente. Nesta segregação, tomou-se o cuidado para 

que as amostras de maior e menor valor de biomassa fizessem parte do conjunto 

de calibração.  

Modelo de calibração OPLS foi aplicado a CC nas mesmas condições 

otimizadas com o conjunto total de espectros, porém respeitando-se o número 

máximo de VLs (A) conforme a regra:  

A=(N/6) -1)   

onde N é o número de colunas da matriz X de CC (ASTM, 2017)174.  

A qualidade do modelo PLS foi avaliado pelas seguintes figuras de mérito 

(em função do número de variáveis latentes) apara CC e CP: 

a) exatidão, através do erro quadrático médio de validação cruzada 

(RMSECV) para CC e erro quadrado médio de previsão (RMSEP) para CP; 

b) ajuste através do coeficiente de determinação R2. 

 

4.3 Resultados e Discussão 

 

4.3.1 Grau de Conversão da Síntese de Biodiesel 

 

O conteúdo de ésteres para a síntese de biodiesel de soja foi de 98,5%, 

estando de acordo com a legislação72. A análise foi realizada por RMN 1H. 
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4.3.2 Leitura do Micélio por Infravermelho 

 

Neste estudo utilizamos espectros no infravermelho médio, para 

caracterizar o micélio das 19 amostras de isolados fúngicos do ambiente em 

diferentes tempos de cultivo. Na literatura não foram encontrados estudos 

específicos sobre esta correlação. Os espectros foram normalizados, e após 

realizada a transformação pela 1ª ou 2ª derivada (Figura 25).  

 

  

  
Figura 25: a) Conjunto total de espectros; b) espectros médios (com atribuições 

das principais bandas) normalizados das amostras de biomassa fúngica 

cultivadas em meio sólido BDA em 24h e 48h. c) conjunto total de espectros após 

transformação pela 1ª derivada; d) conjunto total de espectros após 

transformação pela 2ª derivada.  

 

Diferenças entre os dois conjuntos de espectros originais ocorrem 

predominantemente nas regiões 3300-3100 cm-1, 1750-1700 cm-1 e 1100 a 650 
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cm-1, (Figura 25a). A transformação com a 1ª ou a 2ª derivada intensifica e amplia 

estas diferenças na região de 2300-650 cm-1 (Figuras 25c e 25d).  

Os espectros médios apresentam bandas características dos principais 

componentes intracelulares (Figura 25b). 

Em 3500-3000 cm-1 estão as contribuições das deformações O-H, 

predominantemente oriundas de carboidratos de parede celular como quitina, e 

 e glicanos, e ribose de ácidos nucleicos sobrepostas à deformação N-H de 

bases de ácidos nucleicos e de ligação amida de proteínas (amida A)221.  

Na sequência, em 3100-2850 cm-1, estão as bandas de deformação de 

cadeias alifáticas (C-H vinílica, CH3 e CH2 assimétricas e simétricas) 

predominantemente de triacilglicerois, fosfolipídios e ácidos graxos livres 

sobrepostas à banda de menor intensidade de grupos metinos de 

carboidratos221. 

Em 2550-1900 cm-1 ocorre baixa contribuição de absorções de grupos 

NH3
+ de aminoácidos livres (predominantemente), peptídeos e proteínas 

protonados221,222. 

Em 1750-1720 cm-1 ocorrem as contribuições da deformação C=O de 

ácidos carboxílicos de ácidos graxos livres e ésteres (predominatemente 

triacilglicerois).  

Em 1720-1630 cm-1 e 1630-1550 cm-1 observam-se as bandas de amida 

I e II, respectivamente, associadas à presença de proteínas e peptídeos. A 

primeira tem contribuições da deformação C=O da ligação amida e a segunda 

se deve à sobreposição da deformação C-N-H no plano e C-N da mesma 

ligação. A estrutura fina destas bandas permite caracterizar estruturas 

secundárias de proteínas (-hélice, folha-pregueada paralela e 

antiparalela)221,222. 

Contribuições do grupo fosfato inorgânico livre e de derivados orgânicos 

(ácios nucleicos, fosfolipídeios) ocorrem na faixa de 1270-1200 cm-1 com 

máximo em 1250 cm-1 (>P=O assimétrica)221.  

Em 1200-900 cm-1 observam-se as deformações C-O dos carboidratos de 

parede celular (prediminantemente) e de ácidos nucleicos e de resíduos de 

cadeias laterais de aminoácidos hidroxilados sobreposta à banda (>P=O 

simétrica)221. 
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As regiões destacadas na Figura 25b, são as principais encontradas na 

constituição do micélio fúngico. O crescimento micelial é dependente do 

processo de translocação, onde o material celular é direcionado para as regiões 

em desenvolvimento223, permitindo a formação das estruturas celulares, como a 

parede, e com isso facilitando a ocupação dos ambientes pelo microrganismo. 

Em condições normais de desenvolvimento, a estrutura da parede celular é 

baseada na parede já existente nas células progenitoras, que são estendidas e 

remodeladas. Neste caso, ela serve como um arcabouço para a incorporação de 

novos materiais dentro dos pontos de crescimento224. A parede celular 

compreende cerca de 15-30% do peso seco da célula fúngica225, sua 

composição química, estrutura e dimensão variam consideravelmente, 

dependendo das condições ambientais e/ou de cultivo laboratorial e essa 

formação é coordenada com o metabolismo celular224. A composição química da 

parede celular é bastante complexa, constituída principalmente por 

polissacarídeos, ligados ou não a proteínas ou lipídeos, polifosfatos e íons 

inorgânicos formando a matriz de cimentação. Quitina, glucanas, 

galactomananas e proteínas são compostos mais frequentes, embora sua 

quantidade varie entre as diferentes espécies de fungos226. 

 A espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) 

é um método que pode ser usado para caracterizar a composição bioquímica 

das células microbianas. Em diferentes áreas, como medicina clínica227,228, na 

indústria alimentícia229,230, e área ambiental231,232, a espectroscopia por FTIR é 

utilizada, como uma análise de rotina para rápida caracterização, e identificação 

de microrganismos com baixo custo. Os espectros são obtidos de células em 

seu estado nativo, embora parcialmente desidratado, sendo que representam 

uma ''impressão digital molecular” da composição química total da célula. O 

status fenotípico de uma célula microbiana depende fortemente das condições 

de cultivo, e os espectros representam uma impressão digital única de lipídios, 

proteínas, ácidos nucleicos e carboidratos229,230. Através do FTIR é possível 

detectar constituintes que formam a biomassa fúngica, e empregando 

ferramentas quimiométricas correlacionar este crescimento com a composição 

química da célula. 

 O FTIR já foi utilizado com sucesso para a seleção de cepas fúngicas 

com potencial para hidrolisar a biomassa de microalgas. A Análise de 
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Componentes Principais (PCA), e a Análise Hierárquica de Cluster (HCA) foram 

ferramentas úteis para a triagem das cepas estudadas233. Em outro estudo o 

FTIR foi utilizado para identificar fungos produtores de ácidos graxos poli-

insaturados em diferentes fontes de carbono, apresentando ótimos resultados234. 

Um estudo em clínica médica, determinou a concentração inibitória mínima (MIC) 

de itraconazol para Fonsecaea pedrosoi, agente da cromoblastomicose, usando 

FTIR e quimiometria. Os modelos demonstraram uma alta correlação entre os 

valores de referência, com os valores preditos235.  

 Através do FTIR associado à ferramentas quimiométricas, é possível 

também identificar a degradação de biodiesel. Em um estudo foi realizada a 

avaliação de biodeterioração de B10, com a utilização de biocida em diferentes 

concentrações, utilizando a intensidade de absorção da região do pico da 

carbonila, através da HCA e da PCA, apresentando resultados satisfatórios236. 

Outro estudo utilizou diferentes concentrações de esporos, e diferentes 

concentrações de biodiesel, para avaliar o processo de degradação por FTIR e 

PCA, onde foi possível identificar diferenças nos espectros para as diferentes 

concentrações de inóculo. Além de avaliar a formação de biomassa, que também 

está relacionada com a presença de biodiesel e a sua degradação188. Em seu 

trabalho, Zimmer e colaboradores237, monitoraram a degradação de 

biocombustível, em diferentes tempos por até 60 dias, com diferentes 

concentrações de inóculo (fungos, bactérias e leveduras), utilizando a região da 

carbonila. A HCA e PCA foram utilizadas para analisar os espectros obtidos, 

demonstrando um decréscimo na banda da carbonila ao longo do tempo, estes 

dados também foram comparados a produção de biomassa, que aumentou 

neste período. 

         Os estudos mencionados demonstram que existe uma correlação entre a 

presença de biodiesel, formação de biomassa, crescimento microbiano, e 

processos de degradação. 

 

4.3.3 Análise por Componentes Principais (PCA)  

 

A transformação dos dados espectrais influenciou significativamente na 

distribuição de variância entre as componentes principais e na discriminação dos 

conjuntos de espectros de 24 e de 48h com base nos seus escores (Tabela 8). 
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A PCA dos dados originais compacta 91,59% dos dados originais nas 

quatro primeira PCs. A transformação dos dados com 1ª e 2ª derivadas 

redistribui a variância original dos dados diminuído a compactação para 68,88% 

e 47,78% respectivamente (Tabela 8). 

A maior discriminação entre os grupos com os dados originais ocorre ao 

nível de PC2, seguido por PC1 e (Figura 26a). Contribuições relevantes em PC2 

compreendem as regiões de 1500 a 1300 cm-1 (contribuições negativas) e 1000-

900 cm-1 (contribuições positivas) (Figura 26b). 

 

Tabela 8. Características da Análise por Componentes Principais aplicada sob 

diferentes transformações de variáveis ao conjunto de impressões digitais 

metabólicas de biomassa fúngica cultivada em 24 e 48h em meio sólido BDA. 

 

Componentes 

Principais 

Transformação dos dados 

Dados originais 1ª derivada 2ª derivada 

VR(%) p VR(%) p VR(%) p 

PC1 61,68 6,49.10-8 31,06 2,17.10-24 20,44 1,43.10-1 

PC2 13,34 1,65.10-26 16,60 9,68.10-14 15,69 1,26.10-89 

PC3 10,70 5,76.10-6 15,71 2,08.10-6 6,37 6,66.10-2 

PC4 5,77 4,99.10-1 5,51 9,91.10-3 5,28 3,04.10-2 

PC5 1,96 1,46.10-2 5,00 3,90.10-1 4,18 3,74.10-1 

PC6 1,71 1,18.10-1 2,80 2,99.10-1 3,57 7,88.10-1 

PC7 1,34 3,34.10-2 2,39 2,60.10-2 2,42 2,93.10-1 

PC8 0,73 6,98.10-1 2,07 1,15.10-1 2,35 1,99.10-1 

PC9 0,66 8,10.10-1 1,49 4,91.10-3 1,99 8,34.10-1 

VR = Variância relativa; p = nível de significância com base no teste t de Student entre escores 

dos dois conjuntos de dados. Nível de significância mínimo: p  5.10-1. Total de 190 espectros 

ATR referentes a quintuplicatas de 19 amostras em dois tempos de cultivo (24 e 48h) 

normalizados pela amplitude e centrados na média sem rotação.  

 

A transformação com 1ª derivada intensifica a discriminação em PC1 

(Figura 26c), com forte contribuição positiva próxima à 1000 cm-1 (Figura 26d). 

A introdução da 2ª derivada altera a variância original dos dados em PC2 de 

modo a alcançar a máxima discriminação dos dois conjuntos de espectros de 

biomassa (Figura 26e). Contribuições relevantes neste caso ocorrem 

distribuídas ao longa da faixa de 2300 a 2000 cm-1, próximas a 1500 cm-1 e 1200 
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a 650 cm-1 (Figura 26f) ressaltando a dependência de diversos componentes 

intracelulares na produção de biomassa micelial. Esta separação pode estar 

associada com a maior expressão de micélio reprodutor, e de metabólitos 

primários e/ou secundários naquelas amostras.  

 

  

  

  

Figura 26. Gráficos de PC1CxPC2 e respectivos pesos de PC1, PC2 e PC3 para 

o dois conjuntos de espectros ATR normalizados e centrados na média das 

amostras de biomassa fúngica cultivadas em meio sólido BDA em 24h e 48h: a) 

Gráfico dados originais; b) Gráfico de pesos dados originais; c) Gráfico de 1a 
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derivada; d) Gráfico de pesos 1a derivada; e) Gráfico de 2a derivada; d) Gráfico 

de pesos 2a derivada . 

 

4.3.4 Regressão por Mínimos Quadrados Parciais (PLS) 

 

Para a análise por PLS as melhores condições de ajuste entre dados 

espectrais e a produção de biomassa, foram primeira derivada (com janela de 5 

pontos) no pré-processamento por amostra e correção de sinal ortogonal (2 

componentes). 

Em seguida, o conjunto de dados foi separado em um conjunto de 

calibração (CS, treinamento) e conjunto de previsão externo (PS, teste ou 

validação) usando o particionamento sistemático alternado de 1:1, ordenado do 

menor para o maior valor de biomassa. Propositalmente, os valores mínimo e 

máximo de cada parâmetro foram preservados em CV. Assim, CV foi elaborada 

com 10 amostras de biomassa fúngica (50 espectros) e CP foi elaborada com 9 

amostras (45 espectros).  

O número ideal de variáveis latentes no CV foi determinado pela 

reaplicação da regressão PLS com LOOCV, selecionando o número mínimo de 

variáveis latentes que geraram um desvio padrão relativo (DPR) menor que 1%. 

Este método foi utilizado em conformidade com o limite máximo de variáveis 

latentes permitidas em função do número de elementos CV conforme 

recomendado pela norma ASTM E1655-176.  

As figuras de mérito e homogeneidade dos modelos PLS obtidos para 

cada CV foram avaliadas pelo gráfico LV1xLV2, desvio padrão relativo (DPR), 

pelo erro quadrático médio de validação cruzada (RMSECV) e pelo coeficiente 

de determinação (R2) e coeficiente de correlação de resíduos (Rr) (determinado 

pela análise de regressão entre resíduos e respectivos valores de referência) 

(Tabela 9). Os valores de CP foram preditos adicionando um elemento de cada 

vez ao CV, retrabalhando o modelo por LOOCV e identificando o valor previsto 

para o elemento em questão. O desempenho do CP foi avaliado pelo erro 

quadrático médio de predição (RMSEP) assim como pelo gráfico LV1xLV2, R2, 

Rr e RSD (substituindo os valores de CV pelos seus respectivos valores de CP) 

como previamente definido. 
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Os modelos otimizados de PLS para 24h e 48h de cultivo do micélio foram 

obtidos com 2 variáveis latentes (Tabela 9). O gráfico LV1xLV2 (Figura 27a), 

para o micélio analisado após 24h de cultivo, acumula 95,98% da variância para 

o conjunto de calibração, e 96,20% para o conjunto de predição, mostrando 

homogenidade entre os dois conjuntos com poucos outliers (linha sólida para 

CC, linha pontilhada para CP). Para o conjunto com cutivo de 48h (Figura 27b) 

o CC acumula 94,80% da variância,e CP 95,07, para esta análise houveram 

outliers somente para CC, indicando também a homogenidade entre os dois 

conjuntos. 

 As curvas de regressão de 24h (Figura 27c) e 48h (Figura 27d) 

mostraram uma alta correlação entre os valores de referência e os valores 

preditos pelo FTIR com DPR <1%, R2> 0,999 para os conjuntos de predição 

(Tabela 9). O modelo de 24h apresentou o melhor desempenho. 

Os gráficos dos resíduos para 24h (Figura 27e) e 48h (Figura 27f) indicam 

que não existe viés de predição, pois as amostras estão distribuídas 

aleatoriamente em torno do eixo, não obedecendo a uma lógica de distribuição 

no sentido crescente ou decrescente. 

 Os vetores de regressão para 24h (Figura 27g) e 48h (Figura 27h), 

mostraram grande similaridade com os picos de espectro médio da 1ª derivada, 

exceto para variações específicas, onde é possível observar que em 

determinadas regiões ocorrem intensificação, atenuação, ou inversão do sinal 

do vetor de regressão em relação ao sinal do espectro, podendo sugerir que 

estas regiões foram as mais significativas para criação do modelo.  
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Figura 27. Análises realizadas por PLS: a) LV1 X LV2 para o conjunto de 

calibração e o conjunto de validação micélio de 24h; b) LV1 X LV2 para o 

conjunto de calibração e o conjunto de validação micélio de 48h; c) Gráfico de 

correlação entre o conjunto de calibração e o conjunto de predição do micélio de 

24h; d) Gráfico de correlação entre o conjunto de calibração e o conjunto de 

predição do micélio de 48h; e) Gráfico de resíduos micélio de 24h; f) Gráfico de 

resíduos micélio de 48h; g) Vetor de regressão comparado ao espectro médio 

do micélio de 24h; h) Vetor de regressão comparado ao espectro médio do 

micélio de 48h.  
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Tabela 9. Figuras de mérito dos modelos de micélio analisado em diferentes 

tempos por ATR-FTIR supervisionado pelo peso seco. 

 

Conjunto 
de 

amostras 
LV 

Variância 
(%) 

RMSECV(g) 
RMSEP(g) 

     R2      Rr
2 

 
DPR 
(%)            

 

 
Faixa de 

quantificação 
 

 

Biomassa 24h 

CC 2 
 

95,98 
 

 6,61x10-4  0,9970 0,0368 1,97 0,022g - 0,052g 

CP 2 96,20 3,99x10-4  0,9968 0,0309 1,20 0,025g - 0,049g 

Biomassa 48h 

CC 2 94,79 

 

6,78x10-4  
 

0,9969 3,43.10-5 2,02 0,022g - 0,052g 

CP 2 95,08 8,38x10-4  0,9905 0,1395 2,54 0,025g - 0,049g 

LV = variável latente; RMSECV = erro quadrático médio da validação cruzada; RMSEP = erro 

quadrático médio de predição; R2 = coeficiente de determinação de validação cruzada com exclusão 

em etapas de cinco por vez; Rr = coeficiente de correlação entre resíduos e seus respectivos valores 

de referência; DPR = desvio padrão relativo; CC = conjunto de calibração; CP = conjunto de predição. 

Todos os modelos foram obtidos com dois componentes de correção do sinal ortogonal. 

 

Regressão PLS baseada em dados espectroscópicos vibracionais na 

região do MIR é o método comumente usado para quantificar analitos em 

diferentes matrizes orgânicas8,9,11,12. Por outro lado, as aplicações para predição 

de propriedades do metabolismo celular microbiano são mais restritas196,197,198. 

Previsões desta natureza (produção de biomassa fúngica, por exemplo) são 

dependentes da presença ou expressão de vários componentes intracelulares o 

que torna a regressão linear PLS dependente de diversas variáveis (números de 

onda no espectro ATR) que representam estas substâncias na matriz 

investigada. Os vetores de regressão mostram a dependência do crescimento 

de diversos fatores presentes no ambiente intracelular, ressaltando maiores 

contribuições na faixa de 2200 a 650 cm-1 com destaque para a região entre 

1000 a 950 cm-1. Na fase inicial de crescimento fúngico, grande parte da 

composição da biomassa está associada à formação da parede celular e da 

presença de ácidos nucleicos em replicação ambos com forte contribuição para 

a banda C-O própria desta região espectral. 
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 Soma-se a isto o fato de estarmos correlacionado uma biomassa 

produzida numa condição diferente (cultivo em fase sólida, meio BDA) daquela 

em que foi realizado o ensaio de produção de biomassa tendo como substrato o 

biodiesel (cultivo líquido bifásico). Esta proposição veio para facilitar a avaliação 

do potencial de fungos filamentosos, particularmente anemófilos, de 

contaminarem o biodiesel e contribuírem para a sua biodegradação. O ensaio de 

biodegradação é mais complexo e demorado necessitando de etapas como, 

preparo ou aquisição do biodeiesel em conformidade com a legislação, 

esterilização do meio mineral e do biodiesel separadamente além da etapa de 

filtração, secagem e pesagem da biomassa desidratada. Por outro lado, o ensaio 

de cultivo em meio sólido BDA é rotineiro em laboratório de microbiologia, com 

rápida pesagem e diluição do meio, esterilização, plaqueamento e inoculação. 

Neste contexto, este trabalho trouxe como hipótese, demonstrar o potencial de 

crescimento de diferentes fungos em sistema bifásico com biodiesel de soja, 

correlacionando a biomassa formada, com o status fenotípico da célula 

microbiana produzida em meio BDA e analisada por FTIR. Esta hipótese foi 

confirmada com os modelos ATR/OPLS obtidos, sendo mais adequado para o 

método o cultivo de 24h em BDA, demonstrando-se na sua natureza constitutiva 

a maior parte desta propriedade microbiológica. A exclusão de parte da variância 

espectral irrelevante da biomassa fúngica foi alcançada aplicando a correção de 

sinal ortogonal. Esta operação é comumente necessária em se tratando de 

matriz biológica complexa para alcançar a robustez do método PLS235. Dentre 

as vantagens desta metodologia está a possibilidade de realização de uma 

rápida triagem de cepas fúngicas, com potencial de crescimento em tanques de 

abastecimento de biodiesel, com baixo custo e exatidão. Uma das limitações 

deste estudo é o fato de não termos identificado as espécies fúngicas, portanto 

o modelo pode apresentar restrições para aplicação a outros gêneros. Neste 

estudo foram utilizadas somente linhagens reprodutoras de micélio vegetativo 

hialinos.  
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5. CONCLUSÕES 

 

  No primeiro estudo, o conteúdo de biodiesel de gordura animal na 

mistura foi avaliado por cartas de controle multivariadas. Os espectros de ATR-

FTIR combinados com os MCCs foram capazes de identificar corretamente a 

maioria das informações de conteúdo de gordura animal na carta NAS, bem 

como a variação da matriz na carta de interferentes, demostrando ser uma 

ferramenta confiável para avaliar esses parâmetros com a devida mudança de 

composição no conjunto de calibração, tais como, inserir o biodiesel de linhaça 

neste conjunto. 

 Ao aplicarmos o PLS-DA sobre o mesmo conjunto de dados observou-

se baixos erros de calibração e predição para a detecção dos diversos 

componentes, confirmando que esta ferramenta quimiométrica, se apresenta 

como um modelo robusto na classificação das matérias-primas e do adulterante 

utilizados neste estudo. 

 A análise espectroscópica por ATR-FTIR combinada com PLS foi muito 

eficiente na identificação e quantificação de matérias-primas de origem animal, 

vegetal, e adulterante em biodiesel, apresentando também baixo erro de 

calibração e predição, e um coeficiente de correlação de 0,999. Estes resultados 

permitem concluir que a utilização destas ferramentas é viável para qualificar e 

quantificar as matérias-primas e o adulterante utilizados neste estudo. Para 

ambos os métodos testados uma maior variação nas proporções das matérias-

primas, além da inclusão de uma maior diversidade de óleos, gorduras e 

adulterantes no conjunto de amostras, tornaria os modelos mais robustos e 

aplicáveis.  

 Os resultados obtidos através da utilização dos dados de ATR-FTIR, 

associados às MCCs, e aos métodos PLS-DA e PLS, empregando pré-

processamentos simples, tornam este estudo importante para viabilizar um 

controle de qualidade de baixo custo, primando pela excelência no atendimento 

das demandas do consumidor final.  

  No segundo estudo, avaliamos o efeito da concentração de inóculo na 

produção de biomassa, de proteínas totais e na degradação de biodiesel de soja 

por Aspergillus niger, um fungo previamente selecionado de amostra de 



106 
 

biodiesel de soja. As amostras com 100 vezes mais esporos (106 em relação a 

104 esporos.mL-1) demonstraram produzir maior quantidade de biomassa 

durante os oito dias do experimento, podendo ser um fator agravante no 

processo de biodeterioração. Diferenças na concentração de inóculo para este 

fungo pouco influenciaram na produção de proteínas totais ao fim de 8 dias de 

cultivo em sistema bifásico, a despeito de uma maior produção pontual entre o 

sexto e o sétimo dias. A biodeterioração neste sistema ocorre preferencialmente 

por hidrólise da ligação éster podendo ser monitotrado por ATR-FTIR e 

cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-MS)  

da fase orgânica. Através destes resultados, podemos inferir que o fungo A. niger 

possui potencial deteriogênico, utilizando nutrientes do sistema bifásico para o 

seu crescimento, onde ocorreu a seguinte variação quantitativa decrescente de 

ésteres metílicos linoleato, oleato, palmitato e estearato. 

No terceiro estudo, os dados espectrais por ATR-FTIR de biomassa de 

fungos filamentosos anemófilos após 8 dias de cultivo em sistema bifásico, tendo 

biodiesel de soja como substrato em meio mineral, foi correlacionada pela 

análise de regressão PLS, com o micélio dos mesmos fungos cultivados em meio 

sólido batata dextrose por 24 e 48h. A utilização de ATR-FTIR, associada a 

análise por PLS, mostrou ser uma ferramenta robusta na predição de acúmulo 

de biomassa de 19 fungos testados, sendo que o cultivo por 24h mostrou ser o 

tempo necessário para correlacionar as características químicas do micélio com 

o filme de biomassa formado na interface entre a fase aquosa e o biodiesel.O 

bom desempenho deste método está associado principalmente à informações 

espectrais relativas a presença de componentes intracelulares como quitina, 

triacilgliceróis, fosfolípideos, ácidos graxos livres, aminoácidos e proteínas. 

Os três estudos utilizando ATR-FTIR associada a quimiometria, permitem 

inferir que este é um recurso analítico com grande potencial de aplicação tanto 

no controle de qualidade do biodiesel como na avaliação de sua susceptibilidade 

à micodeterioração. 
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7. Anexos 

Anexo A 

Protocolo Ensaio miniaturizado pelo método de Lowry modificado.  

 

Reagente A: 21,2 g Na2CO3 (2% w/v) 

            4g NaOH (1N) 

  Água q.s.p. 1L 

Reagente B:  0,5 g CuSO4.5H2O (0,5% solução final) 

          1g tartarato de sódio e potássio (1% solução final) 

Reagente C: Diluir o Folin fenol 2N em igual quantidade de água 

Reagente D: Misture um volume do reagente B em 50 volumes do reagente A 

Os reagentes devem ser preparados imediatamente antes do uso. 

 

Procedimento: 

 

1. Adicionar 40 µL de amostra e/ou padrão nos poços de uma placa apropriada; 

2. Utilizando um pipetador multicanal, adicionar 200 µL do reagente D, e agitar a 

placa por 30s; 

3. Deixar a placa incubar a temperatura ambiente por exatos 10 min; 

4. Utilizando o pipetador multicanal, adicionar rapidamente 20 µL do reagente C 

e agitar por 30s; 

5. Cobrir a placa e deixar incubar por 30 min a temperatura ambiente; 

6. Agitar a placa novamente e determinar a absorbância para cada poço em leitor 

de microplaca a750 nm. 

7. Traçar uma curva padrão representando graficamente os valores médios para 

cada padrão versus sua concentração de proteínas em mocrogramas por 

mililitro. 

8. Determinar a concentração de proteína total de cada amostra pela 

interpolação na curva padrão. 

 


