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Resumo

A glicerina € um coproduto da producao do biodiesel que possui baixo valor
comercial. Sabe-se que microrganismos podem converté-la em substancias de
maior valor agregado. Nesse contexto, este trabalho foi desenvolvido com o
objetivo de estabelecer uma metodologia analitica simples e assertiva para
identificar e quantificar acidos organicos que podem ser obtidos nas etapas de
bioconversao de glicerina. Utilizando a técnica de cromatografia liquida de ultra-
alta eficiéncia (UPLC) acoplada ao detector de arranjo de fotodiodos (PDA),
pretendeu-se avaliar a bioconversao da glicerina em acidos organicos de forma
rapida e eficaz. Ao empregar o sistema de eluicdo em gradiente constituido de
solucdo tamponada com H,P0O, a 0,01 M (pH 2) e metanol, foi possivel separar e
identificar 10 acidos organicos em 15 minutos de anadlise. Na etapa de
guantificacao dos compostos de interesse, foram geradas curvas analiticas pela
técnica de calibracdo externa. Ascurvas apresentaram linearidade satisfatdria
com coeficiente de determinacdao > 0,999. A aplicacdao desse novo método
cromatografico foi capaz de auxiliar na prospec¢ao de microrganismos produtores
de acidos organicos de valor agregado. Sendo assim, o método desenvolvido
representa uma importante ferramenta analitica para avaliar a capacidade de
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producao dessa classe de compostos-alvo a partir de processos de agregacao de
valor da glicerina.

Introducgao

Na busca de novas fontes de energia, o biodiesel surgiu como uma
alternativa de combustivel sustentavel. Pesquisas sugerem que o biodiesel seja
menos poluente do que o diesel de origem fdssil, sendo uma importante forma de
progresso tecnoldgico para limitar as emissOes de gases do efeito estufa e
diminuir a poluicdo ambiental. (QUISPE et al., 2013). O biodiesel é
comercialmente obtido a partir de 6leos vegetais e gorduras por processos de
transesterificacao. No processo também é formado cerca de 10% de glicerina,
coproduto de baixo valor comercial (QUISPE et al., 2013; SILVA et al., 2009).

A producao mundial de biodiesel tem aumentado rapidamente na ultima
década. Entre as razOes para esse aumento estd a maior preocupagdo com o0s
efeitos dos combustiveis fosseis sobre o meio ambiente. A crescente producao de
biodiesel acarretara grandes excedentes de glicerina impura, trazendo novos
desafios de como converter ou usar o glicerol, a fim de melhorar a viabilidade
econOmica da cadeia produtiva desse biocombustivel (QUISPE et al., 2013). Sabe-
se que microrganismos podem naturalmente utilizar glicerol como fonte de
energia/carbono e converté-lo em produtos quimicos de maior valor agregado
(SILVA et al., 2009).

Diferentes classes de substancias podem ser obtidas a partir da bioconversao
da glicerina, dentre elas os 4acidos organicos (ASAD-UR-REHMAN et al., 2008).
Diversas metodologias tém sido empregadas para deteccao de acidos em
diferentes matrizes, sendo a cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccao
por arranjo de fotodiodos (HPLC-PDA) a técnica mais utilizada em virtude da sua
simplicidade, mas ainda muito morosa (AQUINO et al., 2015; SHUI & LEONG,
2002). No entanto, ha poucos estudos que utilizam cromatografia liquida de ultra-
alta eficiéncia (UPLC) para monitorar um conjunto amplo de acidos organicos de
forma simultanea e rdpida, sendo muito raro encontrar aplicacdes especificas
para a area de biotecnologia.

Dessa forma, este trabalho teve como objetivo desenvolver um método de
analise rapido e simples baseado em cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia
(UPLC) para detectar e quantificar dez dcidos organicos de cadeia curta (C2-C6) e
aplicar a metodologia analitica para monitorar a bioconversao de glicerol.
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Materiais e métodos

Reagentes e materiais

Foram utilizados Metanol grau HPLC (J.T. Baker®), fosfato de potassio
monobasico anidro (Sigma-Aldrich), acido orto-fosférico P.A. 85% (Vetec), e os
padrdes de acidos organicos AO;, AO,, AO3, AO,, AOs, AOg, AO;, AOg, AO,, e AO.
Agua ultrapura foi obtida utilizando um sistema de purificagdo Milli-Q (Millipore
Co., Bedford, MA, EUA).

Instrumentacao

As analises foram realizadas no cromatdgrafo UPLC-PDA modelo Acquity H-class
(Waters) que consiste em um sistema de bombeamento de solvente quaternario,
um desgaseificador a vacuo, um gerenciador de amostra com termostato FTN
(Flow-Through Needle), um forno de coluna equipado com pré-aquecedor de
solvente (pre-heater) e detector de arranjos de fotodiodos (PDA), todos
controlados pelo software Empower 3. As separac¢des foram realizadas em
coluna de fase reversa (C18) HSS T3 (2,1 X 150 mm, 1,8 um, Waters®), equipada
com pré-coluna com mesma composicao de fase estacionaria. A fase movel
utilizada foi: A) solugcdo tampao fosfato monobasico de potdssio 0,01 M (pH 2,0)
e B) metanol. A separacdo foi realizada em eluicdo em gradiente a vazao de
0,3 mL/min. A temperatura da coluna foi mantida a 30 °C.

Resultados e discussao

Diferentes condicdes analiticas foram testadas a fim de se obter separacao e
resolucao cromatografica para todos os acidos AO;-1 no menor tempo de andlise
possivel. Foram avaliados de forma unidimensional diferentes valores de pH,
vazao de fase mdvel, solventes e temperatura da coluna.

Os valores de pH utilizados foram 2,0; 2,2; 2,5; 3,0; 3,5 e a melhor
separacdo/resolucdo foi obtida em pH 2,0. Nessa condicdo, os acidos organicos
estudados apresentaram-se, predominantemente, na forma nao ionizada.
Variou-se a composicao do solvente organico entre metanol e isopropanol
havendo perda de resolucdao dos picos com a utilizacdao de isopropanol. Foram
avaliadas as temperaturas do forno da coluna de 20 °C, 25 °C e 30 °C.
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Optou-se por trabalhar na condicao a 30 °C, pois menores temperaturas nao
trouxeram ganho na separacao dos acidos, além de terem aumentado o tempo de
eluicdo de alguns analitos. Foram avaliados os modos de eluicao gradiente e
isocratico. A eluicdo em gradiente permitiu que os acidos de diferentes
polaridades fossem eluidos na mesma corrida cromatografica, permitindo ainda
ajustar a resolucao dos picos por meio da variagao da polaridade da fase movel.

Para o estudo da vazao da fase movel, foram estudados os valores de
0,3 mL/min e 0,4 mL/min. Verificou-se que a vazdo a 0,3 mL/min forneceu um
maior niumero de pratos tedricos para todos os acidos, exceto para o ultimo acido
organico eluido, AO4.

Variou-se também a composicao da fase mdvel com alteracdes da propor¢ao
final do solvente organico entre 15% e 25%. Verificou-se que o uso do gradiente
chegando a 25% de metanol trouxe melhorias para a resolugao de todos os picos,
em especial para o AO,, resolvendo o problema de resolugdao que o uso da vazao
de 0,3 mL trouxe para esse acido. Na Tabela 1, é apresentado o gradiente de
eluicdo otimizado para a fase mdvel utilizada neste estudo e, na Figura 1, é
ilustrado o perfil de separacao dos dez acidos organicos no método estabelecido.

Tabela 1. Gradiente de eluigdao da fase movel.

Tempo (min) A (%) B (%)

0 100 0

1,50 100 0

5,00 95 5

8,00 75 25

9,00 75 25

9,01 100 0
12,00 100 0

A =Tampdo KH,PO, 0,01 M; B = Metanol
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Figura 1. Perfil cromatografico de separacdo dos dez acidos organicos obtidos a partir da andlise por

RP-UPLC-PDA (210 nm).

Analises quantitativas

Solugdes-estoque de cada um dos acidos organicos estudados foram
individualmente preparadas em diferentes concentracdes. Os padrdes dos acidos
AO; a AOg, AOg e AO, foram diluidos em agua ultrapura e os padrdes dos acidos
AO; e AO;, foram diluidos em d4gua:metanol (2:8). Curvas analiticas foram
preparadas a partir da diluicio de volumes apropriados dos mix das solucdes-
estoque em agua:metanol (2:8), para os AO; e AO;o e em agua Milli-Q para os
demais acidos organicos estudados. Na etapa de quantificacao foram realizadas
injecdes em triplicata de cada um dos niveis da curva analitica.

Tabela 2. Dados de regressao linear para os dcidos organicos estudados.

Analito Faixa linear R?
AO, 0,002 — 0,9 mg/mL 0,9998
AO, 0,02 - 2,0 mg/mL 0,9999
AO; 0,02 - 4,0 mg/mL 0,9999
AQ, 0,02 -6,0 mg/mL 0,9999
AQO; 0,02 — 6,0 mg/mL 0,9999
AO; 0,125 — 5 pg/mL 0,9993
AO, 0,03 -9,0 mg/mL 0,9999
AOg 0,2 — 150 pg/mL 0,9999
AQq 0,03 - 4,5 mg/mL 0,9999
AOy, 0,18 — 20 pg/mL 0,9999

A linearidade de cada composto foi estabelecida a partir de curvas analiticas
qgue foram construidas plotando a area do pico versus concentracao dos padroes.
Na Tabela 2, estdao apresentados os valores da faixa linear e do coeficiente de
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determinacdo linear (R?) das curvas analiticas obtidas em 260 nm para o AO e
em 210 nm para os demais acidos. Todas as curvas analiticas mostraram boa
linearidade (R%> 0,999) como uma fungdo area versus concentracdo dentro dos
intervalos testados.

Aplicacao do método RP-UPLC-PDA para a analise de acidos
organicos em amostras bioconvertidas

Para confirmar a aplicabilidade do método, aliquotas de amostras de
glicerina submetidas a quatro diferentes processos de bioconversao por
microrganismos foram centrifugadas, diluidas em agua ultrapura e analisadas no
sistema RP-UPLC-PDA. Foi identificada bioconversao com producdao em niveis
significativos de quatro tipos de acidos organicos nas amostras analisadas durante
o estudo. Os valores de concentracdao calculados a partir das equacdes de
regressao linear para os acidos organicos encontrados sao apresentados na
Tabela 3.

Tabela 3. Concentracdo de 4cidos organicos em diferentes amostras geradas pela

bioconversao de glicerina*, calculada a partir da aplicacdo do método RP-UPLC-PDA.

Analito Amostra Concentracao
AOs Processo 1 0,7 g/L
AO, Processo 2 0,9g/L
AO, Processo 3 5,8g/L
AOgq Processo 4 8,5g/L

*Os processos de bioconversdo ndo sdo descritos neste trabalho por razoes de sigilo.

Conclusoes

Neste estudo, foi possivel estabelecer um método para analise rapida e
simultanea de dez acidos organicos por UPLC-PDA. Os parametros
cromatograficos foram otimizados para fornecer a melhor resposta analitica para
o método proposto. A técnica mostrou-se promissora para realizar screening de
microrganismos eficientes na bioconversao de glicerina para producao de acidos
organicos de valor agregado. Dentre os processos mais efetivos avaliados, o
método proposto indicou a producdao dos acidos AO;, AO,, AOs; e AOg em
concentragdes que variaram de 0,7 g/L a 8,5 g/L. Dessa forma, o método proposto
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se torna uma ferramenta analitica valiosa para estudos biotecnoldgicos de
aproveitamento de biomassa e seus coprodutos, como demonstrado para o caso
especifico de agregacdo de valor a glicerina.
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