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RESUMO

Esta tese tem como objetivo desenvolver um conjunto de metodologias que
incorporem a utilizagdo da espectroscopia na regido do infravermelho médio/préximo
com métodos de estatistica multivariada (quimiometria) em aplicagdes com enfoque em
Quimica Analitica de Processos (QAP). Para atingir estes objetivos, este trabalho conta
com um capitulo introdutério e trés aplicagdes propriamente ditas. A introdugio
(capitulo 1) tem como finalidade divulgar a importancia da QAP no ambito académico e
indutrial, além de estabelecer algumas terminologias que serdo discutidas nos capitulos
posteriores. A primeira aplicagdio deste trabalho envolve o monitoramento de uma
reagdo de biotransformagdo que foi acompanhada por infravermelho médio e por
cromatografia gasosa, sem etapas de extra¢do ou pré-concentragdo, permitindo o
desenvolvimento de um modelo multivariado capaz de fazer a previsdo da concentragio
dos componentes analisados ao longo do tempo. A segunda e terceira aplicagdes se
referem ao monitoramento espectroscépico da reagdo de transesterificagdo do 6leo de
soja na regido do infravermelho médio e préximo, respectivamente. Neste segundo
trabalho, foi utilizado um acessério de retlectancia total atenuada para monitorar a
transesterificagdo. Os resultados foram comparados com aqueles obtidos por RMN 'H,
permitindo a constru¢do de um modelo multivariado que se mostrou robusto para
descrever a variagdo da concentragdo intra e extra bateladas, por meio de uma corregio
efetuada pela ‘andlise de fatores evolucionarios’ (EFA). Na dltima aplicagdo, um
conjunto maior de bateladas reacionais foi obtido, incorporando-se bateladas
consideradas normais e outras com falhas, monitorando-se no infravermelho préximo.
Construindo-se o modelo com as bateladas sob-controle, foi possivel obter um modelo
matematico que permitiu prever a variagdo da concentracdo do rendimento intra e
extra batelada, além de identificar as falhas ocorridas através da construcio de cartas
multivariadas de controle. Estes resultados foram avaliados utilizando dois modelos

diferentes, propostos pela estatistica multivariada para controle de processos.
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ABSTRACT

The goal of this thesis is to develop a set of research works with a combination of
infrared spectroscopy and multivariate statistical techniques (chemometrics) for
applications in the Process Analytical Technology (PAT). To reach the goal, this work
has an introductory chapter and three applications. The introduction (Chapter 1)
contributed to the scientific divulgation of the importance of PAT in the academic and
manufactures fields and also had the definition of some terminologies used in the
forward chapters. The first application is about the monitoring of a bioreaction based
on biotransformation with yeast by middle infrared spectroscopy and by GC-MS,
enabling the development of a multivariate model based on Partial Least Squares
(PLS). This application was carried out without extraction steps and pre-concentration
processes. The second and the third applications consist of a soy bean oil
transesterification reaction monitored by middle and near infrared spectroscopy,
respectively. In the second application, an attenuated total reflectance (ATR) accessory
was used to perform the reaction monitoring. The reaction was also monitored by 'H
NMR, enabling the construction of a robust multivariate model to describe the
variation in the analyte concentration intra and extra reaction batches, throughout a
temporal correction by Evolving Factor Analysis (EFA). In the last application, a
larger set of batches were obtained with batches under control and another ones with
process fails. All the batches were monitored by near infrared spectroscopy with an
Acousto-Optic Tunable Filter (AOTF). A multivariate model constructed with batches
obtained under control conditions allowed a predictable model for sequential batches
and also to detect fails around the batches, using the multivariate control charts. The
data were evaluated using two different methods proposed to Multivariate Statistical

Process Control (MSPC) and compared each other.
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Prefacio

Um conjunto de situagdes, como a busca pela qualidade e reprodutibilidade de
produtos, otimizagdo e aumento da produtividade, reducio de custos, sustentabilidade e
minimizagdo de impactos ambientais, tem motivado continuamente o aperfeicoamento
na tecnologia de processos quimicos. Via de regra, o primeiro passo a ser dado em
dire¢do ao aperfeicoamento de um processo quimico é buscar maior entendimento dos
mecanismos reacionais, termodinamicos e cinéticos dos sistemas em avaliagio. Estas
informacgdes podem ser obtidas pela inclusdo de sensores analiticos em diversos pontos
do processo. No entanto, cada sensor apresenta propriedades particulares, como tempo
de resposta, custo, sensibbilidade, seletividade, etc., que sdo determinadas tanto pela
técnica na qual o sensor se fundamenta como pela sua arquitetura no reator (van den
Berg, 2002).

Como bem discutido por Olsson (Olsson, 1998), a Quimica Analitica de Processos e as
técnicas associadas ao monitoramento de processos ndo se restringem somente a
ferramentas de aplicagdo industrial, mas apresentam diversos conceitos teéricos que
deveriam ser mais abrangentemente elaborados em disciplinas académicas. Na tentativa
de permitir uma maior discussio destes dois aspectos, técnicos e académicos, o primeiro
capitulo desta tese traz uma introdugdo sobre alguns conceitos teéricos e instrumentais
da utilizagdo de sensores para o monitoramento de reagdes quimicas em processos e em
bancada. O capftulo apresenta uma revisdo bibliografica sobre os principais conceitos
utilizados na QAP, além do ‘estado da arte’ no monitoramento de reagdes quimicas com
técnicas espectroscépicas. Este trabalho teve origem no Exame de Qualificagdo Geral
de doutorado, realizado no dia 30 de agosto de 2004, com o titulo “Sistemas de aquisi¢do
de dados analiticos em linha e seu uso no controle e monitoramento de processos industriais” e
ap6s dois meses de elaboragdo e aprofundamento, originou um artigo de divulgagdo
cientifica ( Trevisan, 2006a), publicado na revista Quimica Nova.

Apesar da grande quantidade de sensores disponiveis para o monitoramento de
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reagdbes, como os métodos cromatograficos, espectroscépicos e eletroquimicos
apresentados no decorrer deste trabalho (7T'revisan, 2006), optou-se pela utiliza¢do da
técnica espectroscépica na regido do infravermelho (médio e préximo) como ntcleo
central deste trabalho. Esta opg¢do foi tomada em conseqiiéncia da ja estabelecida
experiéncia ao longo dos trabalhos desenvolvidos no Laboratério de quimiometria em
quimzica analitica, coordenado pelo Prof. Dr. Ronei J. Poppi, orientador deste trabalho e
pela disposi¢io de um equipamento Bomem, modelo MB-100 e duas celas do tipo
CIRCLE (Cylindrical Internal Reflectance Cell for Liquid Evaluation).

Uma vez estabelecido o sensor a ser utilizado no desenvolvimento dos trabalhos,
partiu-se para a escolha das aplicagdes nas quais o monitoramento de reagdes seria
realizado.  Pela dificuldade de se estabelecer parcerias que possibilitassem a
implementa¢do de um monitoramento em um processo industrial, optou-se pelo
monitoramento de reagdes em bancada. O primeiro destes trabalhos foi o
monitoramento de uma biotransformagdo a qual o mecanismo e a cinética da reagio ja
eram conhecidos, permitindo maior simplicidade na definigdio dos parametros
necessarios a elaboracdo dos modelos estatisticos multivariados. A reagdo escolhida foi
uma biotransformacio de um substrato dicetona em um intermediario utilizado na
sintese da efedrina, através de uma suspensdo de leveduras vivas de fermento de pdo
(Saccharomices cerevisiae). Neste trabalho, foi construida uma cela de fluxo para medidas
de liquidos por reflectincia total atenuada (Attenuated Total Reflectance — ATR)
horizontal, que possibilita medidas on-/ine em um reator. Este trabalho foi desenvolvido
utilizando as condigdes encontradas no grupo dos Profs. Drs. Paulo Moran e José
Augusto (IQ-Unicamp) e possibilitou o desenvolvimento de um método alternativo,
baseado na espectroscopia no infravermelho médio e PLS, para o monitoramento direto
do rendimento da sintese (Trevisan, 20080).

Assim como todo desenvolvimento de um novo método analitico precisa ser
validado em relagdo a uma outra técnica analitica e avaliado em relacido a determinagoes
intra e extra dias, por exemplo, o mesmo deve ser realizado no desenvolvimento de
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modelos destinados ao monitoramento de processos quimicos. A estabilidade ou
robustez na previsio dos resultados de um modelo destinado ao monitoramento de uma
reagio deve ser avaliada, utilizando diversas bateladas obtidas em diferentes dias e em
condi¢des que simulem a variabilidade natural do processo. Na segunda aplicagdo deste
trabalho, utilizou-se na elaboracdo dos modelos estatisticos um conjunto de dados
obtidos no monitoramento nio de uma, mas de quatro bateladas. Os parametros que
definem o modelo foram obtidos por validagdo cruzada entre as bateladas, obtendo-se
maior robustez do modelo e aumento na capacidade de previsdo (menor erro). Neste
trabalho (Trevisan, 2008a), a reagdo escolhida como aplicagdo foi a transesterificagdo
etandlica com catélise alcalina e monitoramento com um acessério CIRCLE na regido
do infravermelho médio e calibragdo multivariada. Desenvolvido em conjunto com o
Laboratério Fénix do 1Q-Unicamp, coordenado pelo Prof. Dr. Ulf Schuchardt, o
monitoramento das bateladas foi realizado tanto via on-line por infravermelho médio
como off-line pela técnica de 'H-RMN. Devido ao monitoramento ser realizado com
duas técnicas distintas e com procedimentos diferentes, foi necessario a corregdo das
matrizes de dados em fung¢do do eixo temporal de aquisi¢do dos dados. Para isto, foi
utilizado o método EFA (evolving factor analysis ou Anélise de Fatores Evolucionérios),
que permitiu a harmonizag¢do da matriz de dados obtidos por MIR e do vetor cinético
obtido por RMN.

A implementacido de um sistema de monitoramento que possibilite a previsdo de
determinadas propriedades de um processo quimico em fung¢do do tempo, como por
exemplo, o rendimento da reagio, é importante no sentido de permitir a otimizagio e o
controle do processo. No entanto, o controle efetivo de um processo quimico
caracteriza-se por um conjunto de técnicas que vdo muito além do monitoramento
espectroscopico desse processo. S3o necessarios sistemas computacionais integrados
aos dispositivos sensoriais que interpretem variagdes sutis nas varidveis do processo,
em tempo real ou em intervalos muito reduzidos de tempo. Além da identificagdo de
tendéncias no decorrer do processo, um sistema controlador precisa dispor de
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ferramentas que permitam atuar efetivamente no controle do processo, seja através da
emissdo de um alerta que acione um individuo ou equipe especialista e esta tome
decisdes de ajuste do processo, seja através de um sistema automatico de corregio de
falhas e ajuste do processo a uma condi¢do normal de operagdo. O desenvolvimento de
sistemas controladores em processos quimicos é realizado através da automacgio
industrial, ferramenta da Engenharia Mecatronica, e encontra-se fora do escopo desta
Tese. No entanto, a implementagdo de sistemas controladores é realizada tendo como
base um sistema robusto de monitoramento do processo e um modelo estatistico, ainda
mais robusto, que permita a identificacdo de tendéncias em tempo real ao longo do
processo. A terceira e ultima aplicacdo desta tese realiza uma contribui¢do neste
sentido, avaliando modelos estatisticos que permitam a identifica¢do de falhas durante o
tempo de monitoramento de uma reagdo de bancada. Neste trabalho, foi realizado o
monitoramento da mesma reagio de transesterificacio etandlica com catalise alcalina
apresentada na segunda aplicagdo, no entanto, o monitoramento foi realizado na regido
do NIR, com um equipamento AOTF (Acousto-optic Tunable Filter), equipamento
disponivel no Laboratério de Instrumentagdo, coordenado pelo Prof. Dr. Célio Pasquini.
Nesta aplicag¢do, mais de 20 bateladas foram realizadas, algumas em condi¢des normais
de controle e outras com alteragdes que simulassem falhas de preparagdo (variagido na
concentragdo do catalisador e hidratagdo do etanol). Os métodos estatisticos
multivariados empregados utilizaram cartas multivariadas de controle, com enfoque tanto

na tomada de decisdes em tempo real (on-line) quanto na andlise pds-batelada.

Objetivos do trabalho

Esta tese de doutorado teve como objetivo central a utiliza¢do da espectroscopia
no infravermelho como técnica analitica destinada ao monitoramento de reagoes

quimicas e biolégicas, possibilitando o desenvolvimento de modelos estatistico-
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matemadticos com potencial de previsdo da variacdo dos reagentes e produtos (e seus
intermediarios) no decorrer da reagdo quimica. Como objetivos secundérios avaliou-se a
utilizagdo conjunta de duas estratégias: a ndo manipulag¢do do processo de amostragem
ou extragdo, com a utilizagdo de sistemas ‘on-line’ de analise direta; e o emprego de
medidas espectroscépicas no infravermelho, que possibilitam uma freqiiéncia de coleta
de dados muito alta e especificidade quimica (resolugdo temporal e espectral).

Neste trabalho, trés aplicagdes experimentais foram desenvolvidas. A primeira
delas teve como enfoque a implementagdo de monitoramento espectroscépico de uma
biotransformagdo em meio aquoso. A necessidade de comparacio dos resultados obtidos
conduziu ao monitoramento conjunto com a técnica de GC-MS.

A segunda e terceira parte deste trabalho, embora ambas envolvendo o
monitoramento de uma reagdo de transesterificagdo de 6leo de soja, apresentaram
objetivos diferentes. Na primeira, a eficiéncia da previsdo foi avaliada em outras
bateladas e na altima aplicagdo, objetivou-se a avaliagdo da eficiéncia na detecgdo de

falhas entre as diversas bateladas obtidas.

(Olsson, 1998) Olsson, L.; Schulze, U.; Nielsen, J.; On-line bioprocess monitoring - an
academic disctpline or an industrial tool? TrAC — Trend. Anal. Chem., 17 (1998) 88-95.

(Trevisan, 2006) Trevisan, M.G.; Poppi, R.J.; Process Analytical Chemistry. Quim. Nova,
29 (2006)1065-1071.

(Trevisan, 2008a) Trevisan, M.G.; Garcia, C.M.; Schuchardt, U.; Poppi, R.J.; Evolving
Jfactor analysis-based method for correction monitoring delay in different batch runs for use with
PLS: On-line monitoring of a transesterification reaction by ATR-FTIR. Talanta, 74 (2008)
971-976.

(Trevisan, 2008b) Trevisan, M.G.; Poppi, R.J.; Direct determination of ephedrine
intermediate in a biotrasnsformation reaction using infrared spectroscopy and PLS. Talanta,
75 (2008) 1021-1027.

(van den Berg, 2002) van den Berg, "W.J,; Hoefsloot, H.C.J.; Smilde, A.K.; Selection of
optimal process analyzers for plant wide monitoring. Anal. Chem., 74 (2002) 3105-3111.
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Capitulo 1. Introducdo

1.Introducdo geral

1.1. Quimica Analitica de Processos (QAP)

Apesar de ser uma das dreas que tem apresentado grande crescimento nos tltimos
20 anos, a Quimica Analitica de Processos (do inglés Process Analytical Chemistry-PAC)
tem ocupado papel pouco relevante nos programas académicos de graduagdo e
pésgraduacdo (Chauvel, 2002). Um centro pioneiro no desenvolvimento da QAP ¢é o

Center for Process Analytical Chemistry (CPAC) (www.cpac.washington.edu; Henry, 2004),

situado na Universidade de Washington — Seattle, que produziu aplicag¢oes cléssicas na
area, como a medida de octanagem em gasolinas, utilizando espectroscopia no
infravermelho préximo (Kelly, 1989). Inicialmente, Kowalski e colaboradores (Callis,
1987) propuseram que a QAP deveria ser considerada como subdisciplina da Quimica
Analitica. No entanto, a tendéncia atual é considerar a QAP como um ramo da
Tecnologia Analitica de Processos (Process Analytical Technology — PAT) (Workman,
2001), uma érea mais ampla, que envolve tanto determinag¢des quimicas como fisicas
(analises reolégicas, de superficies, etc), além de conceitos especificos, como
instrumentagdo, amostragem, transporte de amostra, comunicagdo com controladores,
administragdo de projetos, quimiometria e engenharia de fluxo (FDA - Guidance for
Industry, 2004,).

Existem grandes diferencas entre a QAP e a Quimica Analftica Instrumental
ministrada nos programas de graduac¢do. Embora as técnicas instrumentais sejam
basicamente as mesmas, nas andlises tradicionais ou académicas, a precisdo é
usualmente priorizada, seguida de custo e tempo de medigdo (Inczedy, 1990). J& em
processos industriais, o tempo é em geral, o parametro de maior importancia, estando
logo a seguir o custo e a precisdo (Chauvel, 2002; Trevisan, 2006a,).

Nas anélises laboratoriais, as amostras sdo manipuladas sob condi¢des rigidas de
controle e podem ser pré-tratadas para promover aumento na seletividade e/ou

sensibilidade. Além disso, os instrumentos nio ficam expostos a ambientes ou amostras
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corrosivas, possibilitando o emprego de técnicas analiticas cldssicas. Muitas medidas
em laboratérios analiticos sdo utilizadas apenas para assegurar a qualidade do produto,
mas nio para controlar o processo. Medidas de controle de qualidade determinam
somente a aceitabilidade ou ndo de um produto, nido reduzindo custos na sua
elaboracgdo, ja que a informagio é geralmente obtida ap6s o término do processo.

Sensores de processos, aqui definidos como dispositivos analiticos implementados
na linha do processo, devem ser resistentes ao ambiente de plantas quimicas,
suportando mudancas bruscas de temperatura e umidade, além de serem hébeis para
amostrar e analisar materiais sob condigdes extremas. Operagdes de amostragem,
tratamento de amostra, medigdo, coleta de dados e processamento devem ser
automatizados. O objetivo das andlises em processos ¢é eliminar ou reduzir as causas de
variabilidade na linha de produg¢do, melhorando a qualidade e reprodutibilidade,
aumentando a produtividade e competitividade do produto (Honigs, 1987). Embora haja
a idéia de que o retorno financeiro proveniente da implementagio de sensores
automatizados em processos seja devido a reducdo de medidas laboratoriais e,
conseqiientemente, da reducdo de laboratoristas, este fator constitui pequena fragdo do
ganho proporcionado a médio e longo prazos. A rentabilidade na implementagdo de
sensores em linha ocorre devido ao incremento na otimizagdo e no controle do processo
e no ganho com novos padroes de qualidade, como nos certificados seis e sete sigma
(www.wikipedia.org). Desta forma, é sempre necessdria a permanéncia de um laboratério
analitico para efetuar medidas, calibragdes e manutengido periédica dos sensores
distribuidos ao longo da linha de produgdo. O objetivo da PAT é possibilitar a obtengao
de informagdes quantitativas e qualitativas sobre processos quimicos, fisicos e
biolégicos.

Estas informagdes podem ser utilizadas ndo apenas para monitorar e controlar o
processo, mas também para otimizar sua eficiéncia no uso de energia, tempo e matéria-
prima, contribuindo para a sustentabilidade e menor impacto ambiental. No controle de
processos sdo necessarias medi¢des suficientemente rdpidas para permitirem agdo de
ajuste do sistema controlador central, na chamada malha de controle, para o caso de
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perturbagdes ou tendéncias do ponto de ajuste ou setpoint (Shinskey, 1994). Quando o
sistema analisador é suficientemente rapido para permitir que o controlador reajuste as
varidveis do processo, retornando as condigdes normais, denominamos estas medigoes
de anélises em tempo real, embora exista uma considerdvel diferenca de tempo entre a
medic¢do e o processamento pelo controlador (Honigs, 1987). Embora a velocidade de
resposta do analisador seja um parametro importante, é a velocidade de agdo do
controlador que determina a robustez de um processo frente a perturbagoes.

O desenvolvimento de sensores analiticos para anélise em processos industriais
pode ser considerado como drea promissora de pesquisa no meio académico. Porém,
poucos trabalhos tém considerado o fator tempo de analise e processamento durante
sua elaboragdo (Workman, 2003). Conseqlientemente, apenas uma pequena fragdo de
muitas propostas de sistemas analisadores apresenta-se realmente util para
monitoramento e controle de processos, além de ser necessario um longo perfodo até a
implementagdo real destes sistemas em processos industriais.

Hassel e Bowman (Hassel, 1998) discutem pontos interessantes na implementagao
de sistemas analisadores em processos industriais. Apresentando um enfoque
espectroscopico, os autores descrevem detalhes praticos para escolha de sistemas
analisadores, levando em conta aspectos como tempo, precisido, exatiddo e tipo de
informacgdo requerida para o analisador. Neste artigo, os principais usos de sistemas
analisadores em processos industriais sdo:

- Controle de processos: o analisador ¢ geralmente utilizado como indicador de
tendéncias, mais preciso, porém menos exato, que outros sensores. Velocidade é o fator
principal de escolha, empregando-se analisadores em tempo real;

- Controle de qualidade: a analise ¢ utilizada como parametro de qualidade absoluto
(exato), em uma faixa de concentragdo especifica, podendo apresentar menor precisio.
Métodos certificados sdo empregados, proporcionando resultados exatos, mas com
maior tempo de analise;

- Planta piloto: os sensores empregados em pesquisa e desenvolvimento de processos
devem ser flexiveis na determinagio de diversos analitos e ndo para anélises especificas,
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mostrando-se sensfvels para diversas aplicagdes;
- Seguranga e monitoramento ambiental: regidas por regulamentagdes, estas andlises
sdo utilizadas para monitorar a presenga de compostos nocivos, envolvendo
principalmente sensores para vapores e fumacas, necessitando de alta exatiddo, precisio
e confiabilidade.

De acordo com o sistema de medigdo, os analisadores de processos podem ser
classificados em 5 tipos (Callis, 1987): off-line, at-line, on-line, in-line e non-invasive,
podendo ser distribuidos em determinados pontos estratégicos de um processo. A Fig.

1.1 exemplifica a utilizagdo combinada de védrios sensores em um mesmo reator.

Figura 1.1. Combinagdo de vérios sensores em um mesmo reator: a — védlvula de
amostragem, necessdria para medi¢oes off-line e at-line; b — uma linha de amostragem
que conduz a amostra até um sensor on-line; ¢ - uma sonda interna de parede,
caracterizando-se como um sensor in-line; d - um sensor de parede, representando um

modelo non-invasive.

Estes sensores podem ser detfinidos como:
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- Sistemas de andlise off-line e at-line: sio analisadores que empregam coleta
manual através de vélvulas de amostragem (Fig. 1.1a) e transporte também manual até
um laboratério central onde ocorrem as medi¢des. Em off~/zne, a amostra ¢ analisada
com instrumentos sofisticados e, em geral, automatizados. As vantagens deste sistema
incluem a utilizagdo mais ampla dos equipamentos, a disponibilidade de um técnico
especialista como consultor, facilidade de desenvolvimento de métodos e de
manutengdo. J4 as desvantagens incluem a demora entre a submissdo da amostra e a
reportagem dos resultados, o que veio a dar origem aos métodos a?-line. Na arquitetura
at-line, o sensor (ou equipamento) é posicionado préximo aos pontos de amostragem da
linha de produgdo. As vantagens incluem maior rapidez na obtengdo dos resultados,
controle no condicionamento da amostra (apesar do preparo manual) e emprego de
instrumentos simples, como baixo custo, manutencdo simples e facilidade de uso.
Devido ao consumo de tempo, estes analisadores dificilmente sdo empregados no
controle de processos, sendo utilizados para medidas de especificagdo técnica da
matéria-prima (recebimento) e controle de especificagdes em pontos criticos do
processo.

- Sistemas on-Iine: é a partir deste sistema que a QAP comecga a se separar da
quimica analitica instrumental ministrada no meio académico (Chauvel, 2002). Neste
tipo de analisador, um sistema automatizado é empregado para extrair parte da amostra
através de um duto (Figura 1.1b), condicionar a amostra e medi-la, armazenar os dados
e processi-los. E possivel subdividir esta classe em duas categorias: sistemas
intermitentes, onde ocorre a transferéncia de uma porg¢do do fluxo do processo para um
instrumento analisador (p.e., métodos cromatograficos) e sistemas continuos, em que a
amostra passa continuamente através de uma cela de medigdo retornando ou sendo
descartada do processo. Exemplo destes ultimos sistemas sdo celas de fluxo para
medidas de reflectincia interna em espectroscopia, também conhecidos como
dispositivos CIRCLE, um acronimo para Cylindrical Internal Reflectance Cell for Liquid
Evaluation (Workman, 1999), que sera bastante empregada no restante das aplicagdes
desta tese.
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- Sistemas in-line ou in-situ: neste caso, o sensor analitico encontra-se em contato
direto com a linha do processo, interagindo diretamente com a amostra (Figura 1.1c).
Este sistema apresenta extrema vantagem de evitar etapas de amostragem, com
medidas mais representativas e, devido a auséncia de linhas de amostragem, medig¢des
em menor tempo. No entanto, a interag¢do direta do processo com o analisador pode
ocasionar desgastes e obstrugdo do sensor. Nestes casos, o sensor deve ser capaz de
operar sob condi¢des extremas de pressdo e temperatura. Na Fig. 1.2 sdo mostrados
alguns exemplos de sondas espectroscépicas in-/ine empregadas na analise de processos.
O sensor a representa uma sonda para medidas de reflectancia, podendo ser realizada
tanto através de uma janela que interfaceia o processo, como através de uma sonda
interna, como representado pela Fig. 1.2a. As medidas de transmissdo b exigem um
caminho 6ptico apropriado, geralmente podendo ser reguldvel para a anédlise de
diferentes sistemas (Fig. 1.2b). Medidores de transflectancia ¢ também podem ser
obtidos com sondas de reflexdo, onde a radiagdo interage com a amostra e é em seguida
refletida por um espelho, assim retornando ao detector através de outras fibras dpticas,

sendo bastante apropriado para melhoria da sensibilidade do sinal analitico.

} I Linha do Processo

b~

Figura 1.2. Sensores 6pticos do tipo n-line (sondas) aplicados para o monitoramento

de processos. Sonda de reflectancia (a), transmitancia (b) e transflectancia (c).

- Sistemas non-invasive. esta é a classe mais recente de analisadores, que apresentam
as vantagens dos sensores n-line de ndo necessitar de etapas de amostragem, com a

caracterfstica do analisador ndo entrar em contato direto com o processo (Fig. 1.1d),
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pois é protegido por uma interface, por exemplo, uma janela de quartzo.
Embora em termos histéricos, tenha ocorrido progresso na utilizagdo destes
analisadores, cada sensor apresenta caracteristicas especificas, sendo possivel encontrar

em um mesmo processo, varios tipos de analisadores.

1.2. Técnicas de amostragem

Grande parte dos problemas relacionados a implementagdo de sensores e
processos estd relacionada com as etapas de amostragem (Kellner, 1998; Koch, 1999;
Bakeev, 2005), o que tem contribuido para a escolha de sensores in-line. Técnicas de
amostragem dependem da natureza do processo, da matriz, da informagdo requerida e
do tipo de analisador utilizado. Em analisadores on-line, a retirada da amostra ou
amostragem, consiste em transferir uma amostra representativa do processo para o
analisador. Em sistemas in-line e non-invasive, apesar da retirada da amostra ndo ser
necessaria, pois esta é analisada diretamente e em equilibrio com o sistema, é necessério
um interfaceamento adequado do sensor com o interior do processo. A obten¢do de uma
amostra representativa do processo ¢ a etapa fundamental para obter medidas eficientes
de um processo industrial. Analisadores on-line exigem bomba para transteréncia do
fluxo do processo para o analisador. Neste caminho, a amostra deve ser condicionada
automaticamente, incluindo etapas como ajuste de pressdo e temperatura, filtragdo, pré-
concentragio ou dilui¢do, extracdo, remog¢io de contaminantes, etc. Além disso, a
amostra deve ser transportada ao analisador em um intervalo de tempo minimo.
Basicamente dois sistemas amostradores tém sido empregados: o intermitente (flow-by),
padrdo para Anélises em Injecdo por Fluxo (Flow Injection Analysis - FIA) e para
métodos cromatograficos e o sistema continuo (flow-through), bastante empregado para
sensores oOpticos. A localizagdo dos pontos de amostragem e o comprimento destas
linhas sdo interdependentes para obtenc¢do de dados em tempo real. Embora a
amostragem nestes pontos seja automdtica, ¢ necessdrio que esses pontos estejam
proximos a regido onde é realizada a amostragem manual, para se efetuar calibragdo e
validagdo do sistema de analise. Sensores industriais devem apresentar simplicidade,
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com um minimo de componentes, de forma a apresentar alta estabilidade e baixa
manutencgio frente a corrosio, lixiviagio e abrasio.

Embora sensores in-line e non-invasive ndo necessitem de etapas de amostragem,
¢ convencional a instalagdo destes sensores em fluxos paralelos ao canal central do
processo (by-pass). Desta forma, melhores condi¢des para anélise podem ser
estabelecidas, principalmente controlando a pressdo e temperatura, além de permitir a
troca do sensor para limpeza, reparos ou calibragdo, sem interromper a linha de
produgdo. Atualmente é possivel encontrar grande diversidade de analisadores de
processos para as mais variadas aplicagdes. No entanto, a incompatibilidade das
caracteristicas destes dispositivos dificulta a escolha do sensor apropriado, como por
ex., uma analise lenta e bastante precisa por outra menos precisa, mas com maior
velocidade. Para isso, van den Berg e colaboradores (van den Berg, 2002) propdem o
cadlculo de um fator M (Measurability), que expressa a eficiéncia no monitoramento de
analisadores, podendo ser aplicado a qualquer processo. Para isso, sdo utilizados seis
parametros técnicos: a finalidade do sensor, sua precisdo, razdo de amostragem,
incerteza amostral, efeito de memoria e freqiiéncia analitica e sdo excluidos aspectos
comerciais ou econdmicos. Utilizando o filtro Kalman, que inclui todas as varidveis
importantes do processo, é possivel obter um vetor de estado estimado para prever as
variaveis do processo. O filtro Kalman, (Grewal, 2001; Bakeev, 2005) descrito por R. E.
Kalman em 1960, consiste de um grupo de opera¢gdes matematicas que possibilita uma
forma computacional de estimar o estado de um processo, minimizando o erro
quadratico médio. Deste forma, o fator M é obtido em uma escala de 0 a 1, onde 1 é o

estado ideal, representando 100% de reconstrugdo do processo estimado.

2. Sensores

Sensores sdo dispositivos capazes de fornecer continuamente informagdo quimica

ou fisica de um sistema, convertendo esta informagdo em sinal elétrico (Pons, 1992). Em
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principio, um sensor consiste de trés componentes: uma parte receptora sensitiva a
determinada caracteristica do sistema, um transdutor para converter a informacgio
obtida em um sinal elétrico e um amplificador de sinal. Levando em conta o tipo de
medida a que se destinam, os sensores existentes podem ser classificados como
quimicos ou fisicos. Sensores fisicos medem propriedades de natureza puramente fisica,
como viscosidade, temperatura, indice de refracdo, etc. Sensores quimicos reconhecem
constituintes quimicos, como a concentragdo de determinada substdncia. Sensores de
identificacdo molecular baseados em processos bioquimicos (ou em reagdes) sdo
convencionalmente chamados de biossensores, e podem ser considerados como um sub-
grupo dos sensores quimicos. Independente do tipo de sensor, varios transdutores estdo
disponiveis e sdo baseados nos seguintes mecanismos:

- eletroquimico (voltamétrico, potenciométrico, transistores sensitizados quimicamente,
etc);

- elétrico (semicondutores, semicondutores organicos, condutividade, dielétricos, etc);

- Optico (transmissdo/absor¢do, reflexdo, espalhamento, luminescéncia, indice de
refracdo, efeito optotérmico, polarizagio, etc);

- sensfveis a varia¢do de massa (piezoelétrico, superficie de onda actstica, etc);

- magnético (medidas de paramagnetismo);

- efeito térmico (medidas de mudanca de temperatura).

2.1. Sensores fisicos

Em processos industriais, sensores fisicos sdo tdo ou mais importantes que
sensores quimicos. Parametros como temperatura, fluxo, pressdo, velocidade de
agitagdo, viscosidade e densidade sdo largamente empregados nos mais diversos
processos. De forma geral, sensores fisicos ndo apresentam problemas relacionados a
implementag¢do em processos, apresentando baixos fndices de inovacdo. Pons (Pons,
1992) e Considini (Considini, 1985) apresentam guias detalhados do emprego e

geometria destes sensores.
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2.2. Sensores quimicos

Muitos tipos de instrumentos analiticos podem ser empregados para a analise em
processos, desde os mais convencionais, como pHmetros e fotdbmetros, até instrumentos
mais sofisticados, como Ressondncia Magnética Nuclear. Cada sensor apresenta
caracteristicas especificas, juntamente com o sistema de amostragem empregado na
obtengdo ou coleta da amostra, constituindo um conjunto de parametros que define qual
o melhor analisador a ser utilizado para a analise em tempo real de um processo

industrial.

2.8. Técnicas de separagdo

A cromatografia gasosa (Gas Chromatography - GC) é uma das técnicas analiticas
mais empregadas no monitoramento de processos industriais, basicamente devido a sua
precisdo e amplitude de aplicagdes (Annimo, 1992). Esta técnica baseia-se na adsorgdo
e/ou desor¢io seletiva de gases em determinados adsorventes sélidos (fase
estaciondria). Historicamente, o monitoramento de muitos processos por GC era feito
com colunas recheadas. No entanto, o desenvolvimento de colunas capilares com maior
ntmero de pratos tedricos, associado a programacdo de escalas de temperatura, tem
contribuido para métodos mais rapidos e, conseqiientemente, para mudanga destes
sistemas. Os detectores mais empregados em GC para processos sdo de condutividade
térmica, de 1onizagdo em chama, captura de elétrons e fotometria de chama, sendo que
dentre estes, o detector de condutividade térmica é o mais empregado, devido a sua
simplicidade (Hassel, 1998). Um importante sistema de detecgdo em GC provém da
hifenagdo com a espectrometria de massas (Mass Spectrometry - MS) proporcionando
maior resolu¢do de sinal e permitindo medidas em sistemas complexos. A
miniaturizagdo destes sistemas é uma das grandes tendéncias atuais em GC para
processos, com baixo custo de implementagio e manutengio, associados a alta resolugio
e precisdo analiticas.

Etapas de separagdo ou pré-concentracdo, como SPME (Solid Phase Micro

Extraction) podem ser necessdrias para amostragem de liquidos em processos,
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utilizando GC. Matz et al. (Matz, 1996) propuseram a utilizagdo de TMDA (Thermal
Membrane Desorption Application) como sistema de amostragem automético para GC-
MS, em um processo biotecnolégico. A técnica TMDA permite adsorver compostos
organicos em um polimero e, utilizando um pulso térmico, liberar estes compostos.
Desta forma, apresenta vantagens sobre o sistema SPME, proporcionado anilise
simultdnea de gases. Posteriormente, os autores utilizaram o mesmo sistema para
andlise de compostos organicos voldteis (Volatile Organic Compounds - VOC),
monitorando um processo de fermentagéo.

A principal vantagem destacada pelos autores foi o emprego de TMDA entre a
coluna e o espectrometro de massas, diminuindo a necessidade de solventes (Matz,
1998). Tragos de VOCs também foram analisados on-line por GC, em chaminés de
incineradores, mas necessitando de etapas de preparacdo e concentracdo (Lemieux,
1998). Recentemente, Eiceman e colaboradores (Eiceman, 2004) revisaram a técnica de
GC, mostrando os principais desenvolvimentos e aplicacdes desta técnica na édrea de
monitoramento continuo. No entanto, as principais aplicagdes de GC em processos
industriais continuam sendo na drea petroquimica, monitoramento de fumacas de
incineradores e andlise ambiental. Outros sistemas de separa¢do como cromatogratia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) e cromatografia com fluido supercritico (Supercritical
Fluid Chromatography - SFC) também tém sido utilizados em monitoramento de
processos, no entanto, com um numero menor de aplicagdes. Eletroforese capilar
(Capillary Electrophorests - CE) apresenta um potencial bastante grande na separagdo de
compostos, devido ao seu elevado ntimero de pratos teéricos. No entanto, seu uso em
processos fica restringido pela dificuldade da etapa de introdugdo da amostra. Por outro
lado, o tempo de vida ttil ndo muito elevado das colunas cromatogréficas, associado a
um elevado custo de manutengdo e implementagdo, a restri¢do para sistemas liquidos e
o tempo de analise sdo os principais problemas desta técnica (Hassel, 1998).

Uma alternativa ao longo periodo de medida (em torno de 15 min para sensores
on-line baseado em GC) estd sendo o desenvolvimento da técnica de comprehensive two-

dimensional GC ou GCxGC, tendo sido revisada por Dimandja (Dimandja, 2004).
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GCxGC pode ser considerada como o estado da arte em GC, com muitas
aplicagdes nas dreas de andlise de alimentos (Adahchour, 2003), ambiental (Frysinger,
2003), petroquimica (Prazen, 2001), pesticidas (Zrostlikova, 2003), 6leos essenciais
(Shellie, 2003a; Shellie, 2003b), drogas (Kueh, 2003) e hidrocarbonetos (Hyotylainen,
2002). GCxGC ¢ uma técnica que consiste em acoplar seqiiencialmente duas colunas
cromatogréficas, a primeira geralmente com carater de baixa polaridade e a segunda
coluna, de menor dimensdo, com carater mais polar. O objetivo é ortogonalizar o
mecanismo de separagdo (Ryan, 2003), como separar os compostos pelo ponto de
ebuli¢do na primeira coluna e na segunda, por um mecanismo especifico de retengdo.
Um modulador ¢é introduzido entre as duas colunas, seqiienciando o fluxo da primeira
coluna e realizando separagoes répidas das fracdes nesta coluna, geralmente ndo mais
que 2 ou 3 s. Desta forma, separacdes ortogonais sdo realizadas, ndo necessitando da
separagdo total em um tnico moédulo, pois as colunas sdo complementares. Os dados
gerados sdo apresentados em matrizes de duas dimensdes (coluna 1 x coluna 2),
possibilitando maior resolug¢do dos picos, principalmente se forem utilizados métodos
quimiométricos de segunda ordem (Sinha, 2004). No entanto, esta técnica tem poucas
aplicagoes na analise de processos industriais até o presente momento. Uma excegdo é a
utilizagdo de GCxGC como um analisador répido on-line de nafta (Prazen, 2001), sendo
16 vezes mais rapido que o método padrio, que utiliza GC convencional. Para maiores
detalhes sobre as caracteristicas do equipamento utilizado, os autores citam trabalhos

realizados anteriormente (Bruckner, 1998; F'raga, 2000; F'raga, 2001).

2.4. Técnicas espectroscépicas

As principais técnicas espectroscépicas aplicadas em processos Incluem a
espectroscopia de absorcdo, espalhamento, reflexdo e emissdo nas regides do
ultravioleta, visivel e infravermelho, além de espectrometria de massa e técnicas
luminescentes. As técnicas espectroscopicas apresentam larga aplicagdo em processos
industriais, tanto em sistemas on-line, in-line, como em non-invasive.

Principal concorrente das técnicas cromatogréficas, as técnicas espectroscépicas
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apresentam a vantagem de serem mais rapidas, com a obten¢do de espectros em poucos
segundos. No entanto, processos ou amostras com mais de uma espécie quimica
apresentam uma alta sobreposi¢do espectral, principalmente aquelas que utilizam a
regido do infravermelho. Para a resolugdo destes sistemas, é necessdria a utilizagdo de
métodos de separagdo matemadtica, como as técnicas de estatistica multivariada
(quimiometria).

Técnicas Opticas sdo capazes de realizar medidas quase instantaneas, empregando
detectores com arranjo de diodos ou métodos multiplexados, como Fourier e
Hadamard, devido a auséncia de monocromadores moéveis. Nestes casos, a informacgido
de mais de 10 canais localizados em posig¢des diferentes em uma linha do processo pode
ser transmitida simultaneamente por um cabo de fibra 6ptica. Digital ou analégica, esta
transmissdo permite o monitoramento destes vérios canais com a utilizagdo de apenas
um espectrometro (Kellner, 1998; Kueppers, 2001 ).

A espectroscopia eletronica (UV-Vis) baseia-se em transi¢des eletronicas intra-
atomicas ou moleculares, responsaveis pela absor¢do de radiagdo luminosa na regido do
ultravioleta (200-400 nm) e no visivel (400-800 nm). Embora bastante utilizada por
mais de 50 anos, esta técnica ainda continua sendo importante para monitoramento de
processos de polimerizagdo, biolégicos, petroquimicos e farmacéuticos. O
desenvolvimento de detectores de alta resolugdo e precisdo, como CCD (Charged
Coupled Devices), ndo apenas propiciou excelente eficiéncia nas medi¢des, mas também
de equipamentos de éptica acessivel, que incluem a faixa do infravermelho préximo de
ondas curtas (ou Shortwave Near Infrared SW-NIR). A regido SW-NIR compreende a
faixa espectral entre 800 a 1100 nm e tem sido utilizada na anélise em tempo real de
processos de polimerizagdo (Smilde, 2002) e alimentos. A espectroscopia visivel é
restrita a sistemas com grupos cromoéforos conjugados, além de apresentar bandas
largas e alta sobreposi¢do, dificultando determinagdes em sistemas com
multicomponentes.

Noui e colaboradores (Nowuz, 2002) descrevem a construgdo e calibragdo de um
espectrofotdmetro UV de alta resolugdo, apropriado para monitoramento at-line de
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varias espécies em diferentes tipos de bioprocessos. Utilizando amostras sintéticas de
albumina bovina juntamente com 4cido ribonucléico (RNA) e amostras reais de .
cerevisiae, 0s autores testaram o equipamento para monitorar a floculagdo seletiva em
processos de purificagdo do microorganismo. O equipamento desenvolvido foi capaz de
obter mais de 16 espectros por segundo, apresentando exatiddo e precisdo com
potencial para ser utilizado em outros processos em que andlises multivariadas sdo
exigidas.

Outra interessante aplicagdo da espectroscopia UV-Vis envolveu o
monitoramento on-/ine de um reator enzimdtico empregado para o descoloramento de
tinturas (Kandelbauer, 2004). A polui¢do de mananciais e rios pelo langamento de dejetos
industriais com altas cargas de compostos organicos constitui sério problema de carater
ambiental e social. Apesar de uma grande quantidade de métodos fisicos e quimicos
serem propostos para a reducdo ou degradagdo destes compostos em efluentes, métodos
baseados em mecanismos biotecnolégicos apresentam impactos menores ao meio
ambiente (Erzksson, 1991). Empregando lacase imobilizada em fase sélida, em um
sistema de fluxo fechado, os autores investigaram a ac¢do desta enzima frente a
diferentes tipos de corantes empregados na industria téxtil. O sistema fol monitorado
em diversos pontos através de medidas de reflectancia difusa para estudar a adsorgdo
sobre a enzima imobilizada. Também foram realizadas medidas de transmissdo de uma
sonda imersa, posicionada no reservatério de corante, para monitorar a descoloragdo.
Relacionando os resultados obtidos através de medidas fotométricas univariadas e
espectroscopia de massas como métodos de referéncia, os autores conseguiram efetuar o
monitoramento on-line das reagdes em solugdo e na superficie imobilizadora. Apesar do
trabalho desenvolvido utilizar um reator de escala média (< 10 L), o trabalho apresenta
potencial de aplica¢do no tratamento de efluentes provenientes da industria téxtil.

Também a técnica de espectrofotometria UV-Vis foi utilizada para o
monitoramento in-line em processos industriais (Langergraber, 2004). Um
espectrometro UV-Vis submerso foi desenvolvido e proposto como um sensor in-line

multifuncional para monitoramento de 4guas residuais provenientes da industria
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papeleira, também podendo ser utilizado para monitoramento de 4guas subterraneas.
Obtendo-se medidas espectrais multivariadas, o dispositivo ¢é utilizado para
monitoramento simultaneo de demanda quimica de oxigénio (DQO), DQO filtrado,
s6lidos suspensos totais (SST) e nitrato em uma planta de tratamento de &4guas
residuais de uma industria papeleira. Como o espectrémetro desenvolvido atua como
uma sonda, em um processo n-line, etapas de amostragem, prepara¢do de amostra e
emprego de reagentes ndo sdo necessdrios. Um sistema de auto-limpeza evita o
desenvolvimento de filmes organicos na superticie 6ptica, juntamente com um caminho
6ptico ajustavel de 2 a 100 mm, o que permite a andlise de 4guas ultra-puras até
efluentes com carga organica bastante alta. Utilizando calibrag¢do multivariada (Partial
Least Squares — PLS), os autores propuseram o dispositivo para andlise de efluentes da
industria papeleira.

De modo geral, a espectroscopia UV-Vis tem apresentado aplicagdes importantes
no controle de processos. No entanto, é com as técnicas de espectroscopia vibracional
(infravermelho préximo, médio e Raman) que vantagens como seletividade espectral,
associagdo de bandas e espectros mais representativos sdo obtidas.

A espectroscopia no infravermelho préximo (Near Infrared Spectroscopy — NIRS)
compreende a faixa espectral de 780 a 2500 nm (ou 12800 a 4000 cm'). Bandas de
absor¢do relativamente especificas permitem seletividade espectral capaz de possibilitar
determinagdes de diversos compostos simultaneamente, com auxilio de métodos
quimiométricos. Sondas e fibras 6pticas de quartzo podem ser empregadas, permitindo
analises multiplexadas em pontos distantes de um processo. Uma das principais
vantagens da espectroscopia NIR é o baixo custo do equipamento, em relagdo a
espectroscopia no infravermelho médio, sendo que a maioria destes sensores sdo
utilizados como sistemas n-line (Pasquinz, 2003). Instrumentos utilizando transformada
de Fourier ou filtros apresentam vasta aplicabilidade em processos industriais
(Workman, 1999), devido a alta velocidade das medidas espectrais e reduzida (ou
nenhuma) preparacdo de amostras. Em vista disto, das técnicas espectroscépicas talvez
a NIRS seja a que apresente o maior nimero de aplicagdes no monitoramento de
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processos de alimentos (Sahni, 2004 Singh, 1996), farmacéuticos (Fevotte, 2004),
polimeros (Othman, 2004), ambiental (Hansson, 2003), combustiveis (Nordberg, 2000) e
mais recentemente, em bioprocessos (Garrido-Vidal, 2004; Navratil, 2004; Giavasis,
2003).

O emprego da espectroscopia NIR para controle de matérias-primas em processos
de manufaturamento é tdo apropriado que pode ser considerado como ‘a seqiiéncia
légica’ para o monitoramento destes processos, chegando a ser uma técnica
recomendada pela prépria agéncia americana FDA (U.S. Food and Drugs Administration)
(www.fda.gov). Em decorréncia desta expansdo da espectroscopia NIR como uma
técnica alternativa de identificagdo e quantificagdo, figuras analiticas de mérito (FAM)
tém sido propostas para estabelecer critérios de avaliagdo em relagdo aos métodos
padrdo de andlise (Braga, 2004,).

A regido do infravermelho médio (MIR) apresenta maior seletividade devido a
regido de impressdo digital (fingerprint). Compreendendo a regido de 2500 a 50000 nm
(4000 a 200 cm™!), esta técnica também é bastante utilizada em processos, mas em uma
escala muito menor em relagdo ao NIR. Instrumentos com transformadas de Fourier
sdo padrdo na drea, permitindo além de varreduras rapidas, alta precisdo e melhor
relagdo sinal ruido. Em contrapartida ao NIR, os sensores empregando a regido MIR
utilizam principalmente o sistema ATR (Attenuated Total Reflectance), nos modos non-
invasive (onde a janela transparente é o préprio cristal de ATR) ou on-line. Inicialmente,
forte sobreposicdo espectral na regido da impressdo digital restringiu o uso desta
técnica em determinagdes com muitos componentes. Atualmente, com a utilizagdo de
métodos matematicos de analise multivariada, podem ser desenvolvidas determinagoes
simultdneas em sistemas complexos.

A espectroscopia Raman aplicada em processos tem apresentado um forte
desenvolvimento nos tltimos anos. Isto ocorre devido a excelente eficiéncia de tibras
6pticas na regido do visivel e NIR, onde lasers pequenos, portateis e refrigerados
podem ser utilizados para excita¢do. Também o desenvolvimento de lasers na regido do

NIR, que provoca menor fluorescéncia, tem provocado aumento na utilizagdo do
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Raman. Detectores de alta resolucdo, como CCD, permitem aquisi¢do de espectros em
segundos. Devido as transi¢oes vibracionais fundamentais, os espectros de Raman séo
bastantes simples e seletivos, o que se mostra como vantagem na andlise de processos
(Kellner, 1998). Assim como as técnicas de analise no infravermelho médio e préximo, a
maioria dos casos em espectroscopia Raman se d4 com o emprego de sensores de
geometria n-line.

Métodos luminescentes também sdo bastante utilizados em processos e
englobam trés técnicas, que utilizam os fendémenos de quimiluminescéncia,
tfosforescéncia e fluorescéncia. A fluorimetria tem sido utilizada para monitoramento de
processos industriais, principalmente processos biolégicos. Fluorimetros empregando
tiltros méveis para excitagdo e emissdo permitem aquisi¢do de matrizes de excitagdo e
emissdo, em poucos segundos. Em bioprocessos, estes dispositivos podem ser
empregados para monitoramento on-line ou non-invasive (Marose, 1998).

A espectrometria de massa, embora seja utilizada como técnica de identificagdo,
ndo ¢ largamente usada no monitoramento de processos industriais. A dificuldade de
implementagdo deste sistema é o custo e a etapa de introdugdo da amostra. Uma
possivel solucdo para estes problemas sdo a crescente miniaturizagio, reduzindo custos,
e sistemas de introdu¢do da amostra por membranas (Membrane Introduction Mass
Spectrometry - MIMS) (Kotiaho, 1991).

O sistema MIMS surgiu como um método rapido, simples e com alta
sensibilidade, permitindo um grande niimero de aplicagcdes de EM para monitoramento
em tempo real de processos. Este sistema tem sido aplicado para analises de compostos

organicos volateis ou semi-volateis (Noguetra, 1999).

2.5. Biossensores

Novos biossensores estio sendo desenvolvidos para possibilitar sistemas de
detec¢do de menor tamanho e maior sensibilidade e seletividade, além de maior rapidez
de andlise. Outras aplicagdes envolvem a utilizagdo de métodos fluorimétricos
utilizando protefnas com grupos fluorescentes para estudos genéticos e de biologia
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molecular (Workman, 1999). Apesar destes sensores ja apresentarem desenvolvimento
significativo na drea de andlises clinicas, principalmente devido ao baixo custo e a alta
seletividade, poucas aplicagdes para monitoramento de processos tém sido

desenvolvidas (Andreescu, 2004,).

2.6. Técnicas eletroquimicas

Estas técnicas foram as primeiras a serem utilizadas e, por isso, ainda
praticamente dominam o cendrio da PAC. Dispositivos baseados em anélise de pH,
condutividade, potenciometria e amperometria tém sido utilizados por muitos anos e
certamente continuardo sendo empregados (Workman, 2003). No entanto, os sistemas
continuam sendo basicamente os mesmos, sem grandes mudangas. Uma anélise

detalhada destes sensores pode ser encontrada em Considini (Considini, 1985).

2.7. Quimica de via imida

Os sistemas de andlise mais importantes baseados em quimica de via imida sdo
andlise por inje¢do em fluxo (Flow Injection Analysis - FIA), anélise de fluxo continuo e
titulagdo. FIA ¢é uma das técnicas mais antigas de andlise de processos, sendo uma
poderosa técnica para pré-tratamento de amostras rapido e automatico, com separagoes
ndo cromatograficas e podendo ser associada a uma grande variedade de métodos de
detec¢do (Workman, 2003). Em contrapartida, a pouca oferta de propostas
comercialmente disponiveis e vidvels mostra-se como fator limitante na implementagdo

de FIA em processos (Kellner, 1998).

3. Perspectivas

Este trabalho teve como objetivos apresentar as principais técnicas analiticas
utilizadas na Quimica Analitica de Processos. Uma breve apresentagio da PAC no

contexto histérico e académico foi feita, seguida por uma explanagdo sobre os principios
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teéricos de cada técnica. Pontos de relevancia para a implementacdo destas técnicas
como sensores em processos foram discutidos, juntamente com as principais vantagens
e desvantagens destes dispositivos. Exemplos atuais relevantes para a Quimica de
Processos foram mostrados, com detalhamento de algumas aplicagdes especificas.

A principal tendéncia para a implementagdo de sensores em processos continua
sendo a miniaturizagdo, o que permite reducdo de reagentes e residuos, além de menor
custo de implementagio e manutengdo, contribuindo para a sustentabilidade.
Desenvolvimento de sensores virtuais auto-suficientes, com capacidade para
desenvolver calibragdes internas e auto-controle, minimizando o impacto da
variabilidade da matéria-prima no decorrer do processo também pode ser considerado

uma tendéncia na analise em processos.
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biotransformagdo usando espectroscopia no

infravermelho médio e PLS.”
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1. Introducio

A biotecnologia tem sido utilizada por milénios, especialmente na produgdo de
alimentos fermentados, no entanto, foi somente a partir da produgdo de penicilina
durante a Segunda Grande Guerra, que a aten¢do da biotecnologia foi dirigida para a
produgdo farmacéutica (Goodman, 1987). Embora a quiralidade seja a caracteristica mais
interessante das reagdes biotecnolégicas, com elevada estereoseletividade e excesso
enatiomérico (e.e.), outras vantagens podem ser obtidas, como as contribui¢des para as
tecnologias sustentdveis (quimica verde) (Schoemaker, 2003). Segundo o relatério de
comércio e investimentos do Reino Unido (www.uktradeinvest.gov.uk), rotas sintéticas
microbiolégicas e enzimdticas estdo crescendo quando comparadas com rotas sintéticas
de substancias quimicas puras: as industrias de biotecnologia da Europa foram
responsaveis por uma renda de $19,1 bilhdes de doélares americanos em 20083,
produzindo intermedidrios complexos e produtos para as industrias farmacéuticas,
agroquimicas e de aromas.

Biotransformacdo é um processo industrial bem estabelecido e um dos processos
mais economicamente significantes para a produgdo de substancias farmacéuticas
(Macauley-Patrick, 2003). O monitoramento de processos biotecnolégicos é um requisito
indispensavel e muitas técnicas de analise on-line tem sido utilizadas para realizar este
procedimento (Callzs, 1987), especialmente apds a iniciativa PAT feita pelo 6rgio
americano FDA (FDA, 2003). Convencionalmente, o monitoramento de bioprocessos é
conduzido de forma off-/ine, utilizando técnicas instrumentais como GC-MS e HPLC.
Entretanto, sdo as técnicas de analise in-line que sido especialmente utilizadas quando
remover uma amostra de um reator é um processo problematico, onde, por exemplo,
existam reagdes de toxicidade operacional e/ou a esterilidade é fator critico, ou ainda,
quando a distancia do equipamento analisador é uma desvantagem (Bird, 2002) e por

ultimo, quando existem reagdes rapidas ou substratos que se decompdem facilmente.
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Como bem exemplificado por Gavrilescu e Chisti (Gavrislescu, 2005), muitos
produtos tradicionalmente quimicos e farmacéuticos agora sdo produzidos por rotas
biol6égicas. A biocatdlise na preparacdo de produtos farmacéuticos ativos (Active
Pharmaceutical Ingredients - API) é somente um setor nesse campo (Gotor, 2002; Rasor,
2001; Zaks, 1997). A efedrina, por exemplo, substancia muito utilizada para aumentar o
estado de alerta e reduzir a fadiga, foi um dos primeiros fdrmacos a ter a rota sintética
desenvolvida por etapas biolégicas (Lourengo, 2004,).

As técnicas espectroscopicas possuem a vantagem da velocidade, determinagdo
simultanea multi-analito e a ndo destrutividade da amostra (Ulber, 2003;Vaidyanathan,
1999). Alta seletividade nas técnicas espectroscopicas pode ser obtida com métodos
fluorimétricos, entretanto, estas técnicas s6 sdo indicadas quando os analitos
apresentam naturalmente um grupo fluorescente (Gourlay, 2002; Hagedorn, 2004). As
técnicas espectroscopicas vibracionais possuem caracteristicas interessantes, como
velocidade, ndo necessidade de manipulagdo e ndo uso de reagentes (Hassell, 1998) que
apresentam grandes vantagens no monitoramento e controle de processos (Gurden,
2002). Embora rica em informagdo quimica, a espectroscopia no infravermelho é um
método holistico, de modo que a quantificagio em bioprocessos ¢é fortemente
influenciada pelas variagdes biolégicas do meio de cultura (Bro, 1998). Entretanto,
quando dados espectrais no infravermelho sdo analisados por técnicas de calibragdo
multivariada, como quadrados minimos parciais (Partial Least Squares - PLS) (Martens,
1989), é conhecido um bem conhecido conjunto de vantagens, como determinagdes
multi-analitos (Sivakesava, 2001; Blanco, 2004). A MIRS apresenta alta seletividade em
informagdes quimicas, mas também mostra intensa sobreposic¢do espectral, dificultando
a 1dentificacdo dos grupos funcionais, mesmo na regido do fingerprint. A vantagem da
NIRS em relagdo a MIRS é o baixo custo de instrumentagio, especialmente quando
usando sondas n-line, e sua 6ptica mais robusta (McClure, 1994). Métodos de separagio
ainda tém sido desenvolvidos e sdo utilizados para monitorar bioprocessos (Kulp, 2002;

Ehala, 2001; Schugerl, 2001; Liu, 2001) tanto na academia como em situagdes industriais.
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Neste trabalho, foi monitorado a reacdo de redugido do 1-fenil-1,2-propanodiona
em uma suspensdo de células inteiras (‘whole-cell suspension’) de Saccharomyces cerevisiae
(fermento de pdo), produzindo um intermediario quiral utilizado na sintese de efedrina
(Lourengo, 2004), em um sistema on-/ine por MIRS em uma cela de fluxo de ATR e off-
ltne por GC-MS. A reacdo estudada, apresentada na Fig. 2.1, é uma reagdo em dois
passos, onde o substrato 1-fenil-1,2-propanodiona (A) é biotransformado em dois
intermedidrios: (R)-1-hidroxi-1-fenil-2-propanona (B) e (S)-2-hidroxi-1-fenil-1-
propanona (C). No préximo passo, a biotransformacdo produz apenas um produto (1R,
2S)-1-fenil-1,2-propanodiol (D). Através dos perfis cinéticos obtidos por GC-MS
(concentragdes) e MIRS (espectros), foram construidos modelos multivariados baseados
em PLS para realizar a previsdo das concentragdes das quatro espécies envolvidas na
reacgdo, rendendo um método alternativo com determinagdes diretas (sem preparo da
amostra) e on-line, englobando as vantagens de ser ndo destrutivo, fechado, sem

manipulagido da amostra e passivel de esterilizagio.

OH

0 y . 0 \Il\ OH

Figura 2.1. Esquema da reagdo proposta: 1-fenil-1,2-propanodiona (A); (R)-1-hidroxi-
1-fenil-2-propanona (B); (S)-2-hidroxi-1-fenil-1-propanona (C) e (1R, 25)-1-fenil-1,2-

propanodiol (D).
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2. Experimental

2.1. Reagentes e amostras

Foram utilizados neste trabalho amostras comercialmente disponiveis de
fermento de pdo (8. cerevisiae), liotilizadas em p6, (DSM Bakery, Noruega), acido
fostérico 85% (Synth, Brasil), fostato monobasico de potdssio (Merck, Alemanha), 1-
fenil-1,2-propanodiona (Sigma, EUA) e acetato de etila (IQ/Unicamp planta piloto).
Foram utilizados reagentes de grau analitico e dgua desionizada obtida por sistema

Milli-Q (Millipore Corp.) para preparar todas as solugdes.

2.2. Aparatos e software

Foi construida uma cela de fluxo (Fig. 2.2) tendo com base um sistema ATR
horizontal (HATR) com cristal de ZnSe e utilizada para obter todos os dados
espectrais. O sistema de fluxo fol montado com tubos de silicone (diametro interno de 3
mm) conectados ao reator por uma bomba peristéltica (Ismatec IPC, Suica) modelo
78001-22, produzindo vazdo de 10 mL min. O reator fol conectado a um banho
térmico (Quimis, Brasil) modelo 215.M2.BS, para manter a temperatura constante em
32 +1°C.

Os espectros foram obtidos em espectrometro de infravermelho Bomen MB-100
FT-IR. Varreduras seqiienciais do meio reacional foram obtidas utilizando 16
varreduras cumulativas e resolu¢do de 8 cm'. A faixa espectral foi de 2900 a 780 cm-'.

A andlise por GC com detecgdo seletiva de massas foi realizada em um
equipamento Agilent 6890/HP 5973 equipado com coluna HP-5MS Agilent (5%-
Phenyl)-methylpolysiloxane com 0,25 mm ID e 30 m). Hélio com vazdo de 1 mL min™! foi
utilizado como gés de arraste. A andlise dos dados foi conduzida utilizando o software
Matlab 6.5 (The MathWorks, EUA) com PLS toolbox (Eigenvector Technologies,
EUA) (Eigenvector Inc, 2009) versdo 3.5, em um microcomputador AMD Athlon 1.3

GHz com 256 Mb de RAM e com sistema operacional Fedora core 3.
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Fluxo

=3

7.

Fonte IV 2 ; ¢ \ Detector
e R Cristal ZnSe \\_ i

Figura 2.2. Cela de fluxo (‘flow-through) construida sob um sistema HATR. Detalhe

para a remoc¢do do material mais denso pela saida, com a localizagdo mais inferior que a

outra extremidade (entrada).

2.3. Procedimento

Fo1 preparado tampdéo fosfato pH 3,0 com 1,35 mL de 4cido fostérico e 27,2 g de
fostato monobdsico de potdssio e completando o volume com 4gua desionizada Milli-Q
até 1,00 L. A biotransformagido foi conduzida em um reator artesanal de 250 mL
montado sobre um agitador magnético e controlador de temperatura. A suspensdo das
células de fermento de pdo fol preparada pela dissolucdo de 8,0 g do fermento seco em
100 mL de tampdo fosfato e agitagdo por 5 minutos a 32°C. Uma solu¢do de 1-fenil-1,2-
propanodiona foi preparada dissolvendo 600 mg em 1 mL de etanol e adicionando ao

reator.

2.4. Monitoramento e andlise dos dados

As concentragdes das quatro espécies envolvidas na reagio foram obtidas pelo
monitoramento off~line utilizando GC-MS com detec¢do da quantidade total de fons
(total 1on chromatogram — 'TIC). O monitoramento direto também foi estabelecido
durante a mesma reagdo através da MIRS utilizando cela de fluxo HATR com um
cristal de ZnSe construida especialmente para este trabalho. No monitoramento por
GC, foram coletadas amostras de 1 mL da mistura reacional nos tempos de 0,0; 0,5; 1,0;
2,0 e 3,0 horas e cada amostra de 1 mL fo1 extraido imediatamente com 6 mL de acetato
de etila por 30 segundos apés a sua retirada. Os perfis continuos de concentragdo em
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relagcdo ao tempo (perfil cinético) foram estimados pelo ajuste de uma equagdo aos
pontos individuais. Quatro diferentes equagdes cinéticas foram obtidas, descrevendo a
variagdo das quatro espécies (A, B, C e D — Fig. 2.1) ao longo do tempo de reagdo. As
amostras medidas no infravermelho foram analisadas diretamente no meio reacional,
sem qualquer etapa de extragdo ou pré-concentracdo, ao longo de 3 h, em intervalos de
1 minuto, totalizando 188 espectros. Cada espectro foi composto de 16 espectros co-
adicionados por 1 minuto de aquisi¢do. Cada espectro é relativo a média de todas as
variagdes que ocorrem durante este minuto de aquisi¢do, e assim por diante. O branco
espectral utilizado durante as medidas foi o espectro da cela vazia.

As equagdes cinéticas obtidas por GC-MS foram utilizadas para estimar as 4
concentragdes através dos 188 tempos que os espectros de infravermelho foram
obtidos. Desta forma, foi obtido um grupo de espectros no infravermelho (bloco X) e
suas concentragoes estimadas (bloco y). Estes dados foram divididos em dois sub-
grupos: calibragdo e validagdo. Para o grupo de calibragdo, foram utilizadas as
concentragdes obtidas em 155 diferentes tempos (amostras) e para o grupo de
validagdo, outros 33 tempos. Cada amostra do grupo de validagdo foi obtida em
intervalos iguais (entre 5 pontos) de cada ponto do grupo de calibragéo.

Antes do desenvolvimento dos modelos, como pré-processamento, foi corrigida a
variacio da linha de base utilizando a funcio baseline do PLS toolbox. Foram
desenvolvidos modelos PLS-1, isolados para cada substincia na reagdo, totalizando
quatro diferentes modelos. Foi escolhido o niimero 6timo de varidveis latentes pelo
menor valor do erro quadratico médio por validagdo cruzada (root mean squared error of
cross-validation - RMSECV) obtido pelo grupo de calibragdo com validagdo interna

(leave-one-out) (Brereton, 2000), expresso pela equagdo 2.1:

(2.1)

RMSECV =

onde 7 é o nimero de amostras e j, e y sdo os valores previstos e de referéncia para -

ésima amostra, respectivamente. A eficiéncia dos modelos foi avaliada pelo erro
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quadratico médio relativo da diferenca de previsdo percentual (root mean squared

prediction difference - RMSPD), como se segue (Millerihli, 1984):

R 2
RMSPD = 100*\/12(M) (2.2)

nio Vi

3. Resultados e discussio

3.1. Monitoramento da reacdo

A reagdo proposta resultou na redugdo do substrato 1-fenil-1,2-propanodiol
usando uma suspensdo de células inteiras de fermento de pdo em tampdo fostfato, e
produzindo um intermedidrio que é utilizado na sintese da efedrina. Foi utilizada
cromatografia gasosa com detecgdo por espectrometria de massa (GC-MS) para
modelar a reagdo, obtendo os pertis cinéticos.

As aliquotas foram obtidas nos seguintes tempos: tempo inicial, apés 30 min e
depois em intervalos de 1 hora, até o perfodo de 8 horas, conforme Fig. 2.3. O pico no
tempo préximo a 5,91 minutos é referente ao substrato, os dois picos localizados nos
tempos 6,44 e 6,67 sdo referentes aos intermedidrios (R)-1 e (S)-2 respectivamente,
enquanto o pico no tempo 7,14 minutos faz referéncia ao produto final da reagéo.

As andlises cromatograficas entre os tempos de 4 e 5 h foram realizadas com
diferentes métodos, apresentando escalas diferentes. Para correc¢do deste efeito, o
somatério das dreas sob os picos foi considerado como 100%, corrigindo-se
proporcionalmente, conforme Tabela 2.1 e 2.2. Os valores utilizados foram as 4reas sob
os picos cromatograficos dos somatoérios das intensidades dos picos de massa (Total Ion

Chromatogram — T1C).
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Tabela 2.1. Valores das 4reas (u.a.) sob os picos cromatogréficos referente aos fons

totais durante o monitoramento.

Tempo/ 30
L . 0 min . 1h 2h sh 4h 5h 6h 7h sh
espécie min
substrato |24059528|10396199| 5543727 | 1320672 547337 382765 ND ND ND ND
(R)—l 0 7462341 [ 16280800|21629604| 11824756 | 7444781 28100115 | 24297949 23840076 5419115
(S)-2 0 6200988 | 13806346 | 18905896 |10250170| 6500219 | 27167929 | 28594713 | 22931456 | 4624944
produto 0 0 1096489 | 7608565 | 9193802 | 9777391 | 84077089 | 55688747 | 812138570 | 23800690
4rea total | 24059528 |24059650|36727362|49464737|31816065 | 24105156 | 89345138 | 103581409 | 127985102 | 34052292

ND = nio detectado.

Tabela 2.2. Valores normalizados em porcentagem das dreas sob os picos

cromatograficos durante o monitoramento.

Tempo/ 0 min 30 min 1h 2h sh 4h 5h 6h 7h 8h
espécie | (%) %) | (%) | (%) | %) | (%) (%) (%) (%) (%)
substrato 100 43,21 15,09 2,67 1,72 1,59 ND ND ND ND
(R)-1 0 31,02 44,383 43,78 37,17 30,89 31,45 23,46 18,63 15,91
(S)-2 0 25,77 | 87,59 | 38,22 32,22 26,97 30,41 22,78 17,92 18,58
produto 0 0 2,99 15,38 28,9 40,56 38,14 58,76 63,46 69,90

ND = nio detectado.

O monitoramento por infravermelho foi conduzido utilizando uma cela
artesanal de fluxo com HATR. O espectro de referéncia (vulgarmente dito branco ou
zero espectral) utilizado fol o primeiro espectro obtido um minuto apds a adi¢do do
substrato na reagdo, quando o meio se torna homogéneo. A Fig. 2.4A apresenta o
espectro no infravermelho obtido durante as 3 horas de monitoramento em um gréfico
de formato x . y . ¥ e a Fig. 2.4B a partir dos mesmos dados, mostra as principais

variagoes de absorbancia durante o monitoramento em um grafico 2D.
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Figura 2.3. (p4g. ant.) Cromatogramas obtidos por GC-MS e TIC para o 1-fenil-1,2-
propanodiona (tempo de retenc¢do 5,90 minutos), (R)-1-hidroxi-1-fenil-2-propanona
(6,44 min), (S)-2-hidroxi-1-fenil-1-propanona (6,67 min) e (1R, 2S)-1-fenil-1,2-
propanodiol (7,13 min) nos tempos O min (A), 30 min (B), 1 h (C), 2 h (D), 3 h (E), 4 h
(F),5h (G),6 h (H), 7h (I)e 8 h (J).
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—T “— i T T
I I
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Figura 2.4. Monitoramento MIRS para o sistema (. cerevisiae e tampdo) com o

substrato, superticie (A) e gréfico da variagdo das absorbancias (B).
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3.2. Ajuste cinético

Os cinco primeiro tempos (0,0; 0,5; 1,0; 2,0 e 3,0 horas) de monitoramento
foram escolhidos para construir os perfis cinéticos da reagdo, pois englobam a faixa de
tempo onde os intermedidrios alcancam a maior concentragdo. A concentragdo relativa
das 4 espécies foi obtida por TIC, e os perfis cinéticos foram obtidos por ajuste de
equagdes ndo-lineares nos pontos experimentais através do software Origin® versdo
5.0. Os pertis cinéticos estimados (188 pontos) e os pontos experimentais sdo mostrados
na Fig. 2.5. Na Fig. 2.6 é possivel observar os pertfis cinéticos obtidos em ensaios
anteriores (Lourengo, 2004), apresentando boa correlagio com os obtidos neste

experimento (Fig. 2.5).
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Figura 2.5. Ajuste cinético para o substrato (vermelho); intermedidrio (R)-1 (verde);
intermediario (S)-2 (azul) e o produto final (laranja). Analises off~/ine sdo representadas

pelos pontos isolados (H).
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Figura 2.6. Conversdo do 1-fenil-1,2-propanodiona (1) (M) para (R)-1-hidroxi-1-fenil-
2-propanona (2) (O), (S)-2-hidroxi-1-fenil-1-propanona (&) (3) e (1R,28)-1-fenil-1,2-

propanodiol (44) (<>) Fonte: Lourengo, 2004.

As concentragdes dos intermedidrios B e C (ou R-1 e §-2, respectivamente) em
relagdo ao tempo sdo governadas por dois mecanismos principais. Entre os tempos zero
até 1,5 h, as concentragoes de B e C tém origem principalmente na sua produgio
através do substrato (A). Apés o consumo do substrato, a concentragdo das espécies B e
C ¢é descrita por sua conversdo a espécie D (produto final). Embora este mecanismo seja
uma simplificagdo a partir de um processo enzimatico/celular muito mais complexo, ele
resume o mecanismo real da reagdo (Gardiner, 1969; Levi, 2004). As equagdes cinéticas

obtidas a partir dos passos [/IIl e II/IV da Fig. 2.1 sdo descritas abaixo.

Para a espécie A (substrato), o comportamento cinético é descrito pela equagao:

&)
C,=ke (2.3)
onde f: e k- sdo 100,34 £ 1,19 e 0,567 = 0,015, respectivamente, e £ é a variavel tempo.

Para o intermedidario B, dois comportamentos cinéticos sdo observados. Seu
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crescimento ¢ descrito por dois diferentes processos cinéticos que ocorrem
simultaneamente. Embora os processos cinéticos referente aos intermediarios ocorram
continuamente, para facilitar o ajuste das equagdes, estes processos foram separados
antes e apds o consumo total do substrato. Desta forma, a primeira é uma fase répida,
tazendo com que a concentragdo aumente até 2 h, onde a concentragdo méaxima é obtida.
Esta fase pode ser descrita pela equagdo 2.4«

Cy =kt +kyt? (2.4)
onde os termos k: e k- sdo 57,44 + 4,37 e -19,34 * 2,02, respectivamente. A outra etapa
¢ mais lenta, mostrando comportamento linear:

C,, =k, +kyt (2.5)

onde £ e k. sdo 47,18 £ 0,71 e -4,87 + 0,15 respectivamente.

Para o intermediario C, a mesma caracteristica cinética é observada, em dois
processos. Para este componente, as equagdes 2.6 e 2.7 foram ajustadas, sendo a
equagdo 6 para a fase rapida:

Ce, = kit +kyt’ (2.6)
onde £ e k. sdo 68,67 + 6,01e — 23,64 t 6,00, respectivamente. E para a préxima etapa,
o decaimento é representado por:

Ce, =k, +kyt (2.7)

onde £ e k. sdo 54,29 + 1,83 e — 5,78 £ 0,38, respectivamente.

O produto final aumenta lentamente e sua concentragdo em fung¢do do tempo
pode ser descrita por um ajuste polinomial de segunda ordem:
_ 2
Cp= kll‘-l-kzl‘ (Q.S)

onde £ e k:s80 2,97 + 1,58 e 3,09 £ 0,55, respectivamente.

Estas equagoes foram utilizadas para obter as concentragdes estimadas nos 188

tempos para as quatro espécies envolvidas na reagdo. Todos os parametros cinéticos
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mostram bom acordo com aqueles previamente obtidos para esta biotransformagio
(Lourengo, 2004; Lourengo, 2003).
3.8. Variagoes espectrais no infravermelho

Antes de ser construido o modelo multivariado com os dados dos espectros no
infravermelho e os perfis cinéticos, a variabilidade espectral do meio reacional foi
avaliada através do monitoramento de uma batelada sem adi¢io do substrato 1-fenil-
1,2-propanodiona (somente a suspensdo de S. cerevisiae, tampdo e etanol). O
monitoramento foi conduzido usando as mesmas condi¢des que aquelas utilizadas com
o substrato, produzindo 188 espectros, como mostra a Fig. 2.7A. Nesta série, o branco
(absorbancia igual a zero) fol o primeiro espectro apés homogeneizagdo do meio
reacional. A maior variagido na absorbancia ocorreu em determinados comprimentos de
onda, como mostra a Fig. 2.7B: um aumento na absorbancia em 975-1100 cm™! devido
ao estiramento C-O (élcool); 1500-1600 cm™ (-COO-) e 1600-1700 cm™! (-COOH, éster
e cetona). Poucas variagdes sdo vistas no primeiro minuto de monitoramento, mas apés
1,56 a 2 h, as mudangas espectrais aumentam rapidamente, especialmente no nimero de
onda de 1050 cm!. Estas variagdes no MIR sdo relacionadas ao processo enzimético
natural da suspensdo de fermento de pdo em tampdo fostato e o aumento nas
intensidades de absorbancia pode ser atribuido aos processos de metabolismo oxidativo
natural das células. O monitoramento foi conduzido por 8 horas e embora estes
resultados ndo sejam mostrados na Fig. 2.7, nenhuma mudanga pode ser observada
apoés a quinta hora, provavelmente devido a inativagdo das enzimas internas das células,

devido ao alto grau de oxidagao.
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Figura 2.7. Monitoramento por MIRS do sistema (S. cerevisiae e tampdo) sem o

substrato, superticie (A) e grafico da variagdo das absorbancias (B).

O monitoramento obtido da batelada com o substrato é mostrado na Fig. 2.4A
e 2.4B, que apresenta algumas similaridades com o branco espectral do monitoramento
(Fig. 2.7). No monitoramento desta reagdo, o branco espectral foi obtido com o
primeiro espectro, com o substrato j& adicionado no meio reacional. Como
conseqiiéncia, uma forte absorbéncia negativa pode ser observada, enquanto o substrato
¢ consumido durante a reagdo, como pode ser visto na Fig. 2.4B. Trés bandas principais

apresentam forte decréscimo, nos nimeros de onda 1000, 1050 e 1100 cm!, podendo
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ser atribufdas ao estiramento C-O. A absorbancia observada na regido entre 1300-1450
(—COOH e —COOr-) e um aumento em 1550-1650 cm (éster e CHO), revela oxidagdo
geral dos compostos. Embora possam ser observadas algumas mudancas nas
absorbancias em comprimentos de onda restritos, a construcio de um modelo
univariado utilizando estes dados para prever a concentragdo dos compostos durante a
reacgdo nio foi vidvel. Devido a complexa variagdo espectral da suspensdo de células de
S. cerevisiae, para a previsdo das concentragdes é necessario a construgio de um modelo

multivariado, como a regressdo por PLS.

3.4. Calibragdo e validagdo por PLS-1

Os espectros obtidos de MIR (bloco X) junto com as concentragdes estimadas
para os 4 compostos obtidas por GC-MS (bloco y) foram divididos em dois grupos: 158
pontos para construir o modelo multivariado e 30 para validar o modelo obtido.
Inicialmente, os espectros foram pré-processados, removendo a flutuagdo de linha de
base. Varios modelos foram estudados e os melhores resultados foram obtidos usando a
selecio dos numeros de onda entre 820 a 1730 cm’!, totalizando 231 varidveis
espectrais (nimeros de onda) e um vetor y de dimensdes 1 X 158 amostras que descreve
a relagdo da concentragdo de um dos 4 componentes em fungdo do tempo de reagdo. Um
modelo multivariado fol construido para cada componente (A, B, C e D). Os modelos
individuais foram desenvolvidos usando o menor valor de RMSECV (equagdo 2.1) para
escolher o nimero 6timo de variaveis latentes. Cada um dos quatro modelos escolhidos
utilizou cinco varidveis latentes para prever as variagdes das concentragdes durante o
tempo de reacgio.

A capacidade de previsdo dos modelos obtidos foi avaliada através da previsdo
do grupo de validagdo. Os espectros do conjunto de validagido foram pré-processados da
mesma forma que o conjunto de validagdo e entdo as concentragdes estimadas foram
registradas em relagdo aos dados de referéncia (perfil cinético obtido por GC-MS). A
concentragdo real contra os valores previstos é mostrada na Fig. 2.8. Muitos valores
previstos para a concentragdo do substrato estdo préximos a zero (Fig. 2.8A) devido ao
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consumo do substrato durante o decorrer da reagio; a concentracio do substrato decai
asimptoticamente e, ap6s 1,5 hora até o final da reagdo, sua concentragdo é préxima a
zero. As concentragdes previstas para os dois intermedidrios sdo mostradas na Fig.
2.8B e 2.8C e os valores de previsdo sdo muito similares. As concentragdes estimadas
para o produto final sdo mostradas na Fig. 2.8D. Provavelmente a similaridade entre os
perfis cinéticos e/ou entre as estruturas quimicas dos dois intermediérios faga com que
seus valores de previsdo sejam muito préoximos. Como pode ser visto, todos os valores
estimados para os 4 componentes estdo bem distribuidos em torno da linha de
correlagdo, com residuos positivos e negativos. Calculando-se os erros relativos médios
a partir da equacgdo 2 (RMSPD), foram obtidos erros em torno de 5% em relagdo

aqueles estimados pelo perfil cinético.

Ta’

tragdo nor

Concentragio normalizada (modelo)

] 008 [ 3 (7] [ [T (73

N 025 03 0%
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Figura 2.8. Gréficos de correlagdo entre as concentragdes de referéncia GC-MS e
aquelas obtidas pelo modelo PLS para o grupo de validagdo do substrato (A),
intermedidrio (R)-1 (B), intermediério (S)-2 (C) e o produto final (D).
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A andlise dos loadings da regressdo por PLS é uma estratégia conhecida para
verificar as similaridades entre os modelos propostos e para estudar as possiveis
correlagdes dos varios modelos construidos com o mesmo bloco X (espectros) e vérios
parametros de calibracdo, como metodologias de determinag¢do multi-analito ou
simultaneas (Martens, 1989).

Neste trabalho, os perfis de loadings da regressdo de cada um dos 4 modelos
PLS desenvolvidos foram avaliados. Embora 5 varidveis latentes (VL) tenham sido
utilizadas em cada modelo, apenas as 8 primeiras VL capturam mais que 95% da
varidncia cumulativa para o bloco X e mais que 87% para o bloco y (concentragdes).
Como pode ser visto na Fig. 2.9, a regido de 1000 a 1100 cm™' possul importancia
significativa em todos os modelos. A Fig. 2.9A mostra os loadings para o substrato, de
modo que a regido de 820 a 1000 cm!' também é importante para este modelo. Os

loadings na Fig. 2.9B e 2.9C sdo relativos aos intermedidrios. O produto final apresenta

loadings mais significativos na regido entre 950 e 1100 cm.
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Figura 2.9. Loadings para cada modelo PLS-1 para as trés principais VL: 1° (-0), 2° (-) e 3" (-V)

obtidos para o substrato (A), intermedidrio (R)-1 (B), intermedidrio (S)-2 (C) e o produto final (D).
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O espectro de MIR dos dois intermedidrios medidos diretamente no meio de
biotransformacgdo, na presenca de alta concentragdo da suspensio celular de fermento
de pio, pode ter causado diminuig¢do na sensibilidade da técnica para cetonas primérias
ou secundérias (intermedidrios B e C). Apesar disto, as previsdes dos intermedidrios
apresentaram bons resultados, com erros relativos médios de previsdo em torno de 5%.
O produto final (Fig. 2.9D) possui uma banda especifica na regido de 1000 cm e
algumas outras pequenas diferengas entre os loadings dos outros compostos. Estes
resultados sugerem que os espectros obtidos de MIR usando a cela de fluxo ATR
artesanal foi capaz de determinar os 4 compostos envolvidos na reagdo de bioconversdo,

diretamente na suspensdo celular utilizando sistema on-line continuo.

4., Conclusoes

O método proposto possibilitou a determinagdo on-line por MIR de 4 espécies
envolvidas em uma reagdo de biotransformagdo, sem passos de extragdo ou separagdo
cromatografica. A determinagdo foi realizada diretamente na suspensdo celular de
fermento de pdo, sendo um método rdpido e de baixo custo. A metodologia
desenvolvida faz uma contribui¢io ao desenvolvimento de métodos on-line mais
eficientes que podem ser utilizados em aplicagdes industriais ou para a otimizagdo on-

line de sistema reacionais.
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"Desenvolvimento de um método utilizando andlise
de fatores evoluciondrios para corregdo temporal em
diferentes bateladas: aplicagdo no monitoramento
on-line por infravermelho de uma reagdo de

transesterificagdo.”
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1. Introducio

Na tentativa de reduzir o aquecimento global e a dependéncia econdémica sobre os
combustiveis féssels, agéncias governamentais e cientificas tomaram varias iniciativas,
buscando fontes de energia alternativas que poluam menos e sejam renovaveis. Em
contraste a recente iniciativa de biocombustiveis dos EUA (Biofuel Initiative) (Herrera,
2006), o Brasil ja possui uma rede bem consolidada para producdo de etanol a partir da
cana-de-agucar, com alta produtividade e o menor dos preg¢os no mercado internacional,
estabelecida durante a primeira crise petrolifera da década de 1970 (Rosillo-Calle, 1998).
Recentemente, o governo brasileiro comegou outro programa de biocombustivel,
normativo, com base na produg¢do de biodiesel, através de aditamentos progressivos de
biodiesel ao diesel comercializado (Pinto, 2005; Pimentel, 2006).

Embora muitos 6leos vegetais, como os de girassol, algoddo, palma, babacu,
linhaga e jatrofa, estejam disponiveis para produgdo de biodiesel, apenas o éleo de soja
possui produgdo suficiente para permitir a exigéncia obrigatéria minima de 2% de
biodiesel desde 2008, chamado B2. Em contradi¢do com outros pafses, no Brasil o
alcool mais utilizado para transesterificagdo é o bioetanol, ao invés de metanol, que é
obtido basicamente por importac¢do. No entanto, apenas a rea¢do com metanol permite
separagdo bem definida e estavel dos subprodutos encontrados no Biodiesel, como a
glicerina e os mono e diglicerdis.

A transesterificagdo ou alcdlise dos triacilgliceréis de o6leos vegetais ou de
gorduras animais, na presenca de catalisador, comumente bases, como NaOH ou KOH,
produz 4cidos graxos monoalquil ésteres (biodiesel) e glicerol, como produto
secundario. A transesterificagdo parcial dos produtos (mono e di-acilgliceréis formados
durante a transesterificagdo), triacilgliceréis ndo reagidos, glicerol ndo separado, dcidos
graxos livres, alcool residual e o catalisador restante podem provocar contaminagio nos
produtos finais (Knothe, 2001). Desta forma, a determinagdo da qualidade do biodiesel é

questdo de grande importancia para o éxito da comercializagdo deste combustivel. As
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técnicas mais comumente empregadas para controlar a transesterificagdo e monitorar
as reagdes de biodiesel sdo a cromatografia gasosa (GC) e cromatogratfia liquida de alta
eficiéncia (HPLC). Ambas as analises por GC (Freedman, 1986; Plank, 1995; Cvengros,
1994) e HPLC (Holcapek, 1999) e sua combinacdo (Lechner, 1997) toram relatadas para
anélise de biodiesel, enquanto a cromatografia por permeagdo em gel (Gel Permeation
Chromatography - GPC) (Arzamendi, 2006) completa o grupo das técnicas de separagéo.

No entanto, apesar da sua alta precisdo, esses métodos sdo demorados e ndo podem
ser facilmente utilizados para a avaliagdo on-line de reagdes rapidas e reversiveis, como
a transesterificagdo. Assim, métodos alternativos de anélise rdpida, como o indice de
refracdo, do produto final (Xie, 2006), estio em constante desenvolvimento para
acompanhar as reagdes de transesterificagdo.

No entanto, técnicas espectroscépicas de ressondncia magnética nuclear (RMN),
geralmente '"H RMN (Gelbard, 1995; Neto, 2004; Knothe, 2000) e técnicas vibracionais,
como Infravermelho préximo e médio (Knothe, 2000; Zagonel, 2004) e Raman (Ghests,
2006) também sdo adequados para o monitoramento das reagdes de transesterificagdo
e/ou controlar a qualidade do biodiesel. Porém, apenas técnicas vibracionais permitem
sondas para o monitoramento on-line e em tempo real (Knothe, 2000; Felizardo, 2007;
McGaull, 2002). Técnicas espectroscépicas vibracionals tém algumas caracteristicas
atraentes, como a velocidade, ndo-amostragem, medigdes holisticas e ndo necessidade
do uso de reagentes (T'revisan, 2006a; Hassel, 1998), apresentando grandes vantagens
para o monitoramento e controle de processos (Gurden, 2002). A utilizagdo de varidveis
espectroscopicas, ricas em informagdo quimica, em comparagdo com varidveis fisicas
tradicionais, como viscosidade, temperatura, pressdo e fluxo, possibilitam a melhoria
das informacgdes globais em processos quimicos (Gurden, 2002), contribuindo para o
desenvolvimento de sistemas de controle mais confidveis e produtos de melhor
qualidade. Embora a espectroscopia no infravermelho médio seja rica em informagdes
quimicas, a intensa sobreposic¢do espectral requer o emprego de métodos de calibragio
multivariada, como a de quadrados minimos parciais (PLS) (Martens, 1998) para

construg¢io de modelos de calibracio.
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Neste trabalho, temos como objetivo o desenvolvimento de um método simples e
rapido, para o acompanhamento on-line da reagdo de transesterificagdo alcalina do 6leo
de soja com etanol, por F'T-IR e calibragdo multivariada. As reagdes foram monitoradas
utilizando uma cela ATR de andlise de liquidos ATR CIRCLE (Cylindrical Internal
Reflectance Cell for Liquid Evaluation’), através de amostragem continua em um semi-
microreator e também realizada simultaneamente com 'H-RMN para determinar o
acido graxo éster etilico (Fatty Acid Ethyl Ester - FAEE) durante a reagao.

A espectroscopia no infravermelho tem sido utilizada para monitorar a alcéolise
do 6leo de soja (Knothe, 2000; Zagonel, 2004). No presente trabalho, um modelo de
calibragdo foi desenvolvido através do monitoramento on-line realizado em varias
bateladas (do inglés batch) e validado através de uma nova batelada, mostrando pela
primeira vez a robustez da F'T-IR para o monitoramento da etanélise do 6leo de soja
(Zeaiter, 200%). Um procedimento comum para acompanhar reacdes on-line é a
utilizagdo de um ‘by-pass com um sistema continuo de amostragem do reator (Hassel,
1998). Nestes sistemas, a principal desvantagem é a diferenga entre os tempos de
amostragem entre a retirada direta de amostras no reator (Garrido, 2007; Vojinovic,
2006) e 0 monitoramento automatico, produzindo um tempo de retardo entre variaveis
medidas e o perfil cinético de referéncia. Para contornar esta situagdo, a analise de
fatores evolucionarios (Evolving Factor Analysis - EFA) (Maeder, 1987) foi utilizada para
identificar as mudancas significativas no conjunto de dados durante o monitoramento
por infravermelho, permitindo a corre¢do do tempo em relagdo a cinética determinada

por 'H-RMN e reduzindo desta forma, os erros de previsdo do modelo.
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2. Experimental

2.1. Reagentes e solugoes

Oleo de soja refinado (Cargill, Brasil), grau comestivel, com indice de iodo igual a
131,9 (solugdo de Wij), contendo 0,04% de 4cidos graxos livres (AGL) e teor de dgua de
0,1% foi utilizado em todas as reagdes envolvidas neste trabalho. Etanol anidro
(Chemco, Brasil) com 0,44% de 4gua foi utilizado sem qualquer outra purificagdo.
Hidréxido de sédio, grau analitico (Vetec, Brasil), foi utilizado como catalisador; CDCls
(Acroés, Brasil), dcido acético (Ecibra, Brasil); sulfato de magnésio anidro (Synth, Brasil)
também foram utilizados. O método de Rarl-Fischer foi utilizado para determinar o

teor de 4gua no 6leo e no etanol.

2.2. Aparelhos e software

As reagdes foram realizadas em um baldo de vidro de 500 ml, mantido sob
agitagdo constante e a 27 = 1 °C. As andlises de IR foram realizadas em um sistema on-
[ine utilizando tubulagdo de silicone (diametro interno de 1 mm) conectado ao reator e
uma bomba peristéltica modelo 78001-22 (Ismatec IPC, Suiga), utilizando fluxo de 3
mL min-'. Um sistema micro CIRCLE SpectraTech (Inglaterra), com cristal interno de
PbSe foi usado para obter os espectros de IR. O sistema apresenta um angulo de
reflexdo de 45° com 7,5 reflexdes e com volume interno de 0,5 ml (Sperline, 1986). Um
tipico sistema CIRCLE ¢é representado na Fig. 3.1. Um espectrometro F'TIR Bomem
MB-100 (Asea Brown Boveri (ABB) Ltd.) equipado com detector DTGS no ganho
maximo, fol empregado para realizar as medi¢oes no IR.

Os espectros de 'H RMN foram obtidos sob condi¢gdes ambientais, em um
GEMINI 2000, operando em 300 MHz e como solvente foi utilizado CDCl;
(transferéncia quimica residual de prétons 7,26 ppm). Os espectros de ressondncia
magnética nuclear de hidrogénio e de 'H foram processados utilizando os softwares
ACD/Lab versio 4.,0.

A andlise de dados foi realizada utilizando o software Matlab 6,5 (The
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Mathworks), com “PLS toolbox” (Eigenvector Inc.) versdo 3,5 em microcomputador
AMD Athlon 1,3 GHz com 256 Mb de memoéria RAM, usando sistema Linux Fedora
core 3. O “1PLS toolbox for Matlab” foi obtido gratuitamente na web (www.models.kvl.dk).

Fluxo

entrada
Sistema CIRCLE

e e
§ Detector

Saida

Cristal de
PbSe

FonteIR

Figura 3.1. Um sistema CIRCLE tipico utilizado para as anélises na regidao do MIR.

2.8. Cdlculo das conversoes nas transesterificagoes por 'H-RMN

O método proposto utiliza as integrais dos sinais presentes na regido entre 4,05 e
4,35 ppm. Primeiramente, determina-se quais dtomos de hidrogénio presentes nos
triglicerideos, nos intermediérios (mono- e diglicerideo) e no ésteres etilicos estdo entre
4,05 - 4,35 ppm, regido utilizada para o calculo de conversdo da etandlise de Sleos
vegetals. Na Fig. 8.2 estdo os espectros simulados parciais de '"H-RMN e os ntmeros
que aparecem hos sinais representam o inicio e o fim da faixa (em ppm) na qual os sinais

dos hidrogénios, em destaque, estdo compreendidos.
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Figura 3.2. Regido entre 4,35 a 4,05 ppm dos espectros simulados de 'H-RMN dos
TG, DG, MG e ésteres etilicos.

Como pode ser observado na Fig. 3.2, no quarteto gerado pelos prétons do CH.
etoxilico o desdobramento em menor deslocamento quimico (4,09) é o tnico pico de
ressondncia que nio apresenta sobreposi¢do com nenhum outro sinal dos mono-, di- ou
trigliceridos. No espectro obtido experimentalmente o deslocamento quimico desse pico
¢ igual a 4,07 ppm. Na Fig. 3.3 estdo mostrados os picos que aparecem entre 4,35 e 4,05

ppm nos espectros de 'H-RMN do 6leo de soja e do éster etilico do 6leo de soja.

BLLLR LA RLLLY LA RRLY LALLY LALLE ALY RALLE LLLEN LLLLE LLLLE
430 425 420 415 4.10 430 425 420 415 4.10
Figura 3.3. Regido entre 4,35 e 4,05 ppm dos espectros de 'H-RMN obtidos

experimentalmente para (a) 6leo de soja e (b) ésteres etilicos de dleo de soja.
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Através do fendmeno denominado desdobramento spin-spin, os picos de
ressondncia sofrem desdobramentos, que podem ser explicados empiricamente pela
regra do n + 1. Segundo esta regra, cada tipo de préton “sente” o ntimero de prétons
equivalentes (n) do atomo de carbono vizinho ao 4tomo de carbono ao qual um dado
préton esté ligado. Assim, seu pico de ressonancia se desdobra em (n + 1) componentes.

Esses desdobramentos obedecem ao triangulo de Pascal, conforme indicado na Fig. 3.4.

singleto 1
dupleto 11
tripleto 121
’\ JU[ ’\ {— |quarteto 1331
quinteto 14641

Figura 3.4. Desdobramentos dos picos de ressonancia segundo a regra do n+1.

O pico de ressonancia dos atomos de hidrogénio etoxilicos dos ésteres etilicos é
desdobrado em um quarteto, cuja drea total é a somatéria dos componentes externos do
quarteto (menores intensidades), que possuem area igual a 1/8 da 4rea total mais os
componentes internos (maiores intensidades), que tém 4reas iguais a 3/8 da drea total

do quarteto, como esquematizado na Fig. 3.5.
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A,=3/8A, Ag=3/8A,

A. = drea do componente 1
Ac. = drea do componente 2

A, =1/8 A, A =18 A, Aes = 4rea do componente 3

U

A, = Area total do sinal

A = drea do componente 4

Figura 3.5. Area sob os picos resultantes dos desdobramentos do quarteto gerado

pelos dtomos de hidrogénio etoxilicos dos ésteres etilicos.

O componente 4 (c4) do quarteto dos ésteres etilicos (6 na faixa de 4,07 a 4,08
ppm) é o unico pico que ndo sofre sobreposi¢do de nenhum outro pico. Portanto esse
componente foi utilizado no célculo da conversdo da etandlise de 6leos vegetais,

segundo a Equagdo 3.1

% EE = [ (Acsx 8) / Adarec] X 100 (8.1)
onde:
A« = Area do componente c4.
A= Area de todos os sinais entre 4,35 e 4,05 ppm.

% EE = Porcentagem de ésteres etilicos de 6leos vegetais.
A Fig. 8.6 mostra o espectro de 'H-RMN obtido de uma mistura de 6leo de soja e

ésteres etilicos (bd) com concentragio de 40 % (m/m) de ésteres etilicos. As linhas

vermelhas e os niimeros em vermelho correspondem as integrais dos picos.
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bd/éleo = 40:60%
bd/os= ((0,38"8)/7,68)*100= 39,58%

Add+ee

—4.12

—4.27
—4.26

4.31
—4.30

_ M

1.96 5.34 0.38
I T

4.30 4.25 4.20 4.15 4.10

Figura 3.6. Espectro de RMN-'H de uma mistura bindria composta de 40 % de ésteres

etilicos de soja 60 % de 6leo de soja.

2.4. Monitoramento e andlise de dados

Quatro bateladas foram realizadas seguindo o mesmo procedimento, de acordo
com o descrito na parte experimental: 1,00 g de NaOH foi dissolvido em 31,60 g de
etanol e acrescentou-se 100,00 g de 6leo de soja no baldo de reagdo. A mistura reacional
foi vigorosamente agitada e a temperatura mantida a 27 £ 1 °C. Simultaneamente com
a adi¢do da solugdo etandlica de catalisador, a bomba peristéltica e o monitoramento
espectral foram acionados. O monitoramento on-/ine por IR foi realizado através da
obtengio de espectros da reagdo continuamente, através do sistema CIRCLE.

A faixa espectral foi de 3707 até 814 cm™' e a média de 8 varreduras e resolucdo de
8 cm! foi utilizada para permitir um répido registro dos espectros. Desta forma, cada
espectro (média de 8 varreduras) foi obtido em 15 s e o monitoramento foi realizado
durante 12 min. Um espectro do ar (cela vazia e rigorosamente limpa com
dgua/detergente e etanol), obtido antes de cada batelada foi utilizado como branco.

Para cada batelada monitorada, foi1 obtida uma matriz de dados com as dimensdes
de 48 amostras por 751 pontos espectrais. Os dados foram exportados pelo software

GRAMS/ 32 e o software Matlab foi utilizado para importar e analisar os dados, através
71



Marcello G. Trevisan Tese de Doutorado

do PLS-toolbox.

Sete amostras foram recolhidas off-line do reator durante 0,3-12,0 min para cada
batelada. As amostras (8 ml) foram coletadas do reator utilizando uma pipeta e, em
seguida, misturadas em um tubo de ensaio com 0,3 ml de 4cido acético glacial. As
amostras foram lavadas duas vezes com dgua desionizada, o etanol residual foi
removido da fase liquida através de um rota-evaporador e os residuos foram submetidos
a analise por 'H RMN para obter os rendimentos de FAEE. Uma curva foi ajustada
para cada batelada, obtendo-se o seu pertil cinético. Assim, a partir da equagdo cinética,
a concentracdo estimada de FAEE em 48 diferentes tempos entre 0,0 e 12,0 min foi
obtida. Estes valores (bloco y) juntamente com os espectros no infravermelho (bloco X)

foram utilizados para estabelecer um modelo multivariado por PLS.

3. Resultados e discussio

Os rendimentos dos FAEE foram determinados por 'H RMN e o perfil cinético da
reacdo para cada batelada foi ajustado por equagdes ndo-lineares utilizando o software
Origen® versdo 6.0. O perfil cinético obtido a partir dos lotes pode ser visto na Fig. 3.7

e é regido por um crescimento assintético, mostrado na equagdo 3.2 abaixo:

FAEE%(tmin) = Ao-kia (8.2)
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Figura 8.7. Ajuste cinético para as reacgdes de transesterificacdo obtidas pelas anélises

de 'TH-RMN.

Os parametros cinéticos da equagdo 3.2 foram calculados para todas as bateladas
estudadas, e poucas diferengas foram observadas, como mostra a Tabela 1. Estas
diferengas foram, provavelmente, devido aos erros aleatérios do procedimento
experimental da determinacdo por 'H-RMN, como sugerido por Schuchardt e co-
autores (Gelbard, 1995). Desta forma, todas as bateladas foram consideradas como

obtidas sob condi¢des normais de operagdo (Normal Operation Conditions - NOC).

Tabela 3.1. Parametros cinéticos utilizados para ajuste dos pontos obtidos por "H-RMN.

Parametros Batelada 1 Batelada 2 Batelada 3 Batelada 4
Ao 97,29 95,55 95,10 96,44
ky 83,72 69,53 64,88 88,87
a 0,48 0,50 0,57 0,50

R? 0,9791 0,9893 0,9987 0,964:3

Através da equagdo cinética obtida, as concentragdes estimadas em func¢ido do

tempo foram obtidas em 48 pontos temporais, entre O e 12 min, correspondendo ao
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momento exato em que os espectros de IR foram adquiridos. Estes rendimentos
estimados de FAEE foram usados para construir um modelo de calibragdo multivariada
com os dados espectrais baseados em regressdo por quadrados minimos parciais. Os
erros calculados foram expressos pela relacdo entre as concentragdes estimadas pelo
modelo e concentragdes reais obtidas por 'H-RMN.

Quatro bateladas foram monitoradas de 0,3 a 12 min, resultando em 751 pontos
espectrais para cada intervalo de tempo. Assim, um cubdide de dados foi obtido com
dimensdes de 4 X 48 X 751 (batelada x tempo x espectro). Duas estratégias foram
adotadas utilizando o processo de validagdo cruzada (leave-one-out). Na primeira,
utilizou-se 3 bateladas para calibragdo e uma para validacdo e na segunda, utilizou-se
uma para calibragio e os outras trés para validagdo. Em ambos os casos, os erros foram
estimados com base no RMSPD (equagdo 2) para cada batelada.

Varios métodos de pré-processamento foram testados, como derivadas, corregio
de linha de base, filtro de Savitzky-Golay, centrar na média, autoescalamento e selecdo
de varidveis utilizando interval-PLS (Norgaard, 2000). A metodologia utilizada para
escolher o melhor pré-processamento e o nimero de varidveis latentes fol o menor
valor RMSPD e RMSEP (Millerihli, 1984; do Nascimento, 2007), bem como a auséncia de
erros sistematicos.

Na primeira etapa, a estratégia de utilizar apenas uma batelada e prever as outras
foi avaliada. Neste processo e nos outros, os dados foram sempre centrados na média e
o numero de varidveis latentes foi determinado pelo RMSECV. Como pré-
processamento foi utilizado a primeira derivada das intensidades dos espectros, pois se
observou que este procedimento melhora a precisdo do método, reduzindo os erros
relativos médios em torno 10%. Todos os modelos construidos com diferentes
bateladas utilizaram duas varidveis latentes. Os modelos obtidos foram utilizados para
prever as outras bateladas, obtendo-se os erros relativos em relagdo a concentragio
estimada por RMN. Os resultados foram expressos como erros relativos médios de 55%

para cada batelada.
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As demais andlises foram realizadas com base em dados de trés bateladas de
calibragdo e outra para previsdo. Foram construidos modelos da mesma forma que na
analise anterior, utilizando derivadas e centraliza¢dio na média e o nimero de VL foi
determinado da mesma forma. Uma consideravel reduc¢io em relacdo aos erros de
previsdo fol observada, obtendo erros médios em torno de 30%. Este resultado
demonstra a necessidade da introducio de varias bateladas no modelo de calibracgio,
incorporando a variabilidade intrinseca das reagdes. No entanto, valores altos de
RMSPD s6 puderam ser observados no inicio do monitoramento, como mostrado na
Fig. 3.8. As bateladas foram analisadas no sistema ATR de amostragem continua
através de uma bomba peristéltica e em contrapartida, as analises de 'H-RMN foram
realizadas pelo recolhimento manual das amostras, diretamente do reator. Desta forma,
observa-se um consideravel tempo de atraso entre os resultados de RMN e os obtidos

pelo monitoramento por IR, que prejudica a previsio inicial.

160 1

140 4

1 1 1 L A

0 2 4 6 8 10 12
I'empo (minutos)

Figura 3.8. Erros relativos de previsio (RMSPD) percentual utilizando 8 bateladas

para calibragio.

Embora todas as bateladas tenham sido feitas nas mesmas condigdes, as mudangas
espectrais em relagdo ao tempo sdo diferentes para cada batelada, devido ao processo de

amostragem manual. Por exemplo, varia¢des espectrais significativas, especialmente
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para os numeros de onda de 1050 e 3300 cm!, s6 sdo observadas no terceiro lote para o
intervalo 2-3 min, como mostrado na Fig. 3.9A. Subtraindo o primeiro espectro para
cada lote, pode ser observados melhor visualizagdo da variagdo intrinseca dos dados,

como mostrado na Fig. 3.9B.
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Figura 3.9. Monitoramento por IR. Espectros durante os 5°° minutos da reagdo para a

3" batelada (A) e o mesmo monitoramento apds a subtragdo do primeiro espectro (B).
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Na tentativa de ajustar as respostas do sensor ao perfil cinético modelado obtido
por RMN, foi utilizada a andlise de fatores evolucionérios (EFA) para determinar o
inicio das variagdes dos espectros obtidos pelo monitoramento e para realizar uma
corre¢do nas respostas temporais. EFA (Setarehdan, 2004; de Braekeleer, 2000) e outras
técnicas quimiométricas (Garrido, 2007; Martinez, 2000) também podem ser empregadas
para monitorar qualquer mudanga brusca no conjunto do sistema reacional, para
visualizar a variagdo dos componentes e para detectar o ponto final da reagio.

A andlise de fatores evoluciondrios consiste em seguir os valores singulares da
matriz espectral para os 2 primeiros tempos; depois para os 3 primeiros e assim por
diante, determinando quantos fatores estdo presentes nos dados. No nosso caso, como a
metodologia sugere um possivel emprego para controle de processos, a EFA foi
realizada nos lotes de calibra¢do e um valor limite foi escolhido a partir do logaritmo
dos valores singulares, quando a primeira variagdo significativa do rufdo instrumental
apareceu. Esta estratégia foi aplicada para remover a parte da matriz de monitoramento
que ndo tenha variagdo espectral significativa e assim, nenhuma informagdo quimica.

Para as bateladas de calibragdo, o valor limite foi escolhido e seus respectivos
tempos de corregdo foram estabelecidos comparando com as variagdes espectrais sem o
primeiro espectro (Fig. 3.9B). Como a variag¢do significativa das absorbancias de IR é
provavelmente relacionada com o inicio da reagdo (2,1 minutos) no interior do sistema
CIRCLE, os espectros obtidos antes destes pontos foram removidos das matrizes de
dados, em cada batelada. O conjunto de todos os valores de corte limite (ou do inglés
threshold) obtidos e seus respectivos tempos para cada batelada sdo apresentados na

Tabela 3.2.
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Tabela 3.2. Valores limites obtidos pelo EFA em diferentes bateladas.

Batelada 1 Batelada 2 Batelada 3 Batelada 4
Valor limite -1,7 -1,6 -2,0 -1,5
Tempo de corte (min) 2,1 2.8 2,0 2,5

Na Fig. 3.10, sdo mostrados a varia¢do dos valores singulares com o tempo e o
valor limite de uma batelada de calibragio (batelada 1). E possivel observar maior
variagdo do primeiro 'fator' préoximo ao tempo de 2 min. Nesta batelada, o valor de
corte selecionado foi de -1,7 com um tempo correspondente de 2,1 min. Apds a
obteng¢do de um limite a partir da batelada de calibragido, EFA foi realizada novamente
sobre o conjunto de validagdo levando em consideragdo apenas os tempos acima do
valor limite obtido na batelada de calibracdo. Este processo produz uma corregido nos
tempos das bateladas, removendo os dados que nédo apresentam variagdes espectrais nos
primeiros tempos de monitoramento.

No entanto, pode-se obter as mesmas informagdes com uma andlise visual da Fig.
3.9B, mas a EFA permite obter o mesmo resultado com um passo computacional e com
robustez e eficiéncia. Apds a obten¢do de um valor limite obtido a partir do conjunto de
calibragido, ele pode ser usado para estimar e corrigir o tempo de corte e do perfil de

concentragdo, respectivamente.
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Figura 3.10. Anidlise de fatores evolucionarios realizada em uma batelada de calibragéo.
O valor limite escolhido (linha tracejada) indica a remocgdo dos tempos menores que 2

minutos de monitoramento.

Tabela 3.3. Resultados de previsdo dos rendimentos das bateladas obtidos com

validagdo cruzada e validagdo externa com diferentes métodos de pré-processamento.

Parametros Derivadas Correcdo de Alisamento  Centrar na Autoescalar PPLSA
linha baseb por SG¢ média

VIe 4 4 5 6 4 4

RMSEC 4,6 4,5 4,4 2,7 3.4 3,3

RMSECV 5,0 4,9 4,8 3,8 3,8 3,6

RMSEP 3,3 2,6 3,1 1,9 2,3 2,0

RMSPD (% 7,08 4,93 6,92 4,53 6,67 4,74

e —
4 Primeira derivada obtida com uma janela de 13 pontos;
b Obtido utilizando como referéncia a regido entre os niimeros de onda de 1900 a 2400 cm™';
¢ Alisamento de Savitzky-Golay obtido com uma janela de 21 pontos;
d Obtido utilizando 20 intervalos, centrar na média. Intervalo escolhido de 1693 a 1839 cm};
¢ Variaveis latentes.

79



Marcello G. Trevisan Tese de Doutorado

Tabela 3.4. Comparagdo dos resultados obtidos para diferentes estratégias aplicadas na avaliagdo das

reacoes?.
Estratégia 1 Estratégia 2 Estratégia 1 Estratégia 2
(PLS) (PLS) (EFA/PLS) (EFA/PLS)
RMSEP (%) 55,5 26,5 5,8 3,5
RMSDP max. (%) 65,9 47,4 6,8 4.7
RMSDP min. (%) 33,6 14,3 4,0 2.4
RMSDP médio (%) 55,5 26,5 5,8 3,5

aytilizando duas VL.

Modelos de calibragdo foram construidos utilizando as duas estratégias descritas
anteriormente, uma com uma batelada de calibragio e trés para validagdo e outra com
trés para calibragdo e s6 um para validagdo. Apds a correg¢do com EFA, os métodos ja
avaliados foram utilizados e os resultados obtidos sdo exibidos na Tabela 3.3. A
corre¢io dos tempos obtidos por EFA permite redugio consideravel dos erros de
previsdo, como mostra a Tabela 3.4, com erros abaixo de 5%. Os resultados
apresentados na Tabela 8.4 mostram também a necessidade de utilizar diversas
bateladas de calibragéo, inserindo grandes quantidades de variagdo e reduzindo os erros
de previsdo para as outras bateladas. Os erros foram normalmente distribuidos em
todas as bateladas e os valores previstos pelo modelo tem boa correlagdo com as

verdadeiras, (perfil cinético estimados por RMN), como indica a Fig. 8.11.
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Figura 3.11. Erros relativos de previsdo utilizando trés bateladas para calibragdo apés

a correc¢do temporal executada por EFA.
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4., Conclusio

O método proposto proporcionou uma determinagio on-/ine por IR do rendimento
de FAEE na transesterificacdo do 6leo de soja degomado (6leo apds remocgdo de
lecitina, metais e acidos livres) utilizando etanol, como um método alternativo a andlise
por 'H-RMN. O método proposto é um método rapido e de baixo custo com potencial
para ser utilizado em aplicagdes industriais, tais como controle e/ou otimizagido de
processos de fabricacdo ou vigilancia da qualidade. A estratégia EFA, utilizada para
identificar as mudangas significativas nos dados de monitoramento e para corrigir os
tempos entre o sensor infravermelho (sistema CIRCLE) e o reator monitorado off-line,

foi eficiente para a redugdo dos erros de previsdo e melhorou os resultados gerais.
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1. Introducio

Atualmente, especial atengdo tem sido dada ao desenvolvimento de fontes
renovéveis de energia, tanto por necessidades ambientais, como a redugdo na emissdo
de carbono, mas principalmente por fatores econdmicos, que buscam alternativas a
dependéncia do consumo de petrdleo e seu esgotamento.

O Brasil como pafs possuidor de grande disponibilidade de area cultivavel,
recursos hidricos e climas favordveis, apresenta elevado potencial para produgdo de
biocombustiveis originados do cultivo agrério. No entanto, até o presente momento, a
producdo brasileira de biocombustiveis renovaveis praticamente se restringe a
producdo de etanol através da fermentagdo do agticar extraido da planta cana-de-agtcar
(Saccharum spp).

O inicio do uso de biocombustiveis remonta ao final do século XIX, quando
Rudolph Diesel utilizou élcool e 6leo de amendoim como combustivel em seus motores.
Devido as necessidades da Segunda Grande Guerra, durante os anos de 1930 a 1940,
diferentes tipos de 6leos vegetais foram utilizados em motores diesel. No entanto, foi
somente durante a crise de combustiveis dos anos 70, que perspectivas reais de
emprego de biocombustiveis surgiram. Em conseqiiéncia, neste periodo a alternativa de
utilizar produtos vegetais para produc¢do de combustivel, além da cana-de-agucar,
pareceu tdo vidvel que se discutiu muito em diversos eventos nacionais e congressos, e
foi entdo langado pelo presidente General Ernesto Geisel (1974-1979), o Programa
Nacional de Oleos Vegetais - Pro-Oleo. O projeto previa complementagio ao Prodlcool,
substituindo o diesel e reduzindo o impacto dos dois “choques do petrdleo” (1973 e
1979) que ocorreram na economia do pafs, j4 que o Prodlcool substitufa apenas a parte
leve do petréleo, o que transformou o Brasil no maior exportador de gasolina para o
EUA. Contudo, em 1982 o Pro-Oleo foi engavetado, antes mesmo de sua
implementacgdo, devido ao elevado investimento inicial. O projeto tinha como proposta

a adig¢do de 30% de 6leo vegetal no diesel f6ssil (www.senado.gov.br).
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Em 2003, o governo Brasileiro criou o PNPB (Programa Nacional de Produgio e
Uso de Biodiesel), que previa a adigdo minima de 2% de biodiesel ao diesel f6ssil a partir
de 2008 (B2) e 5% até 2013, propor¢des bem mais modestas em relagdo ao programa
anterior. O PNPB busca atender 8 importantes diretrizes:

(1) Implantar um programa sustentdvel, promovendo inclusio social;

(2) Garantir pregos competitivos, qualidade e suprimento;

(8) Produzir o biodiesel a partir de diferentes fontes oleaginosas e em regides

diversas.

Conforme  Fig. 4.1, extraida do  portal oficial do  PNPB

(hitp://www.biodiesel.gov.br/), o projeto ¢é estruturado em 3 setores: ambiental,

economico e, principalmente, social.
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Figura 4.1. ‘Pilares’ de sustentagdo do biodiesel, proposto pelo PNPB.

Utilizando como base de dados o portal Web of Science e a palavra “biodiesel”, é
possivel observar um crescimento préximo a 50%/ano na quantidade de trabalhos
cientificos oriundos de grupos de pesquisa nacionais, a partir do langamento do projeto
PNPB em 2003. Grande parte destes artigos envolve procedimentos para obtengdo de
biocombustiveis a partir de novas fontes de substratos, como palmas e plantas
amazonicas (Lima, 2008) e algas (de Morais, 2008; Rodolfi, 2009) e outras plantas com
menor potencial graxo e desconhecida capacidade para a produgdo de biocombustivelis,

como Oleo de café (Olrverra, 2008), rabanete (Domingos, 2008) e outras espécies. O
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emprego de novos catalisadores inorganicos (Nakagaki, 2008) e enziméticos (lipases)
(Costa Rodrigues, 2008) para 6leos ja conhecidos, como 6leo de soja, jatrofa e coco
também tem sido extensivamente realizado. Embora em menor ntmero, o
desenvolvimento de novas metodologias analiticas associadas a produgdo e ao controle
de qualidade de biocombustiveis também apresentou o mesmo crescimento.

Os principais fatores que contribuem a qualidade do biodiesel estdo associados a
qualidade da matéria-prima (acidez, presenga de proteinas (degumado), 4gua e origem
do 6leo) e no final do processo, ao teor de glicerina e % de conversdo (Knothe, 2005).
Como todos estes fatores estdo associados a compostos organicos, podem ser
acompanhados através da espectroscopia no infravermelho. Desta forma, esta técnica
analitica é a que apresenta o maior potencial para monitoramento pré (matéria-prima),
durante e pés-processo de transesterificacdo industrial, devido ao seu baixo custo de
implementacdo (exclusivo para o infravermelho préximo) e elevadas velocidades de
analise e interpretacdo, principalmente quando associada a modelos fundamentados em

estatistica multivariada.

1.1. Estatistica Multivariada no Controle de Processos

As técnicas estatisticas multivariadas, utilizadas no controle de processos quimicos
(MSPC — multrvariate statistical process control), podem ser divididas de diferentes formas,
a saber:
a. Quanto ds relagoes matemdticas estabelecidas pelo modelo estatistico:

Neste aspecto, podemos dividir as técnicas MSPC em modelos regressivos, os
quais foram vistos nas primeiras aplicacdes deste trabalho, e modelos exploratérios,
onde os objetivos principais sdo a detec¢do de anomalias e identificar variabilidade em
fun¢do do tempo. Nos modelos regressivos, como o PLS, sdo estabelecidas relagdes
numéricas entre o conjunto de varidveis dependentes (bloco X) e as independentes
(bloco y), conferindo propriedades previsiveis ao modelo estatistico. Nos modelos
exploratérios, como o PCA, devido a auséncia do bloco y, a relagdo numérica do modelo
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¢ feita somente no bloco X. Esta propriedade dos modelos exploratérios exige
empregar um conjunto histérico muito maior de dados, visto que nio existem variaveis
independentes que possibilitam a validagdo dos resultados por outra técnica analitica.

b. Quanto ao tempo reacional de processos em bateladas:

Independentemente, se utilizado um modelo estatistico multivariado regressivo
ou exploratorio, é possivel estabelecer paralelamente dois diferentes modelos, levando
em conta a forma com que o vetor tempo, relativo ao tempo decorrido ao longo de uma
batelada, é utilizado no modelo estatistico. Se o modelo estatistico estabelecido
englobar K tempos, sendo K definido pelo conjunto de nimeros compreendidos do
infcio até o final da batelada, originard um modelo denominado ‘pés-batelada’. Este tipo
de método é utilizado para avaliagdes de qualidade do produto final e ndo pode ser
utilizado no monitoramento ou controle de um processo, pois é necessdrio a finalizagio
da batelada para a inclusdo no modelo. Por fim, se forem utilizados tempos locais na
construcdo dos modelos, dard origem aos métodos conhecidos como ‘on-line ou ‘em
tempo real’, que permitem o monitoramento (e controle) do processo durante o decorrer
da batelada, a cada intervalo de tempo.

Esta classificagdo é a mais importante, pois estd diretamente associada a forma
com que os dados sdo obtidos e como eles serdo pré-processados nos diversos métodos
estatisticos disponiveis.

Na terminologia ‘quimiométrica’, em relacdo ao formato dos dados, utiliza-se os
termos dados de ordem zero, primeira e segunda ordem para designar os conjuntos de
varidveis dependentes (bloco X), com dimensdes vetoriais, matriciais e tensoriais,
respectivamente (Sena, 2005; Bro, 1998). O mesmo principio pode ser utilizado nos
métodos MSPC, de forma que os métodos pés-batelada utilizam um conjunto de dados
definido por dimensdes tensoriais dadas por 7 X j X k e nos métodos estatisticos on-line
(com algumas excegdes), possui dimensdes matriciais, definidas por j x k. Para melhor

explicagdo, consideremos o seguinte exemplo (Marco, 2005):
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Uma reagdo em bancada é monitorada por um espectrofotdmetro UV-Vis através
de uma cela de fluxo e gera ao final da reacdo, no tempo K, um conjunto de dados
caracterizado por uma matriz de dimensdes J (somatério dos comprimentos de onda na
regido do UV-Vis) x K (somatério do ntimero de espectros, ao longo da reagdo). No
entanto, essa reagdo ¢ monitorada ao longo de uma faixa de pH, de modo que uma nova
dimensdo ¢ incluida, gerando um conjunto histérico de dados caracterizado por um

cubdide, de dimensdes I (pH ou bateladas) x J (espectro) x K (tempo) conforme Fig. 4.2.
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Figura 4.2. Arranjo tridimensional de dados obtidos por monitoramento multivariado
(espectroscépico) de diversos valores de pH ao longo de um determinado perfodo de
tempo fixo.

Os métodos estatisticos on-line sdo os mais empregados pois utilizando fragdes do
tempo de reagdo, permitem avaliagdo do desempenho do processo em tempo real, o que
permite a detecgdo de falhas e tendéncias durante o decorrer das reagdes (Skibsted, 2005;
Wold, 1998) por métodos exploratérios e a previsdo indireta de varidveis fisico-
quimicas, como o rendimento ao longo da reagéo.

No desenvolvimento de métodos de andlise de qualidade final da batelada, sio
empregados modelos multi-way ou de segunda ordem (também conhecidos como
métodos multidimensionais) (Bro, 1998). No entanto, quanto utilizada uma técnica
espectroscopica que fornega dados de segunda ordem, como a fluorescéncia molecular

de excitagdo x emissdo (Silva, 2007), é possivel a utilizagdo dos métodos
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multidimensionais, como o PARAFAC, no monitoramento em tempo real ou on-line
(Amigo, 2008). Estes modelos, como o método de Tucker (Bro, 1998; Trevisan, 2003),
executam a deconvolugio do tensor de dados em matrizes de loadings e scores, obedecendo

ao diagrama representado na Fig. 4.3.
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Figura 4.3. Estrutura do modelo Tucker, empregado para conjuntos de segunda ordem.

Os métodos estatisticos aplicados a andlise on-line utilizam, via de regra, uma
etapa de desdobramento (ou do inglés wunfolding). Este desdobramento pode ser
realizado de duas formas distintas, chamada de etapas de pré-processamento. A
primeira delas ocorre a vetorizagdo das bateladas (‘vec(batelada)’), transformando a
matriz de dados de cada batelada que possui dimensdes j (comp. de onda) x £ (tempo)
em um vetor de dimensdes 1 x JK. Com a obtencio de varias bateladas, uma matriz de
dados de dimensdo 7 x jk é obtida(dimensdo 7). J4 na segunda possibilidade, se constréi
modelos locais, em cada tempo de analise do monitoramento. Dessa forma, o tensor X é
fracionado em uma série de 7 matrizes de dimensdes j x k£ e cada sub-matriz ¢
processada com o método PCA (Principal Component Analysis) (Martens, 1989). No
primeiro caso, para 0 monitoramento em tempo real, no processo de previsdo de uma

batelada, é necessario preencher os tempos que faltam até o final da batelada com uma
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varidncia média ou valores ausentes, conforme proposto por MacGregor e
colaboradores (Nomzikos, 1994; Nomzikos, 1995). Mas o mesmo procedimento ndo é
necessario nos métodos de modelos locais. O segundo caso, mais simples, proposto por
Wold (Wold, 1998), consiste em construir modelos isolados para cada tempo de
monitoramento, decompondo desta forma o tensor em K modelos. Cada um destes
modelos locais pode ser utilizado em propostas exploratérias ou de regressdo. No
entanto, estes modelos apresentam correlagdes ou dependéncia entre si, dando origem
ao segundo método, conhecido como método de vetorizagdo e proposto por MacGregor
(Westerhuis, 1999). Outra alternativa também utilizada em processos com varidveis
correlacionadas é o emprego de séries temporais (Guterres, 2006).

Na Fig. 4.4 é mostrada a forma de processamento de um tensor de dimensoes Ix J
x K em uma matriz de dimensdes IK x J, caracterizando o procedimento proposto por
Wold. Ja a Fig. 4.5, o mesmo tensor é decomposto em uma matriz de dimensoes I x KJ,

que caracteriza o procedimento proposto por MacGregor.
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Figura. 4.4. Método de pré-processamento baseado no desdobramento das variaveis.
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Figura 4.5. Método de pré-processamento baseado no desdobramento das bateladas.
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Similarmente as etapas de constru¢do de modelos de regressdo multivariados, os
métodos estatisticos aplicados a0 monitoramento de processos também necessitam de
etapas de modelagem (também chamado de etapa de treinamento ou aprendizagem).
Nesta etapa ¢ utilizado um conjunto de bateladas (amostras) para construir o modelo
estatistico. Este conjunto de bateladas deve ser obtido em situagdo sob controle e com o
processo bem ajustado (NOC — Normal Operation Conditions) mas também deve possuir
a variabilidade natural das bateladas futuras. Um modelo construido com estas
amostras serd um modelo robusto, bem comportado nas condigdes normais de operagdo
e com padrdes normais de evolugdo e assim, capaz de detectar falhas, tendéncias e
outlzers (amostras anémalas). Com o tempo, devido a desgastes dos equipamentos, troca
de matéria-prima, otimizagdo do processo, etc, serd necessario o ajuste do modelo, que
pode ser feito por transferéncia de calibragdo ou mesmo, a construgdo de um outro, com
a obtengdo de novo conjunto histérico.

A estatistica Hotelling, também conhecida como 1%, é definida como a soma dos
scores quadraticos e normalizados (Hotelling, 1947) e ¢ uma medida da variagdo de cada
amostra em rela¢do ao modelo PCA empregado. Desta forma, a carta de controle T?
pode ser empregada para identificar dispersdes maiores que aquelas observadas na
construgdo do modelo, permitindo a visualizagio de tendéncias ao estado fora de
controle. Ja a estatistica Q ¢ uma medida residual de cada amostra, que mede a variagdo
dos dados fora do plano definido pelos componentes principais. A utilizagdo de ambas as
cartas, também conhecidas como cartas de Shewhart, sio complementares e permitem
uma rapida identificagio de alteragdes durante ou apds o desenvolvimento de bateladas
ou processos. Neste trabalho, varias bateladas da reagdo de transesterificagdo estudada
na segunda etapa deste projeto (Capitulo 8) foram monitoradas na regido do
infravermelho préximo com um espectrometro baseado em AOTF (Acousto-Optic
Tunable Filter). Através das estratégias descritas, trés modelos multivariados foram
construidos, utilizando-se os parametros T? e Q para realizar a previsdo de falhas,
através de cartas multivariadas de controle.
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2. Experimental

2.1. Reagentes e solugoes

Foram empregados os mesmos reagentes utilizados no item 2.1. do capitulo 3

(pag. 68).

2.2. Aparelhos e software
As reagdes foram realizadas em um baldo de vidro de fundo redondo com
capacidade de 50 mL, mantido sob agita¢do constante através de uma barra magnética
de 2 cm e em temperatura de 27 £ 1 °C. As andlises de NIR foram realizadas em um
sistema on-line utilizando tubulagdo de #ygon (didmetro interno de 1 mm) conectado ao
reator e a uma bomba peristdltica modelo 78001-22 (Ismatec IPC, Suiga), utilizando
vazdo de 0,7 mL min-'. Foi utilizada uma cubeta de quartzo de 1 mm de espessura para
obter espectros de reflectancia da solugdo circulante, através de um espectrometro de
infravermelho préximo AOTTF marca Brimrose (TEAF 1.5-3.0), com cristal de TeOs,.
A andlise de dados fol realizada utilizando o software Matlab 6,5 (The
Mathworks), com “PLS toolbox” (Eigenvector Technologies) versio 3,5 em um
microcomputador AMD Athlon 1,8 GHz com 2 Gb de meméria RAM, usando sistema
Windows XP.

2.3. Monitoramento e andlise de dados

As bateladas monitoradas totalizaram 31 unidades, dividindo-se em bateladas
NOC e bateladas com falhas. Realizaram-se 16 bateladas NOC, seguindo o
procedimento experimental: 12,5 g de 6leo de soja no baldo de reagido acrescidos de 5
mL de solugdo etandlica com catalisador (0,81 g de NaOH previamente dissolvido em
25,21 g de etanol). A mistura reacional foi vigorosamente agitada a 27 = 1 °C e apds a
adi¢do da solugdo etandlica, a bomba peristaltica e o monitoramento espectral foram

acionados. O monitoramento on-line por IR foi realizado através da obtengdo de
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espectros por aproximadamente 15 minutos e o branco espectral foi obtido com a
cubeta vazia. Cada espectro foi obtido a intervalos constantes de 6 segundos com

média de 50 varreduras e com resolugdo de 8 cm'. As falhas geradas foram:

£

Utilizagdo de 4lcool hidratado 98% (38 bateladas);

b. Utilizag¢do de alcool hidratado 95% (8 bateladas);

c. Auséncia de catalisador (8 bateladas);

d. 20% a mais de catalisador, do que o empregado no NOC (3 bateladas);

e. 20% a menos de catalisador, do que o empregado no NOC (3 bateladas);

3. Resultados e discussio

3.1. Estudos preliminares

O monitoramento das bateladas fol realizado na regido de 1100 a 2400 nm,
conforme Figura 4.6A, que mostra uma batelada NOC monitorada. Apesar da variagdo
nas intensidades de reflectancia, observou-se entre as diversas bateladas monitoradas,
que havia uma diferenga no inicio do tempo de monitoramento. Utilizando a mesma
estratégia empregada na segunda aplicagdo, o primeiro espectro obtido de cada batelada
foi subtraido, de modo a observarmos uma variagdo préxima a zero nos primeiros
tempos de monitoramento, conforme Figura 4.6B. No caso desta batelada, pode-se
observar que somente apés o sexagésimo (60°) espectro obtido, observa-se o inicio das

variagdes espectrais propriamente ditas.
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Figura 4.6. Monitoramento de uma batelada controle por AOTF-NIR (A) e com a

subtragdo do primeiro espectro (B).

Esta pequena variagdo nas intensidades dos tempos iniciais se da pelo atraso, ap6s
o inicio do fluxo, até a reacdo atingir a cela de andlise. Ou seja, o mesmo problema de
retardo entre o inicio do monitoramento e a reagdo propriamente dita, devido ao

processo manual e ndo automatizado de inserc¢do da solugdo etandlica com catalisador.
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Também se observa uma regido entre os comprimentos de onda de 2200 a 2400 nm
com elevado nivel de rufdo, de modo que esta regido foi eliminada das matrizes de
dados. Este procedimento gerou redugdo das dimensdes das matrizes de 651 pontos
para 560 pontos espectrais.

O ajuste dos tempos de cada batelada foi corrigido utilizando o método EFA,
proposto na segunda aplicagdo, de modo que o tensor NOC caracterizou-se por 16
bateladas x 560 comprimentos de onda x 141 tempos. Modelos de regressao utilizando
PLS entre estas 16 bateladas NOC e os perfis cinéticos da reagdo obtidos no trabalho
anterior também foram avaliados, mostrando que apés a corre¢do pelo método EFA,
ocorre boa previsdo do modelo (Trevisan, 2007).

Na etapa de validagdo, utilizou-se validagdo interna, com procedimento leave-one-
out, onde uma batelada é descartada do conjunto de calibragdo e utilizada como
previsdo, e assim até todas serem empregadas. Na Figura 4.7, o gréfico dos escores de
previsdo sdo mostrados, de forma que pode ser observada uma boa correlagido entre a

previsdo obtida pelo modelo PLS e a cinética de referéncia (Fig. 3.7). Os escores de

previsdo se situaram dentro dos limites superiores e inferiores definidos como base 3¢

(desvio padrdo) dos valores dos escores das bateladas NOC, para cada ponto no tempo.
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Figura 4.7. Valores de correc¢do de previsdo obtidos para bateladas NOC em relagdo a
equagdo cinética de referéncia (eq. 3.2) (A) e limites inferiores (A) e superiores (V)

obtidos para os valores de calibragio (B).

3.2. Andlise por MPCA (PCA multidimensional)

O primeiro método empregado para a determinagdo de talhas foi o Multi-way PCA
também conhecido como MPCA, que é um dos métodos multidimensionais utilizados
para a avaliagdo de bateladas com dimensdes 7 x j x £ Nesta avaliagdo, um modelo
utilizando a estrutura do MPCA foi obtido com as amostras NOC, utilizando-se 5

variaveis latentes e descrevendo mais que 99% da variancia do bloco X, conforme
Tabela 4.1.
Tabela 4.1. Variancia capturada pelos PCs no modelo MPCA nas bateladas NOC.

Niimero de componentes Porcentagem de variancia Porcentagem de variancia
principais capturada pelo PC (%) cumulativa (%)
1 84,99 84,99
2 9,45 94,44
3 2,44 96,88
4 1,33 98,22
5 1,00 99,22
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Este modelo foi empregado para determinar os limites das cartas T2 e Q.
Conforme Fig. 4.8, sdo apresentados os valores obtidos de T? e Q para as bateladas
controle. Observa-se que as bateladas 8 e 4 apresentaram um valor de Q acima do
limite de 95% de confianga obtido pela distribuicdo F estabelecido para as outras

bateladas do conjunto NOC.
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Figura 4.8. Grafico dos escores para o conjunto NOC e os limites da distribui¢do F

95% (- -).

Outro gréfico importante na avaliagdo do conjunto NOC ¢ apresentado na Fig. 4.9,
que compreende o espago amostral definido pelos componentes de maior variancia
capturada (PC1 x PC2), podendo-se observar que as bateladas 2 e 5 encontram-se fora

do circulo definido como 95% da distribui¢do F, sendo que considerdvel parte do
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autovalor do PC1 ¢ utilizado na proje¢do destas amostras. A permanéncia das amostras
2 e 5 no conjunto NOC também implica na necessidade de um ntmero maior de
componentes para absorver a variancia destas duas bateladas, no entanto, devido ao
baixo valor residual Q, estas bateladas foram mantidas no modelo. Desta forma,
somente as bateladas que apresentaram alto valor de residuo (3 e 4) foram removidas, e
calculando-se novamente o modelo, obteve-se um incremento na variancia explicada

pelos PCs, conforme mostrado na Tabela 4.2.
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Figura 4.9. Gréfico dos escores do conjunto NOC definido pelos PC1 e PC2, com
destaque para a distribuigio F de 95%.
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Tabela 4.2. Variancia capturada pelos PCs no modelo MPCA nas bateladas NOC apés a eliminagdo

das bateladas 3 e 4.

Ntmero de componentes Porcentagem de variancia % Porcentagem de variancia %
principais capturada pelo PC cumulativa
1 86,37 86,37
2 9,36 95,73
3 2,05 97,78
4 1,10 98,88
5 0,65 99,53

Apbs a remocdo das bateladas 8 e 4, um novo modelo MPCA foi calculado,
obtendo-se o grafico apresentado na Fig. 4.10, onde todas as bateladas do conjunto
NOC podem ser definidas pelo espaco amostral compreendido por 95% da distribuigio

F dos parametros 12 e Q. A Figura apresenta nova numeragao seqiiencial.
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Figura 4.10. Grafico dos escores para o conjunto NOC ap6s a retirada das bateladas 3

e 4, com os limites da distribuigdo I 95% (- -).
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Estabelecidas as condig¢des iniciais de operagdo do modelo estatistico MPCA a ser
empregado no monitoramento das bateladas, partiu-se para a avaliagdo da capacidade
do modelo de identificar as falhas inseridas nas bateladas subseqiientes. Na ineficiéncia
do modelo em identificar qualquer uma das cinco falhas, é necessario reajuste nos
parametros estabelecidos durante a calibragdo, como sele¢dio de novas amostras ou
variaveis, novo numero de PCs, maior nimero de bateladas NOC ou, até mesmo,
substitui¢io do sensor analitico.

Conforme descrito na se¢do experimental, foram cinco as falhas simuladas, de
modo que cada ‘falha’ foi obtida em triplicata. A numeragdo das bateladas seguiu ordem
seqiiencial, sendo que as bateladas com falha sempre terdo a mesma numeracdo (15, 16

e 17) independente da falha estudada.

a. Utilizacdo de etanol hidratado 98%:

Tendo como fundamento que as reagdes de transesterificacio entre Oleos
vegetals e alcodis de cadeia pequena, como metanol e etanol, que empregam como
catalisador hidréxido de s6dio (NaOH), sdo sensiveis a presencga de dgua, que compete
no rendimento de formagio do biodiesel, umas das falhas propostas é a contaminagio
com d&lcool hidratado. Nesta primeira falha, foi utilizado como meio etandlico que
suporta o catalisador, etanol anidro com adigido de 2% (massa/massa) de dgua Milli-Q.
Apds a mistura, foi adicionado catalisador na mesma proporgdo das bateladas NOC, e
esta solugdo foi utilizada na preparagdo das bateladas 15, 16 e 17. A capacidade de
previsdo destas falhas pelo modelo é mostrada na Fig. 4.11, de forma que as bateladas
obtidas através da falha (V) se localizaram fora dos limites de 95% tanto para o

parametro Q como pela carta Hotelling ('T?).

104



Capitulo 4. Aplicacdo 3: Cartas Multivariadas

. Grafico de escores - falha etanol 98%
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Figura 4.11. Gréfico dos escores das bateladas NOC (®) e das bateladas com falha (V)

para etanol 98%, com os limites da distribui¢do I 95% (- -) para as cartas Q e T*.

b. Utilizacdo de etanol hidratado 95%:

De acordo com a Lei Federal n°® 9.478, de 06 de agosto de 1997, o etanol com a
finalidade de combustivel, é comercializado na forma hidratada (95,5 °GL) e anidra
(99,9 °GL). Desta forma, uma das falhas propostas neste estudo é a adi¢do de etanol
com um maior nivel de hidratagio, de 5% (m/m). A solu¢io foi preparada da mesma
forma que o procedimento anterior e utilizada na obtencdo de novo conjunto de
bateladas com falhas. Estas bateladas sdo mostradas na Fig. 4.12, onde observamos
novamente que o modelo MPCA proposto foi eficiente na detec¢do destas variagdes.
Somente a batelada 15 apresentou valor de escore superior ao limite tanto na carta Q
quanto T2. No entanto, as duas outras bateladas 16 e 17 ficaram dentro dos limites de
95% da carta T? mas fora do limite para a carta de residuos Q. Desta forma, somente a

carta Q seria eficiente para detectar alteragdes provenientes da utilizagdo de etanol
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hidratado 95%.

Grafico de escores - falha etanol 95%
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Figura 4.12. Gréfico dos escores das bateladas NOC (®) e das bateladas com falha (V)

para etanol 95%, com os limites da distribui¢do IF 95% (- -) para as cartas Q e T=.

¢. Auséncia de catalisador:

Um dos parametros criticos para a boa qualidade e maior rendimento da produgio
de biodiesel por transesterificagdo, ¢ a qualidade e quantidade do catalisador adicionado.
As falhas subseqiientes (c; d; e) foram elaboradas variando a concentragdo do
catalisador utilizado nas bateladas empregadas no conjunto de falhas. A primeira destas
talhas é a auséncia total de catalisador, adicionando apenas etanol anidro no meio com
6leo de soja. Trés bateladas foram obtidas nestas condig¢des, obtendo-se o grafico de
escores mostrado na Fig. 4.13.

E possivel observar que as trés bateladas se localizaram fora dos limites tanto para
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a carta Q quanto para T?. , mostrando que ambas foram eficientes para identificar falhas

causadas pela auséncia de catalisador na solugdo etandlica.

. Grafico de escores - falha sem catalisador
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Figura 4.13. Gréfico dos escores das bateladas NOC (®) e das bateladas com falha (V)
para auséncia de catalisador, com os limites da distribui¢do I 95% (- -) para as cartas Q

e T2

d. Utilizacdo de catalisador na concentragdo de 20% superior ao nivel NOC:

A quarta falha se baseou na utilizagdo de catalisador na concentragdo de 20% a
mais daquela encontrada nas bateladas NOC. Da mesma maneira que as falhas
anteriores, trés bateladas foram obtidas nestas condi¢des. Conforme pode ser
observado na Fig. 4.14, os limites da carta Hotelling ndo foram suficientes para a

detecgdo da falha, de modo que a variagdo s6 foi observada através da carta de residuos,

Q.
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Grafico de escores - falha catalisador 20% maior
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Figura 4.14. Gréfico dos escores das bateladas NOC (®) e das bateladas com falha (V)
para concentragdo do catalisador 20% maior, com os limites da distribui¢do I 95% (- -)

para as cartas Q e T2,

e. Utilizacdo de catalisador na concentragdo de 20% inferior ao nivel NOC:

A quinta e dltima falha gerada se baseou na utilizagdo de uma concentragio do
catalisador em um nivel 20% menor em relac¢do a concentracio utilizada nas bateladas
NOC. Assim como a falha anterior, a carta T2 ndo fol suficiente para a detecgdo das

bateladas avaliadas, sendo novamente necessédrio o emprego da carta de residuos para a
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deteccdo da falha gerada, conforme pode ser observado no grafico apresentado na Fig.

10' |

4.15.
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Figura 4.15. Gréfico dos escores das bateladas NOC (®) e das bateladas com falha (V)
para concentragdo do catalisador 20% menor, com os limites da distribuigdo I 95% (- -)

para as cartas Q e T

3.3. Andlise por métodos bidimensionats:

Na constru¢do de modelos bidimensionais a partir de bateladas reacionais, que
apresentam estrutura trilinear, é necessaria a ‘desconstrugdo’ de um dos modos e proje¢do
deste em um dos dois modos disponiveis. Como comentado no item 1.1 deste capitulo,
existem basicamente dois métodos de pré-processamento de dados trilineares aplicados

ao uso com métodos bidimensionais. Em cada um destes métodos, a matriz resultante
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depende da forma com que o pré-processamento é conduzido, como qual modo é
preservado e qual é projetado. As diferentes formas de pré-processamento apresentam
os seus prés e contras e ainda continuam em debate (Westerhuis, 1999; Kourti, 2003).
Conforme Westerhuis e co-autores (Westerhuis, 1999), existem 6 formas de pré-
processamento para dados trilineares mas somente 3 delas ndo sdo equivalentes e
somente dois destes sdo mais utilizados. Os resultados obtidos por estes dois

procedimentos foram avaliados em relagio as suas capacidades de detecgio de falhas.

3.8.1. Método de pré-processamento 1 (modo batelada):

O método de pré-processamento proposto por Nomikos e McGregor (Nomikos,
1995), denominado ‘batch wise unfolding’, sera denominado método de desdobramento no
sentido do modo das bateladas. Este procedimento consiste em manter o modo das
bateladas intacto e integrar os dois outros modos (tempo e comprimento de onda) em
um modo hibrido, conforme apresentado na Fig. 4.5. Neste procedimento, antes da
constru¢do do modelo, a média de cada coluna é subtraida, com objetivo de eliminar
desvios de linearidade e facilitar a identificagdo de desvios da trajetéria média. Como
todas as varidveis coletadas ao longo da reagdo apresentam a mesma origem
(espectrometro), ndo hé necessidade de autoescalamento das varidveis.

O modelo estatistico criado utilizando as condigdes especificadas pelo pré-
processamento 1 foi obtido com a utilizagdo de 5 componentes principais, que
descreveram a mesma varidncia capturada do modelo MPCA com 5 componentes,
mostrada na Tabela 4.2. O gréfico dos escores é mostrado na Fig. 4.16, observando-se
que todas as bateladas NOC encontram-se dentro dos limites definidos pelo pardmetro

F com 95%.
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Grafico de escores - Xnoc
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Figura 4.16. Grafico dos escores das bateladas NOC (®) obtidas utilizando o método 1

de pré-processamento, com os limites da distribui¢do I 95% (- -) para as cartas Q e T=.

a. Utilizacdo de etanol hidratado 98%:

O mesmo conjunto de dados referente a falha obtida com o emprego de etanol
98% foi utilizado para realizar a previsdo com o modelo obtido pelo método 1 descrito
anteriormente. Conforme pode ser observado na Fig. 4.17, a carta Hotelling T* néo foi
eficiente na detec¢do das falhas geradas. Somente a carta de residuos Q com limite de
95% para a distribui¢do F foi suficiente para a detecgdo. Estes resultados sdo diferentes
daqueles conseguidos para as mesmas bateladas através do modelo MPCA, mostrando

que o modelo MPCA ¢ mais sensivel para este conjunto de falhas.
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Grafico de escores - Falha etanol 98%
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Figura 4.17. Gréafico dos escores das bateladas NOC (®) e das bateladas com falha (V)
para a falha obtida com etanol 98%, com os limites da distribui¢do I 95% (- -) para as

cartas Q e T

b. Utilizacdo de etanol hidratado 95%:

As trés bateladas obtidas com etanol hidratado 95% foram projetadas no modelo
NOC obtido, resultando no gréfico apresentado na Fig. 4.18, obtendo-se resultados
similares aqueles obtidos com o modelo MPCA: somente a carta de residuos Q foi
eficiente para separar todas as bateladas NOC das bateladas de falha, enquanto que
somente a batelada 15 (1" batelada com falha) foi enquadrada como ‘falha’ pelas duas

cartas.
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Grafico de escores - Falha etanol 95%
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Figura 4.18. Gréfico dos escores das bateladas NOC (®) e das bateladas com falha (V)
para a falha obtida com etanol 95%, com os limites da distribuicdo I 95% (- -) para as

cartas Q e T

¢. Auséncia de catalisador:

A terceira falha gerada foi a auséncia de catalisador, obtendo-se o gréfico
apresentado na Fig. 4.19. Novamente, apenas a carta de residuos foi eficiente na
separagdo de todas as bateladas e a carta Hotelling identificou apenas a batelada 16 (2°
batelada) como falha. Novamente, para esta falha gerada, os resultados obtidos com o
MPCA sdo mais eficientes, de modo que todas as bateladas foram reprovadas nos

critérios Q e T2
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Grafico de escores - Falha sem catalisador
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Figura 4.19. Gréfico dos escores das bateladas NOC (®) e das bateladas com falha (V)

para a falha devido a auséncia de catalisador na solugdo etandlica, com os limites da

distribui¢do I 95% (- -) para as cartas Q e T2

d. Utilizacdo de catalisador na concentragdo de 20% superior ao nivel NOC:

A quarta falha gerada e avaliada pelo método 1 nos modelos bidimensionais,

apresentou os resultados mostrados na Fig. 4.20, similares aqueles obtidos pelo modelo

MPCA, com somente o parametro de residuo separando os dois conjuntos de bateladas.
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Grafico de escores - falha catalisador 20% maior

10 - T ] I:

|

v 16 v 15 vi7 I‘,

10' 1

SN i

o

% 100? ®>o 13 .4 I*:

§ r o 1 ]

7] |:

Q

m |

o |l
A ® 5

10 - 2 |-

e3 I

|

10'2 \0 \1 I

10 10

Hotelling T2 (99,53%)

Figura 4.20. Gréfico dos escores das bateladas NOC (®) e das bateladas com falha (V)
para a falha gerada pelo uso de catalisador na concentragdo 20% maior a utilizada nas

bateladas NOC, com os limites da distribuigdo I 95% (- -) para as cartas Q e T2.

e. Utilizagdo de catalisador na concentragdo de 20% inferior ao nivel NOC:

A quinta e ultima falha avaliada no modelo desenvolvido apresentou os resultados
mostrados na Fig. 4.21. Resultados similares também foram obtidos pelo modelo
MPCA, com seletividade somente na carta de residuos.

Percebe-se uma aproximacgdo do conjunto de bateladas com falha do conjunto das
bateladas NOC, minimizando-se a diferenciacdo ao longo do eixo Hotelling enquanto
que os valores de residuos se mantém constantes tanto para a falha com maior e menor

concentragio de catalisador.
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Grafico de escores - falha catalisador 20% menor
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Figura 4.21. Gréfico dos escores das bateladas NOC (®) e das bateladas com falha (V)
para a falha gerada pela concentragdo 20% maior de catalisador, com os limites da

distribuigdo F 95% (- -) para as cartas Q e T2

3.3.2. Método de pré-processamento 2 (modo varidveis espectrais):

No pré-processamento variable wise unfolding ou desdobramento no sentido das
variaveis, proposto por Wold e colaboradores (Wold, 1998), o tensor de dados trilinear
¢ rearranjado mantendo-se o modo das varidveis rigido e integrando o modo das
bateladas e tempo em um tinico modo, seguindo as etapas mostradas na Fig. 4.4. Para
desenvolver o modelo, o tensor NOC de dimensdes 14 (bateladas) x 560 (espectro) x
141 (tempo) fol reorganizado em uma matriz de dimensdes IK x J: 1974 X 560. Apds o

redimensionamento da matriz NOC, o método PLS foi executado, tendo como y o indice
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de maturagdo das bateladas, conforme metodologia descrita por Wold (Wold, 1998),
onde o fndice de maturagdo é designado como um vetor de dimensdes 1974 x 1,
constituido de 14 ciclos, cada ciclo de 141pontos, definidos pelos elementos reais [1 2 3
..1417. O método de pré-processamento escolhido foi centrar as colunas em torno da
média e realizar o autoescalamento em fungdo da variancia de cada variavel espectral. O
modelo foi construido e novamente foi observado que as bateladas 2 e 3 apresentavam
variagdes muito maiores que o restante das bateladas, de modo que o modelo final foi
construido com apenas 12 bateladas e oito varidveis latentes, tendo como pré-

processamento o autoescalamento.

Tabela 4.3. Varidncia capturada pelas varidveis latentes no modelo PLS (método 2) nas bateladas

NOC ap6s a eliminagdo das bateladas 2 e 3.

LVs bloco X bloco y
% capturada % cumulativa % capturada % cumulativa
1 82,38 82,38 81,61 81,61
2 12,72 95,09 3,55 85,16
3 3,30 98,39 3,95 89,11
4 0,36 98,75 2,49 91,60
5 0,32 99,07 1,21 92,82
6 0,28 99,30 0,76 93,58
7 0,05 99,35 1,78 95,31
8 0,06 99,41 0,68 95,98

O gréfico de escores do modelo obtido é mostrado na Fig. 4.22, sendo que cada
ponto é referente ao escore de uma determinada batelada em um respectivo tempo dse
monitoramwento. Como o total de bateladas utilizadas no desenvolvimento do modelo
foi doze e cada batelada possul 141 tempos, o gréfico apresenta um total de 1692
pontos. Através das cartas Q e T2 para uma distribui¢do I de 95%, observamos que
muitos pontos atravessam os limites das cartas Q e T2, mas apenas 4 pontos [3 1411
1650 16517 possuem tanto residuos (carta Q) e leverage (carta T?) elevados. Também
observa-se que nenhuma batelada apresentou 3 pontos consecutivos fora da

especificagdo de controle. Desta forma, o critério adotado na identificagdo das falhas
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realizadas, serd a ocorréncia de 3 pontos consecutivos nos limites

cartas.
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Figura 4.22. Grafico dos escores das bateladas NOC (®) com os limites da distribuigdo

I 95% (- -) para as cartas Q e T2

Outro detalhe que se observa nos valores de escores do modelo obtido, é a nio

linearidade dos dados experimentais com o indice de maturagdo (IM) da batelada.

Contforme Fig. 4.23, observa-se que o IM de cada batelada (em verde), é um valor linear

em fung¢do do tempo, enquanto que a absorbdncia (e consequentemente os escores) (em

azul) sdo ndo-lineares, apresentando um crescimento exponencial nos primeiros 20

tempos de monitoramento e consecutiva queda, finalizando com crescimento linear.

Esta ndo linearidade dos dados determina o numero relativamente elevado de 8
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variaveis latentes utilizada neste conjunto de dados.

Graficos de escores x indice de maturacao
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Figura 4.23. Escores dos pontos de amostragem (amostras) (em azul) e o IM de cada
batelada (em verde), evidenciando a auséncia de linearidade das absorbancias em fung¢éo

da cinética reacional.

Conforme realizado pelos outros métodos, as falhas elaboradas foram projetadas
no modelo construido e observou-se a proje¢io dos escores para cada tempo de
amostragem de cada batelada (141 pontos) em fungdo das cartas Q (residuos) e T?
(leverage ou carta Hotelling). Em fun¢do da quantidade de pontos, cada batelada sera

avaliada independentemente.
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a. Utilizacdo de etanol hidratado 98%:

O tensor das bateladas obtido pelo uso de etanol hidratado a 98% foi
reorganizado em trés bateladas, onde cada batelada foi dimensionada em uma matriz de
dimensdes 141 x 560 pontos, gerando 141 valores de escores. Cada valor de escore faz
referéncia a um tempo de analise, desta forma, o método a ser utilizado pode ser
empregado no uso para controle de processos, pois permite obter informagdes antes do
término de cada batelada. Esta vantagem ndo é obtida pelos métodos anteriormente
empregados.

Conforme pode ser observado na Fig. 4.24, o gréfico de escores é obtido para
cada batelada, sendo que cada batelada apresenta os limites das cartas Hotelling T2 e Q
para uma distribui¢do de 95%. Na primeira batelada, a falha s6 é observada quando o
terceiro ponto consecutivo atravessa o limite definido pelas duas cartas. Esta condigdo é
apenas satisfeita no 16° ponto de anédlise, pois os pontos consecutivos 14, 15 e 16 se
localizam acima do limite das duas cartas. Condig¢do semelhante é observada para a 2*
batelada, a qual a falha é observada no 17° ponto. No entanto, na 3" batelada ocorreu
um deslocamento médio nos escores em dire¢do a um menor valor de [leverage
propiciando que a identificacdo da falha fosse antecipada para o 13° ponto, conforme

pode ser observado nos graficos apresentados na Fig. 4.24.

b. Utilizacdo de etanol hidratado 95%:

De forma similar a falha anterior, as bateladas obtidas com etanol hidratado 95%
foram projetadas no modelo NOC obtido, resultando em 3 graficos de escores. A
primeira batelada é apresentada na Fig. 4.25, sendo que o segundo gréfico é referente a
um aumento (zoom) na regido préxima aos limites de controle. Pode-se observar que o

terceiro ponto consecutivo é atingido no 15° tempo de monitoramento.
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Graficos de escores - falha de etanol 98% - 1 2 batelada
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Figura 4.24. Escores das 3 bateladas com falhas obtidas pelo uso de etanol 98%.
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Grafico de escores - falha etanol 95% - 1 ® batelada
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Figura 4.25. Escores para a 1" batelada referente a falha obtida pelo uso de etanol 95%.

A segunda batelada referente a falha com etanol 95% ¢é mostrada nos graficos de
escores da Fig. 4. 26. Observa-se que os escores se localizam na conjungdo entre os
limites das cartas Q e T?, tornando a identificacdo das falhas ndo tdo imediata.
Conforme gréafico com a regido ampliada, observa-se que o terceiro ponto consecutivo

fora do limite das duas cartas é atingido somente no 20° ponto de monitoramento.
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Grafico de escores - falha etanol 95% - 1 2 batelada
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Figura 4.26. Escores para a 2* batelada referente a falha obtida pelo uso de etanol 95%.

A terceira e Ultima batelada é mostrada no grafico da Fig. 4.27, observando-se
uma unido dos escores no quadrante superior direito, referente a elevados valores
residuais e de leverage. Estas caracteristicas da batelada permitem a identificagdo da
falha em um tempo menor, no caso, o 3° ponto consecutivo observado é o 9° ponto

temporal de monitoramento.
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30 Grafico de escores - falha etanol 95% - 3 ® batelada
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Figura 4.27. Escores para a 3" batelada referente a falha obtida pelo uso de etanol 95%.

¢. Auséncia de catalisador:

A auséncia de catalisador na solucdo etandlica foi realizada de acordo com o
mesmo procedimento adotado anteriormente e os graficos de escores obtidos pelas trés
bateladas podem ser observados na Fig. 4.28. A distribui¢do dos escores nas 3 bateladas
ficou muito semelhante, possivelmente pela boa reprodutibilidade das bateladas, de
forma que o ponto de falha pode ser observado no ponto 9 para a 1* batelada, no ponto

12 na 2° batelada e no ponto 17 para a 3° batelada.
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Grafico de escores - falha auséncia de catalisador - 1 ? batelada
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Figura 4.28. Escores das 3 bateladas com falhas obtidas pela auséncia de catalisador.

125


tr
Rectangle

tr
Rectangle

tr
Rectangle


Marcello G. Trevisan Tese de Doutorado

d. Utilizacdo de catalisador na concentragdo de 20% superior ao nivel NOC:

Através da utilizagdo de hidréoxido de sédio na concentragdo 20% superior a
utilizada nas bateladas NOC, obteve-se a quarta falha. Projetando-se cada batelada no
modelo obtido, pode-se observar que a grande parte dos escores se localizou no
quadrante direito superior, possuindo valores altos tanto para residuos como para o
parametro leverage. Desta forma, para a 1* batelada, a identificagdo do ponto de falha foi
observada logo nos 5 pontos iniciais, como pode ser observado na Fig. 4.29. Ja na 2% e
3" bateladas, ocorreu uma maior concentrac¢io dos valores de escores, deslocando um

pouco o ponto de identificagdo da falha para os pontos 8 e 9, respectivamente.
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Graficos de escores - falha catalisador 20% maior - 1 2 batelada
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Figura 4.29. Escores das 3 bateladas com falhas pelo uso de 20% mais catalisador.

Hotelling T2 (99,41%)
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e. Utilizacdo de catalisador na concentragdo de 20% inferior ao nivel NOC:

A quinta e tltima falha avaliada no modelo desenvolvido apresentou os resultados
mostrados na Fig. 4.30. Observa-se pelos valores absolutos dos eixos x e y (carta
Hotelling e residuos), que os escores obtidos pela diminui¢do da concentragido de
catalisador apresenta uma falha mais facilmente identificada pelo modelo NOC obtido.
Em conseqiiéncia, observa-se nas 3 bateladas, que logo nos 6 a 8 primeiros pontos de

monitoramento a falha é identificada pelo modelo.

De modo geral, a estratégia proposta por Wold e colaboradores, permitiu a
identificagdo das falhas em torno dos 10 primeiros tempos de monitoramento. Também
fol possivel uma visualizagdo geral dos escores das bateladas ao longo do tempo de
monitoramento. Ao longo de diversos monitoramentos, o perfil destes escores também
possibilita ainda a identificagdo de qual das falhas foi gerada, permitindo um método
nido apenas de monitoramento e controle, mas de identificagdo e corre¢do de futuros
erros.

O método MPCA e a estratégia 1 (proposta por Nomikos e McGregor) nio
permitiram o monitoramento on-line das bateladas, apenas sua analise off-/ine, quando
as bateladas ja haviam sido terminadas. Desta forma, estes métodos foram eficientes em
identificar as falhas geradas, mas por serem intrinsecamente off-line, ndo sao adequados

ao monitoramento e controle de processos em transesterifica¢do de 6leo de soja.
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Grafico de escores - falha catalisador 20% menor -1 2 batelada
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Figura 4.80. Escores das 3 bateladas com falhas obtidas para catalisador 20% inferior.
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4., Conclusoes

Neste trabalho, trés estratégias foram utilizadas para avaliar um conjunto de
dados referente a transesterificagdo de 6leo de soja por etanol, tendo como catalisador
hidréxido de sédio. Dois dos métodos utilizados envolveram anélises do tipo pos-batch,
onde para ser avaliada pelo modelo, cada batelada necessita atingir o tempo final. Estes
dois métodos (MPCA e estratégia 1) se mostraram com resultados muito préximos,
sendo que ambos tiveram capacidade para identificar todas as cinco falhas geradas.

A terceira e Ultima estratégia estudada fol o emprego do método 2, proposto
inicialmente por Wold e colaboradores. Este método permitiu ndo apenas a
identificagdo de falha em cada tempo de monitoramento, mas também uma anélise do
perfil dos escores de cada batelada. Estas importantes caracteristicas observadas nesta
terceira estratégia podem permitir que sistemas controladores identifiquem em tempo
habil falhas em processos quimicos de transesterificagdo, possibilitando assim tomadas

de decisido e correcio das bateladas.
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Conclusoes finais e

perspectivas futuras



Conclusoes Gerais

Os trabalhos realizados nesta tese contribuiram na utilizacio das técnicas
espectroscopicas para o monitoramento de reagdes de bancada, através de divulgagdo
cientifica em congressos e publicagdo de artigos; e permitindo a aplicagdo de métodos
quimiométricos ja estabelecidos em novos sistemas quimicos.

O primeiro capitulo permitiu a divulgagdo cientifica de termos e conceitos inerentes
a Quimica Analitica de Processos, enquanto que os capitulos posteriores desenvolveram
aplicagdes no sentido de permitir a previsdo dos componentes da reagdo e o seu
acompanhamento ao longo do tempo. As aplicagdes desenvolvidas, apresentadas em
ordem cronolégica, mostraram um aumento na complexidade dos métodos empregados
e nas possibilidades do seu uso em monitoramento de processos.

A primeira aplicagio possibilitou o monitoramento de uma reagdo de
biotransformagio e a previsdo da concentragdo dos quatro componentes de interesse,
confirmando o potencial da espectroscopia no infravermelho e dos métodos
quimiométricos empregados.

A segunda aplicagdo deste trabalho utilizou a espectroscopia no MIR e o método
PLS para permitir a previsido do rendimento de biodiesel ao longo do decorrer da reagéo.
Nesta aplicagdo, foi realizada a utilizagdo inédita do método EFA para a corregio das
diferengas temporais nas 4 bateladas estudas, permitindo a diminuigdo nos residuos do
modelo proposto.

A terceira e ultima aplicagdo envolveu a avaliacdo de cartas multivariadas em
reacdes de batelada de formagdo de biodiesel por espectroscopia NIR. Trés estratégias
foram empregadas e avaliadas entre si, mostrando as potencialidades no monitoramento
de bateladas pdsreagdo e em tempo real.

De forma geral, os trabalhos realizados possibilitaram a inclusdo de uma nova
frente de pesquisa no Laboratério de Quimiometria em Quimica Analitica do 1Q-
UNICAMP, permitindo o desenvolvimento de novos trabalhos cientificos e/ou

industriais.
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Perspectivas Futuras

Muitas reagdes quimicas quando monitoradas por sondas espectroscépicas, nio
apresentam linearidade entre os valores de absorbédncia em fungido do tempo de reagdo.
Desta forma, métodos multivariados com fundamento ndo-linear, podem ser estudados
para a melhora na eficiéncia da detecgio de falhas.

Outros métodos de detec¢do de autovetores, como o método EFA, podem ser
avaliados e comparados entre si para possibilitar uma maior eficiéncia na identificagdo do
starpoint.

Embora as estratégias desenvolvidas na terceira aplicagdo se mostraram eficientes
na detec¢do de falhas, um importante passo a ser dado na dire¢do da automacio, é a
integracdo destes modelos com softwares de aquisicdo de dados, substituindo a
necessidade de leitura e préprocessamento manual dos arquivos espectrais. Além da
integracdo dos sistemas espectroscépicos e dos modelos multivariados, o tempo de
tomada de decisdo deve ser estudado, avaliando-se se o intervalo de tempo entre a

identificagdo da falha pelo modelo permite um reajuste da batelada para a condigdo

normal NOC estudada.
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