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RESUMO

A glicose tem atraido muita atengdo como biomassa renovavel para a sintese de produtos
organicos, seja por meio de processos quimicos ou biotecnoldgicos. Dentre os produtos
industriais que podem ser obtidos a partir da glicose pode-se citar o acido gliconico que
devido a sua baixa toxicidade ¢ utilizado na fabrica¢do de bebidas e para real¢ar o sabor em
alguns alimentos. O gliconato de sédio, € o principal derivado comercializado, o sal de sédio
do 4cido gliconico ¢ formado pelo excesso de soda que foi adicionado ao meio reacional, para
manter o pH alcalino durante a sua producao, tendo as mesmas aplicagdes citadas para o acido
gliconico. Neste trabalho, a glicose e a mistura de glicose e frutose foram submetidas a
oxidagdo catalitica com ar utilizando o catalisador Pd-Pt-Bi/C comercial. Foram variados o
pH e a temperatura com o intuito de avaliar as melhores condi¢des para a formagao do acido
gliconico/gliconato. O consumo de hidroxido de s6dio foi monitorado durante os ensaios e a
conversao da glicose foi determinada por estequiometria e por espectrofotometria e o
contetdo de acido gliconico/gliconato foi determinado por cromatografia (HPLC). Observou-
se que o pH de reagdo 6timo se situa em torno de 9,5 e a temperatura 6tima por volta de

55 °C, e ainda que a frutose tem efeito benéfico na seletividade da reagao.

Palavras-chave: Oxidagio catalitica. Acido gliconico. Catalisador Pd-Pt-Bi/C.



ABSTRACT

Glucose has attracted much attention as a renewable biomass for the synthesis of organic
products, whether through chemical or biotechnological processes. Among the industrial
materials that can be obtained from glucose, it can be mentioned gluconic acid that due to its
low toxicity is used in the production of beverages and enhance the flavor in some foods.
Sodium gluconate that is sodium salt of gluconic acid is the main derivative marketed. It is
formed by the excess of soda that was added to the reaction medium to maintain an alkaline
pH during production, having the same applications cited to gluconic acid. In this study,
glucose as well as a mixture of glucose and fructose were subjected to a catalytic oxidation
with air using Pd-Pt-Bi/C commercial catalyst. The pH and temperature were varied in order
to understand the best conditions for conversion of glucose into gluconic acid/gluconate salt.
The consumption of sodium hydroxide solution was monitored during the test and the
conversion of glucose was determined by stoichiometric relations and by spectrophotometry.
The content of of gluconic acid/gluconate was determined by means of HPLC
chromatography. It has been found that fructose has a beneficial effect on the selectivity of

the reaction and that the best conditions were found at pH 9,5 and temperature 55 °C.

Key-words: Catalytic oxidation. Gluconic acid. Pd-Pt-Bi/C catalyst.
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1 INTRODUCAO

O constante desenvolvimento da quimica para atender requisitos cada vez mais
exigentes da legislacdo ambiental tem impulsionado a busca por matérias-primas obtidas de
fontes renovaveis e por processos menos ofensivos a natureza.

Estima-se que, em 2020, o mercado brasileiro de produtos quimicos produzidos a
partir de biomassas podera representar até 10 % da induastria quimica local, necessitando, para
isto, de investimentos de cerca de 20 bilhdes de ddlares. Na cadeia de carboidratos, o Brasil é
responsavel por 30 % da produ¢do mundial de cana-de-agicar ¢ milho e por 40 % da
produ¢do mundial de dois dos principais residuos agroindustriais: o bagaco e a palha de cana
(BNDES, 2014).

Os sacarideos além de abundantes, versateis ¢ de baixo custo, ndo possuem seu uso
limitado somente como adogante, encontrando aplicagdes como matéria-prima na produgado de
acidos organicos, os quais, representam o terceiro maior mercado global depois de
antibiodticos e aminodcidos devido a versatilidade de aplicagdoes (RAMACHANDRAN, 2006).

Dentre esses acidos sacarinicos, destaca-se o acido gliconico, produzido a partir da
oxidagdo da D-glicose. O &cido gliconico ¢ considerado seguro pela Food and Drug
Administration (FDA), o6rgdo regulamentador americano para alimentos e insumos
farmacéuticos, sendo aplicado na induastria alimenticia como acidulante. Os seus sais
derivados, gliconatos, possuem ampla aplica¢do industrial, ndo s6 na éarea alimenticia, mas
também na area téxtil, farmacéutica e de cimento (WONG; WONH; CHEN, 2008).

O acido gliconico pode ser produzido por processos quimicos, biotecnoldgicos,
eletroquimicos e cataliticos, sendo o processo bioquimico o mais utilizado (BIELLA et al.,
2002). Problemas relacionados com a manipulagdo, seletividade e a elimina¢do de aguas
residuais tem impusionado o desenvolvimento continuo de novos processos.

A obtengdo do acido gliconico via catalitica vem sendo reportado na literatura como
um processo promissor, por ser um método de alta seletividade e rendimento, em condi¢des
amenas de temperatura e pH. Além disso, a perda de atividade catalitica ¢ minima, permitindo
que o catalisador seja utilizado muitas vezes sem a etapa de reativagdo (HUSTEDE;
HABERSTROH; SCHINZIG, 1989; DE WIT. et al., 1978, 1981).

Neste contexto, o objetivo desse trabalho ¢ desenvolver uma metodologia que permita

a avaliagdo dos principais parametros operacionais que influenciam na produgdo de éacido
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gliconico por via catalitica, que sdo o pH e a temperatura. Cumpre ressaltar que o pH da
reacdo tende a diminuir a medida em que ocorre a formagao do 4cido gliconico.

Outro assunto estudado foi a oxidagao catalitica da glicose e da mistura entre glicose e
frutose, visando apresentar alternativas de matéria-prima de menor custo em comparagao com
a glicose pura.

Este estudo se justifica pelo possivel interesse economico da industria, principalmente
de alimentos, no desenvolvimento de processos com a sacarose. A reagao da inversdao da
sacarose, amplamente aplicada na industria, consiste basicamente na hidrélise do dissacarideo
sacarose produzindo uma mistura dos monossacarideos glicose e frutose, estes aglcares

poderiam ser utilizados na produgao de produtos quimicos de maior valor agregado.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo foi realizada uma abordagem tedrica sobre as definigdes e aplicagdes
dos agucares, as metodologias de oxidagdo catalitica e determinacao de seus produtos

apontados pela literatura.

2.1 CARBOIDRATOS

O estudo dos carboidratos foi importante para a quimica organica desde o final do
século 19, com as descobertas pioneiras de Emil Fischer que lhe rendeu o Prémio Nobel de
1901 (LICHTENTHALER; 2002). Atualmente tém atraido muita atencdo como biomassa
renovavel devido a sua natureza polifuncional que os torna adequados para transformacao em
produtos biodegradaveis.

Historicamente os carboidratos eram considerados como hidratos de carbono,
designagdo proveniente da formula geral Cn(H2O)m apresentada pela maioria dessas
moléculas. Com os avangos nos estudos estruturais, essas substancias passaram a nao ser
consideradas hidratos, porque ndo continham moléculas de 4gua intactas, mas o termo
carboidrato j4 havia sido estabelecido (CAREY, 1992).

Segundo Bruice (2006) os termos ‘carboidratos’, ‘agucar’ e ‘sacarideos’ podem ser
frequentemente utilizados como sindnimos, pois, o termo ‘sacarideo’ designa “actcar” em
varias linguas antigas (sarkara em sanscrito, sakcharon em grego e saccharum em latim). Hoje
os carboidratos sdo denominados como poli-hidroxialdeidos como a D-glicose, ou poli-
hidroxicetonas como a D-frutose e outras substincias como a sacarose, que podem ser
hidrolisadas a poli-hidroxialdeidos ou poli-hidroxicetonas (MURRY, 2007).

Vale salientar que o termo glicose proveniente da palavra grega "glycos" que significa
"doce", em portugués, o "y" grego tornou-se "i", por isso, deve-se usar "glicose" e a raiz
"glico" para todos os nomes derivados. A defini¢do do termo genérico "carboidrato" inclui
monossacarideos, oligossacarideos e polissacarideos, além de substancias derivadas por
reducdo da carboxila, por oxida¢do de um ou mais grupos hidroxila ou substituicdo desses
grupos por atomos de hidrogénio, grupos amino, tiol ou outros heteroatomos
(ALENCASTRO; BRACHT, 2011).

Os carboidratos sdo compostos organicos sintetizados nos vegetais verdes pela

fotossintese (SOLOMONS; FRYHLE, 2002). Sio classificados em monossacarideos,
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dissacarideos, oligossacarideos e polissacarideos, de acordo com o nimero de unidades de
agucar em suas moléculas.

Os monossacarideos ndo podem ser transformados em carboidratos menores, por
hidrolise, como exemplo a glicose, a frutose, a galactose e a manose. Os carboidratos que
podem sofrer hidrdlise para produzir somente duas moléculas de um monossacarideo sdo
chamados dissacarideos tais como a sacarose, maltose ¢ celobiose. Quando de duas a dez
moléculas de monossacarideo sdo agrupadas, elas se identificam como oligossacarideos e os
agrupamentos de moléculas de monossacarideos em numero maior que dez formam os
polissacarideos como a celulose, o amido e a hemicelulose (BICUDO, 2012).

Na Figura 1 apresentam-se resumidamente alguns dos principais agucares utilizados

industrialmente:

Figura 1 - Apresentagdo de alguns dos principais aglicares

Estrutura quimica

3

E um cristal solido de sabor
. adocicado, de férmula molecular
Glicose
CeH 1206, encontrado na natureza na

forma livre ou combinada.

Conhecida como agtcar das frutas,
Frutose HO ¢ um monossacarideo (Ce¢Hi120g),

HO OH com os carbonos dispostos em anel.

7

E um dissacarideo formado pela
CH.OH unido de uma molécula de glicose e
H uma de frutose através de uma

Sacarose L ] )
ligacdo glicosidica, encontra-se em

abundancia na cana-de-agucar,

frutas e beterraba.

Fonte: autora “adaptado de” Pereira, 2012
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2.2 SINTESE DE PRODUTOS ORGANICOS A PARTIR DE SACARIDEOS.

A sacarose e a glicose sdo os principais carboidratos para a sintese de produtos
organicos, seja por transformagdo de sua estrutura ou por processos que envolvem
modifica¢des nas hidroxilas por meio de processos quimicos ou biotecnoldgicos, conforme
resumidas na Figura 2 (FERREIRA; ROCHA; SILVA, 2009).

Figura 2 - Exemplos de produtos quimicos derivados da sacarose
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© ;ﬁ \ﬂ/ ac. acético
0 butanol ¥~ oK / 0
OH I 0
HO ~ HO - HO ac. oxalico
ac. fumaricoO —<—— HO 0 _,_{_,./ OH
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¢ O
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ac itacénico O
OH / T
OH HO OH HOﬂCHO
D-sacarose O
ac. laticoO hidroximetil furfural

OH

o Hogc/\lﬂcogH

\H\ CO,H
OH )]\/\“’OH acido citrico
2,3-butanodiol
0]
ac. levulinico

Fonte: Ferreira, Rocha e Silva, 2009

D-glicose ¢ um dos carboidratos mais abundantes na natureza e, apesar de ser uma das
unidades constituintes da sacarose, o amido ¢ sua principal fonte de producdao (REIS et al.,
2011). Dentre os insumos industriais obtidos a partir da glicose podem ser citados, sorbitol,
manose, sorbose, frutose, dextrinas, glicerol, glicol, polidlcoois, aminoacidos, acidos
carboxilicos (como &cido citrico, latico e acético) e até mesmo a vitamina C (FERREIRA;

ROCHA; SILVA, 2009), conforme apresentado na Figura 3.



Figura 3 - Exemplos de produtos quimicos derivados do amido e da D-glicose

(ex. glicol, glicerol)
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Apesar de serem abundantes na natureza, os carboidratos sdo muito pouco explorados

como matéria-prima para a induastria quimica, devido a seguintes razoes:

Os dissacarideos, como sacarose e lactose sdo inadequados para muitas sinteses

devido a sensibilidade da ligacdo glicosidica a acidos.

Os monossacarideos sdo multifuncionalizados, com grupamentos hidroxilicos de
reatividades semelhantes ou idénticas, e possuem um numero consideravelmente
maior de centros quirais do que a requerida pela molécula-alvo. Além disso,
precisariam ter grupamentos funcionais adequados, como olefinas ou carbonilas
insaturadas, aos quais as metodologias modernas possam ser aplicadas diretamente

(REIS et al., 2011, p. 252).
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A oxidag@o quimica de sacarideos como a xilose, glicose e lactose para a produgdo de
acidos sacarinicos (xilonico, gliconico e lactobidonico) tem sido explorada visando a utilizagao
de biomassas vegetais lignoceluldsicas e residuos da industria do leite (ABBADI et al., 1997).
Dependendo do tipo de agucar e do oxidante utilizado, como subprodutos da reacdo ¢ possivel
obter o acido formico, acido glicolico, acido oxalico e didxido de carbono (JORDAN et al.,

1991).

2.3 ACIDO GLICONICO E GLICONATOS

O 4cido gliconico e seus derivados sdo produzidos em todo o0 mundo numa quantidade
anual estimada em aproximadamente, 60.000 toneladas (MIRESCU et al., 2007; COMOTTI
et al., 2006). O acido gliconico pode ser produzido por processos quimicos, biotecnoldgicos,
eletroquimicos e cataliticos.

Processos biotecnoldgicos fermentativos utilizando Aspergillus niger, Zymomonas
mobilis e Gluconobacter suboxidans/oxidans sao os mais utilizados industrialmente
(THIELECKE; AYTEMIR; PRUSSE, 2007; LIU; CUI, 2007), por apresentar vantagens
como, bom rendimento do processo, baixa quantidade de subprodutos formados, mas como
desvantagem apresenta dificuldade na separagao do produto do caldo de fermentacao e queda
na produtividade resultante da inibi¢cdo provocada pelo 4cido gliconico formado (LIU; CUI,
2007).

No processo enzimatico a utilizacdo da glicose oxidase, extraida de uma grande
variedade de fungos, especialmente Aspergillus niger pode promover uma conversdo de
glicose em acido gliconico por volta de 100 %. Por ndo ser necessario o tempo de crescimento
do microorganismo, o tempo de reagdo ¢ menor em comparagdo ao processo fermentativo
(WONG; WONH; CHEN, 2008), porém, esse processo ¢ muito influenciado pelo pH e pela
quantidade de oxigénio dissolvido, sendo a baixa solubilidade do oxigénio no meio reacional
um fator limitante do processo (LOPES, 2011).

A sacarose pode ser convertida por processos enzimaticos em acido gliconico e xarope
rico em frutose, através do uso simultaneo das enzimas: invertase, glicose oxidase e catalase.
Neste processo, primeiramente a sacarose ¢ hidrolisada a frutose e glicose pela enzima
invertase; em seguida, a glicose ¢ oxidada a B-D-glicolactona, a qual ¢ hidrolisada a acido

gliconico pela enzima glicose oxidase. A enzima catalase decompde o perdxido de
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hidrogénio, subproduto formado na rea¢do que ¢ um inibidor da glicose oxidase (SILVA,
2010; MAFRA 2013).

O é4cido gliconico por suas propriedades como pequena toxicidade, ¢ capaz de formar
complexos soluveis com ions metéalicos divalentes e trivalentes em solugdes aquosas, sendo
também utilizado para prevenir a formacdo de precipitados indesejaveis na fabricacdo de
bebidas e realgar o sabor em alguns alimentos (CARVALHO et al, 2005). A Figura 4

apresenta caracteristicas gerais do 4cido gliconico.

Figura 4 - Caracteristicas gerais da solucdo saturada de acido gliconico

Caracteristicas gerais do acido gliconico

Acido organico nao volatil, nio corrosivo,
Natureza levemente acido, inodoro, atoxico, facilmente
biodegradavel.
Massa molar 196,16 g/mol
Formula quimica CeH 1207
Sinénimo acido 2,3,4,5,6- penta-hidroxi-hexanoico
pKa 3,7
Ponto de fusdo (solugdo 50 %) Abaixo de 12 °C
Ponto de ebuli¢do (solucao 50 %) Acima de 100 °C
Massa especifica 1,24 gmL"!
Aparéncia Transparente a marrom
Solubilidade Soluvel em agua

Fonte: Ramachandran et al., 2006

O gliconato de sodio, ¢ o principal derivado comercializado, o sal de sédio do acido
gliconico ¢ formado pelo excesso de soda que foi adicionado ao meio reacional, para manter o
pH alcalino durante a sua produgdo, tendo as mesmas aplicagdes citadas para o acido
gliconico e correspondendo a 80 % da comercializagdo mundial (CARVALHO et al.,, 2005).

O 4cido gliconico e o gliconato de sodio sdo considerados seguros pela Food and Drug
Administration (FDA), o6rgdo regulamentador americano para alimentos e insumos
farmacéuticos para aplicagao como aditivo alimentar (RAMACHANDRAN et al., 2006). A

Figura 5 resume as principais aplicagdes do acido gliconico e seus derivados.



24

Figura 5 - Aplicagdes do acido gliconico e seus derivados.

Componentes Aplicac¢oes

Acido glicénico Limpeza de latas de aluminio.

Fermentos bioldgicos secos para uso em bolos e pao.

Acidulante de acdo lenta para o processamento de carne tais como
Glicona- salsichas.

Delta Lactona Coagulacao da proteina de soja na fabricacao de tofu.

Fabricagdo de requeijdo e para a melhoria da estabilidade ao calor do leite
na industria de laticinios.

Gliconato de sédio | Detergente de lavagem de garrafas e aditivo em cimento.

Gliconato de calcio | Nutrigdo animal.

Gliconato de Ferro | Tratamento de anemia.

Fonte: Ramachandran et al., 2006

2.4 OXIDACAO CATALITICA DE SACARIDEOS

Na presente se¢do foram revisados estudos referentes a catalisadores associados a
oxidacdo de sacarideos, bem como algumas metodologias utilizadas para a producdo de acido

gliconico.

2.4.1 Catalisadores

Os catalisadores sao divididos em duas grandes familias: catalisadores homogéneos e
catalisadores heterogéneos. Catalisadores homogéneos sdo os que se dissolvem no solvente
que contém o substrato insaturado. Os catalisadores heterogéneos sdo solidos que estdo
suspensos no mesmo solvente com o substrato ou sdo tratados com substrato gasoso
(BICUDO, 2012).

Propriedades dos catalisadores como resisténcia mecanica, atividade, seletividade,
estabilidade e condutividade térmica sdo dependentes de seu método de preparacdo e de sua
composi¢do, especialmente da natureza do material poroso utilizado como suporte e do
precursor do catalisador (FIGUEIREDO; RIBEIRO, 2007; ROMANENKUO et al., 2007).

O processo catalitico ocorre em regides especificas na superficie dos catalisadores, que
sdo chamados de sitios ativos, logo, aumentando a exposi¢do dos sitios ativos através do
aumento da area superficial e da dispersdao da fase ativa, ampliam-se as propriedades
cataliticas do catalisador (CIOLA, 1981). Os catalisadores metalicos geralmente sao

preparados como nanoparticulas, dispersas em superficies de materiais de areas superficiais
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elevadas e estaveis, como por exemplo, em carvao ativado, alumina e silica (FERREIRA;
RANGEL, 2009). Conforme o método de preparagdo do catalisador e da composi¢do do
suporte, o componente ativo pode formar particulas dispersas sobre o suporte ou uma fase
ativa mais complexa, na qual existem interagdes metal-suporte (GOMES-POLO et al., 2007)

Geralmente os carvoes ativados s3o usados como suporte de metais nobres (por
exemplo, Pd/C), devido a sua estabilidade apresentada tanto em meio acido como basico
favorecendo a sua utilizacdo em diversos tipos de reacdes organicas. Materiais de carbono
utilizados como suporte de catalisadores heterogéneos apresentam diversas vantagens, tais
como baixo custo, facilidade de recuperar o metal ativo do catalisador, elevada area
superficial, boas propriedades redutoras, e a possibilidade de modificar a distribui¢cdo do
tamanho de poros. (FIDALGO et al., 2010; BESSON; GALLEZOT, 2003).

Os catalisadores Pd/C por apresentarem uma elevada area superficial e por serem
quimicamente estaveis em ambientes agressivos, sdo aplicados em laboratoérios de pesquisas e
na industria alimenticia, como por exemplo, na produgdo de margarina (JANIAK; OKAL,
2009).

Catalisadores suportados ou ndo com metais como platina, paladio e prata, tendo como
agente oxidante o oxigénio molecular sdo utilizados em reagdes de oxidagdo de carboidratos
(KARSKI; WITONSKA; GOLUCHOWSKA, 2006). A oxidagdo catalitica de carboidratos
ocorre em pH basico (pH 7-9), pois nesta faixa de pH, os anions carboxilatos sao facilmente
absorvidos na superficie do catalisador, enquanto que em pH acido, o acido carboxilico
continua a ser fortemente adsorvido, promovendo mais rea¢des de oxidacao que conduzem a
produtos de degradacao (CORMA; IBORRA; VELTY, 2007).

Catalisadores heterogéneos sao tipicamente usados para converter monossacarideos e
dissacarideos em 4cidos aldonicos, como exemplo, a partir do &cido gliconico obtido pela
oxidacdo da glicose, sdo utilizados Pt/C, Pt-Pb/C para a sintese do acido 2-ceto-gliconico,
enquanto Pt/C, Pt/Si0; sao utilizadas para a obtencdo do acido glicarico, conhecido também
como acido sacarico (CHATTERJEE; PONG; SEN, 2015). O acido gliconico quando oxidado
a acido glicarico com catalisadores Pt/C e Pd/C forma como produto intermedidrio o 4cido
glicurdnico e na tentativa de aumentar a seletividade da reagdo a acido glicérico utilizando o
catalisador Pt-Pb/C, obteve-se acidentalmente o acido 2-ceto-gliconico (GUISNET
etal.,1991).
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A literatura também reportou que catalisadores de ouro suportados em carbono tém
excelente atividade e seletividade na oxidacdo de glicose em 4cido gliconico (ONAL et al.,

2004; BIELLA, PRATI, ROSSI, 2002).

2.4.2 Processos de oxidacao catalitica de agticares

A oxidagdo de compostos organicos com catalisadores metalicos constitui um
procedimento muito explorado em pesquisas, por ser de interesse pela industria de insumos
quimicos. A literatura reporta que a conversdao catalitica de acucares ¢ realizada em meio
aquoso, com catalisadores que permitam a sua reciclagem com alta conversao e seletividade.

A oxidacdo catalitica geralmente ¢ desenvolvida usando oxigénio puro ou ar como
agente oxidante, sendo normalmente empregados catalisadores metalicos (Pt, Pd, Au) ou
bimetalicos usando como promotores Bi, Tl, Sn e Co (LIU; CUI, 2007). Dependendo do
catalisador e das condi¢des reacionais utilizadas, a glicose pode ser oxidada seletivamente em
cetona e/ou acido carboxilico (CHATTERJEE; PONG; SEN, 2015).

Os catalisadores de paladio ou paladio e bismuto sdo mais seletivos ao acido gliconico
do que catalisadores de platina, porque possuem atividade inferior na oxidacdo de alcoois
primdrios e secundarios (CORMA; IBORRA; VELTY, 2007).

O promotor ¢ utilizado para retardar a desativagdo do catalisador (HERMANS;
DEVILLERS, 2002). Como exemplo pode-se citar o bismuto, o qual atua como um co-
catalisador prevenindo uma oxidagdo excessiva do palddio (BESSON; GALLEZOT, 2003),
conforme mostrado na Figura 6.

Figura 6 - Mecanismo de reagdo de oxidagdo da glicose em catalisador de paladio promovido

por bismuto

'Bi-O5"

Fonte: Besson e Gallezot, 2003
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Wenkin et al., 2002 sugeriram que o bismuto presente no meio reacional é complexado
pela glicose, frutose ou gliconato em reagdes de oxidagdo catalitica, uma vez que o bismuto ¢
altamente insoliivel em solugdo alcalina aquosa. Na presenca do catalisador Pd / C, o complexo
Bi-glicose pode ser adsorvido na superficie dos atomos de paladio e submetido a uma
desidrogenacao oxidativa, conforme esquematizado na Figura 7, o mecanismo de oxidagdo

pode exigir dois ou trés a&tomos de palddio para um atomo bismuto para ocorrer.

Figura 7 — Mecanismos sugeridos de adsor¢ao do complexo molecular Bi-glicose:
Bi-glicose (), Pd ('®).

O—glicose
glicose gliconato.
OH
0, H,0
O-glicose b
glicose  glicose

glicose

licose gliconato
Qi Qe &
—_—— ﬁ

5
02

Hzo c

Fonte: autora “adaptado de” Wenkin et al., 2002

Nota: Esquema do mecanismo de adsor¢do: (a) complexo Bi-glicose de baixa
concentragdo, (b) complexo Bi-glicose com concentragdo mais elevada, (c) sitio
ativo de glicose no pré-formado bimetalico (condi¢des reacionais padrio).

Segundo Wenkin et al., 2002, a presenca de um complexo de bismuto-glicose na
superficie de um sitio ativo composto por trés atomos paladio pode facilitar a reagdo de
desidrogenacao da glicose e, consequentemente, aumentar a taxa de oxidacdo. A Figura 8
apresenta dois esquemas sugeridos para o complexo molecular Bi-glicose produzido na

superficie do catalisador bimetalico, o complexo pode ser formado na forma de piranose, na



28

qual, a - D-glicose seria coordenada para bismuto através do seu 1-OH e 2-OH sob a forma

ciclica (Figura 8a), ou através do seu 1-OH, 2-OH e 3-OH sob a forma aberta (Figura 8b):

Figura 8 - Esquemas sugeridos para o complexo molecular Bi-glicose produzido na superficie
do catalisador bimetalico: Pd ( ® ), Bi (©).

Fonte: Wenkin et al., 2002

O efeito benéfico causado pela adicdo do bismuto no processo de oxidagdo catalitica
pode ser atribuido ao efeito de bloqueio do paladdio pelo promotor bismuto, resultando assim,
na inibicdo da formagdo e eventual adsor¢do de espécies que causam envenenamento,
inclusive por oxigénio, pois o bismuto tem uma maior afinidade com o oxigénio do que com o
paladio; além disso, ha formacdo de ligas Bi-Pd geradas na superficie e que podem ser
termodinamicamente mais estaveis do que a associacdo de Pd e 6xidos de bismuto (WENKIN
et al., 2002).

Onal et al., 2004, propds um mecanismo simplificado para a oxidagdo catalitica da
glicose (Figura 9), no qual, a glicose em solug¢do aquosa ¢ convertida em um hidrato (a forma
de cadeia aberta da glicose ¢ uma estrutura instavel). Apds a adsor¢cdo na superficie do
catalisador seguida por desidrogenacdo, a estrutura se transforma em uma carboxila. A adgua ¢
formada pelos atomos de hidrogénio eliminados durante a reagdo e que se combinaram com
oxigénio adsorvido. O &cido gliconico formado ¢ dessorvido, além de hidratos ligados a
superficie do catalisador que podem reagir com OHaq para formar agua, que também ¢

dessorvida.
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Figura 9 — Sugestao de mecanismo de reacdao simplificado para a oxidagao catalitica da
glicose

H. -0
_OH o
X0 : +HO_ HO__ _OH HO.__.OH HO. 0
& a/'ﬂWOH — HO | : H"'C - H™ —> T + 2R,
o [_OH R (in solution) R (adsorbed) R (adsorbed)
D-glucopyranose I—DH u
—OH
open-chain dehydrogenation
D-glucose
desorption
2H geobed ¥ Oudsorbed HoOuearbes — — H:0

Fonte: Onal et al.,2004

Os autores salientaram que dessorcdo do acido gliconico ¢ mais rapida quando
desprotonado (pH > 7,0), por isso recomendam que a reacdo seja conduzida em meio
fracamente alcalino, uma vez que, pH mais elevados favorecem a ocorréncia de reagdes
secundarias (ONAL et al., 2004).

O pH deve ser mantido entre 8 e 11 (preferivelmente entre 9 e 10) por adi¢do continua
de um alcali na solug¢ao (HUSTEDE; HABERSTROH; SCHINZIG,1989), conforme ilustrado

na Figura 10:

Figura 10 - Oxidagdo da glicose produzindo 4cido gliconico utilizando catalisador de Pt/C,

Pd/C, Pd-Bi e Au/C

OH
HO,,, supported noble H
. metal cataly st OK
+ %0, + KOH H:0, KOH HO z + HO
HO™ Y~ TOH 50°C OH OH O
OH
glucose gluconic acid

Fonte: Spivey, 2009

Comumente sdo utilizadas condig¢des oxidantes na faixa de temperatura de 30 - 60 °C,
pH 8 - 10, glicose de 20-30% em massa, e catalisador/glicose na razao de 0,5-2%
(WENKIN et al.,1996). Para Corma, Iborra e Velty (2007), a principal desvantagem na
oxidagdo catalitica da glicose ¢ a desativagdo dos catalisadores com o aumento da conversao,

por isso, condi¢cdes alcalinas sdo consideradas necessarias para aumentar a velocidade da
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reacdo e para evitar a desativacdo drastica do catalisador; porém, essas condigdes sdo
igualmente responsaveis por reacdes secundarias que reduzem a produtividade de gliconatos
(BIELLA; PRATI; ROSSI, 2002).

Fukuda, Ohnaka e Saito (1989) patentearam uma metodologia de oxidacdo catalitica
da glicose para a produgdo de acido gliconico. Os autores utilizaram 1,200 g de uma solugao
aquosa de glicose contendo 360 g de glicose e 5,4 g do catalisador Pd-Bi/C (1.5 % por peso
da glicose), a solugdo foi transferida para um reator (a patente ndo informa o volume). A
reacao foi mantida em temperatura de 50 £ 1 °C em pressao atmosférica e constante adi¢ao de
uma solu¢do com 40 % de NaOH p/p. O catalisador foi retirado por filtragdo para ser
reutilizado e o filtrado foi analisado por cromatografia (HPLC). A oxidagdo catalitica da
glicose produziu: conversao da glicose 99,8 %; seletividade do gliconato de so6dio 99,7 %;
rendimento do gliconato de sddio 99,5 % e apresentou taxa de isomera¢do de glicose em
frutose de 0,1 %.

Santos e Benachour (2011) estudaram a oxidagao catalitica da glicose, com o objetivo
de produzir 4cido gliconico a partir de solugdes ricas em glicose obtidas do bagaco de cana-
de-agucar submetido a uma hidrélise por celulases, as quais foram submetidas a oxidagdo
catalitica com Pd/AlO,. Algumas dessas solucdes foram tratadas com CaO (detoxificagdo)
com o intuito de eliminar substancias prejudiciais ao catalisador utilizado.

A metodologia utilizada por esses autores consistiu na oxidacdo catalitica de 500 mL
de cada hidrolisado enzimatico em um reator batelada de vidro de capacidade 1 litro a pressao
atmosférica e a 50 °C, com vazdo de 500 mL/minuto de ar, com 2 g/L. de catalisador de
Pd/ALO; a 2 % do metal. Os hidrolisados, antes da reacdo, tiveram seu pH ajustado para um
valor proximo de 9 com o uso de uma solucdo de NaOH 2M. O pH do meio reacional foi
ajustado manualmente cada vez que o valor do pH ficava acima de 9 para favorecer a
obtencao de acido gliconico/gliconato em ambos hidrolisados.

Os resultados apresentados por Santos e Benachour (2011), mostram uma maior
conversao da glicose (proximo a 80 %), maior rendimento em acido gliconico (71 %) e uma
maior seletividade a esse produto apds a oxidagdo do hidrolisado detoxificado quando
comparado a oxidagdo do hidrolisado nao detoxificado, pois, com o tratamento, eliminaram-
se componentes presentes no hidrolisado que poderiam desativar o catalisador durante a
reagdo de oxidacgao.

Abbadi e Van Bekkum (1995) verificaram o efeito do pH sobre a oxidagdo catalitica
da glicose com catalisadores Pt/C a 5 % do metal e Pt-Bi/C (5 % platina e 5 % bismuto) para

a producao de acido gliconico. Os autores concluiram que a conversdo da glicose foi
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dependente do pH durante sua oxidagdo, enquanto que a seletividade a 4cido gliconico nao
dependeu do pH, alcangando um valor de 80 a 90 %. Na Figura 11 pode-se visualizar os

possiveis produtos da oxidacao da D-glicose a apartir de catalisadores Pt/C.

Figura 11 - Principais produtos formados durante a oxidacdo de D - glicose com catalisador
Pt/C

HC=0 COOH COOH
H—-tl:—-OH H-—-—t‘l:—-OH H-——-{I‘:—DH
HQ—(I:-—-H Ho—r!:—u HD—I‘I..‘—H
H-—l!z—-OH H—-i.l'.‘—DH H—é—OH
H—EI:—OH H——Cl:—OH H—C—OH
éHzt:H (I‘:I-IZOH Ht!:: o
(G : D-Glucose) {GA : D-Gluconic acid) (GU : L-Guluronic acid)
COOH COOH
H— rl.:-—OH c1:= COOH
HO—C—H HO—-(I:—H HO—J‘:—H COOH
H—c::—-cm H——l'l'.:—DH H-—-c::-nn cI:rmH
H—C—OH H—C—OH H—C—OH (Ox : Oxalle acte)
t!:DOH flJHQOH rl.:H,OH
(GR : D-Glucaric acid) (ZKGA :2-Keto- D-gluconic acid) (Ar: D-Arabinonic acid)

Fonte: Abbadi e Van Bekkum,1995

Os autores definiram as quantidades de D-glicose em 0,72 g para 30 mL de agua e
0,04 g do catalisador, as reagdes foram realizadas controlando-se o pH entre 2 a 9 em um
reator de vidro de 300 mL, equipado com um agitador (1500 rpm) e um termostato. O pH
foi monitorado com a utilizacdo de um medidor de pH e controlado com a adi¢gdo de KOH
1,60 M através de uma bureta automatica. O oxigénio foi mantido entre 0,05 ¢ 1 atm e a
temperatura avaliada foi de 50 °C a 65 °C .

Abbadi e Van Bekkum (1995) relataram que o acido gliconico formado na oxidacgdo
da glicose ¢ um potencial veneno para o catalisador e que a adicdo de bismuto, como
promotor, minimiza esse efeito, e promove uma oxidacdo mais seletiva do acido gliconico,
além disso foi observado que o grau de inibicdo da atividade catalitica ¢ dependente do pH,

logo o acido gliconico na sua forma “livre” foi considerado uma das principais espécies
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inibidoras do catalisador de platina durante a oxidacdo da glicose em meio acido, porém
quando a temperatura foi aumentada a inibi¢do do catalisador foi retardada.

Onda et al., (2008) implementaram outro procedimento para a conversao catalitica da
D-glicose em acido latico e acido gliconico, no qual, adicionaram a D-glicose diretamente no
meio alcalino sem prévia diluicdo em agua, com o objetivo de aumentar o rendimento a acido
gliconico e latico, produtos com maior interesse comercial. A Figura 12 apresenta um

esquema do processo de oxidacao catalitica estudado.

Figura 12 — Esquema da conversao catalitica da D-glicose em 4cido latico e acido glicdnico

(@) alkali by-products lactic acid

D-glucose

by-products

(b) alkali + PUC + air

D-glucose .
gluconic acid

\ lactic acid

Fonte: Onda et al., 2008

Nota: (a) Processo quimico convencional, (b) proposta de novo processo quimico.

A metodologia consistiu na adi¢do de 5 mL de NaOH 1,0 mol/L em um reator de
batelada com volume de 40 mL em polipropileno copolimero. A temperatura foi programada
para 79,85 °C e a solucao foi agitada com uma barra magnética a 700 rpm com ar borbulhado
(20 mL/minuto). Apds a preparacdo do meio reacional, acrescentaram-se 0,045 g de
D - Glicose e 0,05 g do catalisador, o qual foram estudados individualmente Pt/Al>Os3;
Pt/S10,2, Pt/MgO e Pt/C, todos com 5 % de Pt. O catalisador considerado mais eficiente foi de
Pt/C, com conversao da D-glicose em 43 % de acido latico e 45 % de 4cido gliconico, outros
subprodutos identificados foram acido glicélico, acido acético e acido formico (ONDA et al.,

2008).
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2.4.3 Consideracoes finais sobre a oxidacao catalitica da glicose

Em linhas gerais, diversos trabalhos relacionam mecanismos semelhantes de oxidagao
catalitica da glicose: adsor¢do do oxigénio na superficie do catalisador, seguido do processo
de desidrogenacdo oxidativa, no qual, ocorre a oxidagdo do alcool formando um aldeido,
como a oxidagdo continua, o carbono da carbonila ¢ atacado por outro oxigénio e produz um
4cido carboxilico e 4gua que sdo dessorvidos (ONAL et al., 2004; HERMANS, DEVILLERS,
2002; BESSON, GALLEZOT, 2003; WENKIN et al., 2002), entretanto, 0os mecanismos
propostos nas trés ultimas referencias ndo evidenciam o atendimento do balango material.

Todos os trabalhos concordam que a desativacao do catalisador ¢ um fator limitante do
processo € que pode ser minimizado conduzindo as rea¢des em meio fracamente alcalino,
visando evitar a ocorréncia de reagdes secundarias e consequente formacdo de subprodutos,
como acido glicuronico, acido oxalico e frutose formada pela isomerizagdo da glicose.

Uma questdao pouco discutida na literatura revisada ¢ a possibilidade da contaminacao
do produto final pela passagem do metal promotor para a fase liquida, no caso do uso de
catalisadores constituidos por um metal nobre ¢ um promotor. Karski e Witonska (2003)
realizaram testes com catalisador Bi-Pd/SiO» e observaram a presenga de bismuto, mas ndo
encontraram paladio nos produtos obtidos da oxidacdo da glicose.

Quanto a seletividade na oxidagdo catalitica da glicose, foram encontradas algumas
divergéncias interessantes, Onal et al. (2004) observaram que a seletividade a 4cido gliconico
¢ muito influenciavel pelas condigdes da reacao, especialmente pH e temperatura, mas Abbadi
e Bekkum (1995) observou em seu estudo que a seletividade nao foi dependente do pH e sim
a conversdo da glicose, logo, pode-se inferir que as condig¢des reacionais devem ser estudadas

de acordo com catalisador utilizado.

2.5 APLICACOES DA CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA NA
ANALISE DE SACARIDEOS

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) - (High-Performance Liquid
Chomotography - HPLC) tem sido uma das técnicas mais aplicadas na determinagdo de
acucares em alimentos (SANTOS, 2011), por isso, serd tratado aqui sucintamente quanto a
técnica e aplicagao.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia tem como principio a separacao de

diferentes espécies quimicas presentes numa amostra. A separacao ocorre por meio de um
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mecanismo de interagdo seletiva entre as moléculas do analito e duas fases, uma estacionaria e
outra movel (CHUST,1990).

A coluna cromatografica ¢ um cilindro rigido (normalmente de ago ou vidro) que
conttm em seu interior um material de enchimento formado por pequenas particulas,
constituindo assim a fase estacionaria. Neste método analitico a fase movel ou eluente ¢ uma
solucdo liquida que flui continuamente através do sistema, arrastando a amostra injetada pela
coluna e pelo detector (CHUST,1990).

O sistema do processo de cromatografia (Figura 13), basicamente, possui os seguintes

componentes:

a) bomba;

b) injetor de amostras;
¢) coluna;

d) detector;

e) sistema de dados.

Figura 13 - Representacdo do processo de HPLC
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Fonte: Santos, 2011

O analito ¢ introduzido na corrente do eluente, na qual, as substancias presentes na amostra,
devido as suas diferentes estruturas moleculares e grupos funcionais, sdo separados & medida
que se deslocam pela coluna. Quanto maior a afinidade das substancias com a fase estacionaria
maior o tempo de reten¢do na coluna.

Em linhas gerais, os detectores de HPLC emitem um sinal potenciométrico (mV) de saida. Para
que se possa quantificar esse sinal é necessario a obtencdo de um registro grafico ou de um aparelho

que possua capacidade para tratar o sinal por si mesmo, automaticamente (CHUST, 1990).



35

Segundo Bernal et al. (1996), os carboidratos podem ser determinados utilizando-se
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), mas com combinagdes apropriadas da fase
estaciondria ¢ do sistema da deteccdo. Conforme Chavez-Serin et al. (2004) e Ferreira 1.,
Gomes e Ferreira M. (1998) o HPLC ¢ um método recomendado para a analise de acucares
pelo fato de ter convenientes tais como: boa precisdo, capacidade de separagdo, rapidez, ser
simples e econdmico.

Os detectores UV Visivel sdo os mais utilizados em HPLC, por serem de baixo custo,
praticamente insensiveis a pequenas variagdes de fluxo e temperatura e totalmente
compativeis com gradientes de solventes, mas como desvantagem nao podem ser utilizados na
detecgdo de carboidratos, lipideos e na maior parte dos polimeros (CHUST, 1990). O detector
UV Visivel ¢ geralmente aplicado quando os analitos ndo absorvem na regido de
comprimento de onda do UV Visivel (ARGENTON, 2010).

O HPLC-RID (Refractive Index Detectors — RID) é um método muito aplicado por
separar a fracdo individual dos agucares de outros componentes tais como: proteinas e outras
macromoléculas que possam criar interferéncia no sistema e na analise qualitativa e
quantitativa de mono- e dissacarideos (CHAVEZ-SERIN et al., 2004).

Como desvantagens, o RID aplicados nas determinagdes de acticares, nao sao seletivos
e geralmente sdo utilizados com os detectores de UV. Segundo Meyer (1997) os detectores de
indice de refracdo sdo aproximadamente 1000 vezes menos sensiveis do que os detectores
UVv.

Para a andlise quantitativa de acucares e seus produtos, ¢ necessaria a criagdo de uma
curva de calibragdo obtida pela equagdo que relaciona a area do pico (sinal do analito) em
fun¢do da concentragdo dos padroes (SANTOS, 2011). Ja a andlise qualitativa do analito, €
obtida através da comparacdo do tempo de retencdo ou retengdo relativa dos analitos de
interesse com padrdes, neste caso ¢ fundamental o controle das condi¢des analiticas para

evitar falsas conclusdes (ARGENTON, 2010).

2.6 APLICACOES DA ESPECTROFOTOMETRIA PARA A ANALISE DE SACARIDEOS

A espectrofotometria (medida de absor¢do ou transmissdo de luz) ¢ uma das técnicas
mais aplicadas em andlises clinicas e biologicas, por ser robusta e de custo baixo. Como
exemplo de aplicagdo pode-se citar: determinacdo de atividade enzimatica, dosagens de
compostos organicos em fluidos bioldgicos, como glicose, uréia, etc, na qual, ¢ dosado um

produto colorido, obtido por meio de uma reagao quimica, ou um produto incolor que absorva
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na regido do ultravioleta (UV) ou na regido do infravermelho (IV) (RODRIGUES e
SANTOS, 2011).

Na técnica de espectrofotometria um feixe de luz monocromatica atravessa uma
solucdo com moléculas absorvedoras, parte da luz ¢ absorvida pela solugdo e o restante ¢
transmitido. A absor¢do de luz depende basicamente da concentracdo das moléculas
absorventes e da espessura da solu¢do (caminho 6ptico). Logo, deve-se utilizar um feixe de
luz monocromatica de comprimento de onda adequado, capaz de excitar o composto estudado
(RODRIGUES; SANTOS, 2011).

Na Figura 14, tém-se os componentes basicos dos espectrofotometros, na qual, as
letras representam: (a) fonte de luz, (b) colimador, (¢) prisma ou rede de difragdo, (d) fenda
seletora, (e) compartimento de amostras com cubeta contendo solugdo, (f) célula fotelétrica,

(g) amplificador:

Figura 14 - Esquema 6ptico dos componentes basicos do espectrofotdmetro

Fonte: Rodrigues e Santos, 2011

Muitas metodologias foram desenvolvidas utilizando reagentes para se quantificar os
acucares redutores e totais, baseando-se no fato de que os monossacarideos como a glicose e
frutose sdo agucares redutores, por possuirem grupo cabonilico e cetonico livres e capazes de
se oxidarem na presenca de agentes oxidantes em solugdes alcalinas. Em contrapartida, os
dissacarideos ndo possuem essa caracteristica sem sofrerem hidrdlise da ligagdo glicosidica e,
portanto sao chamados de agucares nao redutores (SILVA et al., 2003).

A analise quantitativa comumente € realizada através da medida da absorvancia, a qual
se relaciona linearmente com a concentracao, sendo fundamentada na lei de Lambert-Beer.
Para medidas de absor¢do de radiagdo em determinado comprimento de onda, conforme a

Equacdo 1 (PERKAMPUS,1992):
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A=log (Io/T) = abc (1)

Sendo:

A: absorvancia;

Io: intensidade da radiagdo monocromatica que incide na amostra;

I: intensidade da radiagdo que emerge da amostra,

a: absortividade molar (grandeza caracteristica da espécie absorvente);
c: concentracdo da espécie absorvente;

b: a distancia percorrida pelo feixe através da amostra.

A partir dos valores de absorvancia de amostras com concentragdes conhecidas

determinam-se as concentracdes das amostras em andlise através de graficos.
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3 MATERIAIS E METODOS

Nesta secdo sao enumerados os reagentes ¢ equipamentos utilizados neste trabalho,
bem como a descri¢do da preparagdo, execugdo dos ensaios e analises dos produtos obtidos.
Toda a parte experimental foi desenvolvida nos Laboratérios de Quimica pertencentes

a0 Centro Universitario FEL

3.1 REAGENTES UTILIZADOS

Os reagentes utilizados para a realizagdo dos experimentos de oxidagdo catalitica e

caracterizagao dos produtos da reagdo sdo apresentados nos itens 3.1.1 ao 3.1.5.

3.1.1. Catalisador

O catalisador utilizado neste trabalho foi fornecido pela empresa Evonik® Industries
Inorganic Material Reseach and Technology Catalysts e contém em sua composi¢ao 4 % Pd +
1 % Pt + 5 % Bi sobre carvao ativado. Segundo o fabricante o catalisador contém 20 % de
metais em base seca e a perda de massa por umidade ¢ de 55,5 %. Utilizou-se 0,24 g de
catalisador Pd-Pt-Bi/C em cada experimento de oxidagdo catalitica. A Figura 15 apresenta o

aspecto visual do catalisador utilizado.

Figura 15 - Catalisador Pd-Pt-Bi/C utilizado nos experimentos de oxidagao

Fonte: Autora
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3.1.2 Acucares

Os acgucares utilizados neste estudo (Figura 16) foram utilizados no preparo das

solugdes padrdes de calibragdo e das solucdes cujas concentracdes sdo apresentadas na Figura
17.

Figura 16 - Descrig@o dos agucares utilizados

o Formula Massa Fabricante/
Descrigao o Molecular
quimica Fornecedor
D - Glicose
Anidra para CsH1206 180,16 50-99-7 | Merck KgaA® | K43824437
Bioquimica
D - Frutose CeH1206 180,16 57-48-7 | Sigma-Aldrich® | SLBJ8832V

Fonte: Autora

Figura 17 - Descrigao das solugdes de agucares utilizados

Experimento Concentracio glicose (g.L™) Concentracio frutose (g.L)
Gl 120 0
G2 120 0
G3 120 0
G4 120 0
G5 120 0
G6 120 0
G7 120 0
G8 120 0
G9 120 0

GF1 60 60
GF2 60 60
GF3 120 120
GF4 120 120
GF5 60 60
GF6 120 120

Fonte: Autora
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3.1.3 Tampoes

Para a calibragdo do pHmetro foram utilizados os tampodes Padrao pH 7,0; Merck

KGaA® e Padrio pH 10,0; LabSynth® .

3.1.4 Gliconato de sodio

Para construir a curva de calibragdo no HPLC, foram preparados solucdes padroes a

partir do gliconato de s6dio, apresentado na Figura 18.

Figura 18 - Descricao do gliconato de sddio

M
Formula 4554 Fabricante/

Descricao ) Molecular
quimica Fornecedor
(g/mol)

Gliconato de Sédio CsH11NaO7 218,14 527-07-1 Sigma Aldrich®

Fonte: Autora

3.1.5 Reagente de trabalho para ensaio de espectrofotometria

Para os ensaios de espectrofotometria foi utilizado o reagente Glicose Liquiform,
fabricante Labtest apresentado na Figura 19, composto de tampao pH 7,5 de fosfato 70
mmol/L, fenol 5,0 mmol/L, glicoseoxidase 10000 U/L, peroxidase >1000 U/L e 4-

aminoantipirina 0,4 mmol/L, as instrugdes de uso estdo no apéndice A.

Figura 19 - Reagente de trabalho (Labtest Glicose Liquiform).

Fonte: Autora
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3.2 EQUIPAMENTOS UTILIZADOS

Os equipamentos utilizados nos experimentos de oxidacao catalitica e caracterizagao

dos produtos da reacdo foram apresentados nos itens 3.2.1 ao 3.2.7.

3.2.1 Sistema reacional

Os experimentos de oxidacao foram realizados com o aparato experimental conforme

apresentado na Figura 20.

Figura 20 - Sistema reacional para ensaios de oxidacao

n'-.r.L' -._-
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Fonte: Autora

Nota: 1 - Agitador Fisatom 713 D; 2 - Bomba de ar Jad modelo SC -7500; 3 - Reator de vidro; 4 — Bomba
dosadora peristaltica Milan; 5 - Medidor de pH Micronal B 474 com eletrodo Ag/Ag CI Quimis QA338-ECV;

6 - Bureta de vidro 50 mL; 7 - Banho termostatico Julabo F25; 8 — Regulador de voltagem JnG TDGC2-05 kVa.
9 — Rotametro para controle da vazdo de ar Dwyer.
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3.2.2 Reator

Foi utilizado um reator tipo batelada (Figura 21), com capacidade de 500 mL
construido em vidro borossilicato, com tampa com trés bocais sendo um central fabricante
Schott, encamisado para termostatizagdo. A alimentacdo de ar foi realizada através de um
tubo de silicone acoplado a um tubo de aco inox poroso € um termdmetro de resisténcia

ligado ao banho termostatico foi utilizado para controle da temperatura interna do reator.

Figura 21 - Detalhes do Reator de vidro (parte externa)

i

Fonte: Autora

Nota: 1-Entrada de ar e da solugdo de NaOH 2M; 2-Entrada da haste do agitador;
3-Entrada do Termdmetro ligado ao banho Termostatizado; 4-Entrada do eletrodo
de vidro do pHmetro; 5-Entrada de 4gua na camisa do reator.
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Na Figura 22 ¢ apresentada a parte interna do reator, a chicana foi construida em aco
inox, tendo como fun¢do romper o fluxo rotativo causado pelo agitador e melhorar a

homogeneiza¢ao do ar no meio reacional.

Figura 22 - Detalhes da parte interna do reator de vidro

Fonte: Autora
Nota: 1- Haste de agitag¢do; 2 — Chicanas; 3 — Tubo poroso.

3.2.3 Cromatografo

Na Figura 23 ¢ mostrado o Cromatégrafo Shimadzu® constituido por bombas LC-
20AD, detector de Indice de Refragdo RID-10A, detector UV SPD-20A, forno para coluna
CTO-20A, controlador CBM-20A e sistema de aquisicdo de dados. A coluna utilizada foi a
Aminex® HPX-87H de dimensdes 300 mm x 7,8 mm.
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Figura 23 - Aparelho de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

Fonte: Autora

3.2.4 Espectrofotometro

Na Figura 24 ¢ apresentado o espectrofotdometro Quimis® Modelo C798U, utilizado
em analises quantitativas na regido do ultravioleta, é equipado com lampada de Deutério e de

Tungsténio halogénio; com o comprimento de onda regulével entre 200 ¢ 1000 nandmetros.

Figura 24 - Aparelho de espectrofotometro Quimis® Modelo C798U

W
\\

Fonte: Autora
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3.2.5 Medidor de oxigénio

O medidor de oxigénio utilizado neste estudo ¢ apresentado na Figura 25, possui
indicador digital em mg/L de O», na faixa de 0 a 20,0; Resolugdo de 0,1 mg/L de O»; Precisao
do oxigénio dissolvido £ 0,3 mg/L; Precisdo da temperatura + 0,5 °C; Compensag¢dao manual

da temperatura entre 0 °C e 40 °C com indicador digital da temperatura da solucao.

Figura 25 - Medidor de Oxigénio Dissolvido Quimis Q758P

Fonte: Autora

3.2.6 Difratometro

Para a caracterizagdo das fases cristalinas do catalisador, foi utilizado um difratdmetro
de raios X, modelo XRD 7000 (Shimadzu®) conforme apresentado na Figura 26 e 27, possui
configuragdo teta/teta, com goniometro vertical com taxa de velocidade 1000°/minuto (26) e

reprodutibilidade angular + 0,0002°.
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Figura 26 - Difratometro XRD-7000 fabricante Shimadzu®

Fonte: Spomberg, 2010

Figura 27 - Difratometro XRD-7000 fabricante Shimadzu® (parte interna)

Fonte: Spomberg, 2010
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3.2.7 Analisador de area superficial e porosidade

A éarea superficial, didmetro médio e volume de poros do catalisador estudado foram
determinados em um equipamento Micromeritics Gemini VII (Figura 28), com as seguintes
especificagoes: aplicabilidade em amostras com 4rea da superficie a partir de 0,1 m? e volume

de poros 4 x 10 ®*mL/g, exatiddo e linearidade de + 0,5 % e software.

Figura 28 - Analisador de area superficial e porosidade Micromeritics Gemini VII

Fonte: Autora

3.3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

As etapas preliminares realizadas consistiram na oxidagao catalitica da glicose para a
verificagdo das melhores condi¢des de pH e temperatura. Em uma segunda etapa, foram
realizados experimentos com misturas de glicose e frutose com diferentes concentragdes. Os
dados obtidos por cromatografia (HPLC) e espectrofotometria serviram para identificar e

realizar quantificagdes nas amostras obtidas.
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3.3.1 Procedimento experimental para a oxidacao catalitica de sacarideos

Inicialmente foi introduzido no reator a solugdo aquosa do sacarideo em estudo. Apds
atingir a temperatura do ensaio o pH foi corrigido com a adi¢do da solu¢do de NaOH (2M),
conforme o pH e temperatura programado para analise. A Figura 29 apresenta as condi¢des

experimentais avaliadas no primeiro planejamento experimental para a glicose:

Figura 29 - Condi¢des de pH e temperatura avaliadas

- 0°C W 33°C L 60°C

pH 85 pH 8.5 pH 8,5
pH 9.5 pH 9.5 pH 9,5
pH 10,5 pH 10,5 pH 10,5

Fonte: Autora

Ap6s a correcdo do pH, a bomba de ar foi ligada e o catalisador adicionado ao meio
reacional. O ar foi borbulhado no reator a uma vazdo de 500 mL/minuto sob pressdo
atmosférica, conforme metodologia utilizada por Santos e Benachour (2011). A agitacdo do
sistema foi ajustada para 2030 + 10 rpm (velocidades de agitacdo superiores ocasionavam
vibragao excessiva no reator ¢ bancada).

O pH do meio reacional foi controlado pela constante adi¢do do alcali por meio da
bomba dosadora, que era acionada quando o pH variava £+ 0,5 conforme os valores de pH
apresentados pelo pHmetro. A temperatura foi mantida constante durante a reacdo com o
aquecimento do sistema através da camisa que envolve o reator de vidro ligado ao banho
termostatico.

A cada cinco minutos eram registrados o volume de alcali consumido e o pH, para os
calculos estequiométricos de conversdao. A Figura 30 mostra um exemplo da variagao do pH

com a evolugao da reagao.
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Figura 30 - Variagdo do pH em fun¢ao do tempo na oxidagao catalitica Glicose (pH 9,5)
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Fonte: Autora
Nota: incerteza maxima absoluta para o pH 0,3

Nos primeiros 15 minutos de reacdo houve muita variacdo no pH em todas condi¢des

estudadas, sendo o ensaio 8 (pH 8,5; 50 °C), o mais dificil de controlar o pH, devido a

limitagcdes da bomba dosadora. Os produtos das reagdes conduzidas em pH de 10,5 a 55 °C e

60 °C, apresentaram coloracdo mais escurecidas (amareladas) e um forte odor agucarado,

evidenciando provavel decomposicao da glicose.

O tempo de rea¢dao foi padronizado em 70 minutos para andlise e tratamento dos

dados. Conforme Fukuda, Ohnaka e Saito (1989), o tempo de reagdo de oxidacao catalitica da

glicose ¢ curto (1 - 4 h), os autores conduziram experimentos de 1 hora.

Ao final dos experimentos, apos a retirada do catalisador por filtragdo, as amostras

obtidas foram armazenadas em frascos plasticos fechados identificados e conservados em

refrigerador (2 - 8 °C) para posterior caracterizagdo no HPLC e espectrofotdmetro.
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3.3.2 Caracterizacio dos produtos obtidos na oxidacao catalitica dos acucares

Como estratégia de caracterizacao dos produtos utilizou-se a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC) e para a determinacdo de glicose remanescente aplicou-se a
espectrofotometria, a partir do método enzimatico GOD - Trinder, utilizando o kit Labtest
Glicose Liquiform ref: 133. Para a aplicacdo deste método, foi necessaria a dilui¢do das

amostras antes da determinagao por espectrofotometria.

3.3.2.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

Para andlise via cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) foram utilizados
como fase movel acido sulfarico 0,005 mol/L ¢ modulo de elui¢do isocratico. As condig¢des
operacionais foram:

a) fluxo de 0,6 mL/minuto;

b) temperatura do forno (coluna) e dos detectores de 50 °C;

¢) volume de injegdo de 20 uL;

d) tempo de corrida de 20 - 25 minutos;

e) comprimento de onda de 210 nm no detector de UV.

As condigdes operacionais seguem as instrugdes do fabricante da coluna utilizada,
Aminex HPX 87H, apropriada para analisar monossacarideos e dcidos organicos.

As amostras obtidas nos experimentos de oxidacdo foram acondicionadas a
temperatura ambiente (23 + 2 °C). Antes de cada injecdo, uma aliquota de aproximadamente
2 mL da amostra foi retirada e filtrada com filtro de seringa de 0,40 mm.

Na andlise cromatografica foram usados dois detectores simultaneamente: o detector
indice de refragdo, para a medicao dos agucares (frutose e glicose) e o detector UV/VIS para a
deteccao e quantificacdo de 4cido gliconico. Porém durante os ensaios iniciais, notou-se que a
glicose e o &cido gliconico saem proximos nos picos dos cromatogramas obtidos (Figura 31 e
32), por isso, utilizou-se o ensaio de espectrofotometria, conforme a estratégia apresentada na

Figura 33.



Figura 31 — Cromatograma de uma solucao de glicose 50 g/L
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Figura 32 — Cromatograma de uma solugdo de gliconato de s6dio 60 g/L
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Figura 33 - Estratégias utilizadas para a caracterizagao dos produtos.

Detector (UV/VIS)
=3 para analise de 4cido
glicnico

Detector de indice de

Refracdo para analise
da frutose

Método enzimatico
=== para analise da
glicose ndo reagida

Produto da
oxidagdo catalitica

Espectrofotometria

Fonte: Autora

No apéndice A tém-se as curvas de calibracdo utilizadas na cromatografia (HPLC)
para a analise do gliconato de sodio e frutose. Obteve-se uma variagdo média de até 2,7 %

(amostras injetadas em duplicata).
3.3.2.2 Medida da quantidade de glicose por espectrofotometria

A quantidade de glicose presente em cada amostra foi determinada via
espectrofotometria e um sistema enzimatico. Neste método a glicose presente na amostra ¢
oxidada a acido gliconico e peroxido de hidrogénio com o reagente Glicose Liquiform, o qual,

contém glicose-oxidase (GOD) que catalisa a oxidacao da glicose, conforme a Figura 34:

Figura 34 - Reacdo de oxidagdo da Glicose

GOD
Glicose + O, + H,0 » Acido Gliconico + H,0,

Fonte: autora “adaptado de” Labtest, 2011

O perodxido de hidrogénio formado reage com 4-aminoantipirina e fenol, a reagdo ¢

catalisada pela peroxidase (POD), através de uma reacdo de oxidacdo, na qual é formada uma
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antipirilquinona vermelha, cuja intensidade da cor ¢ proporcional a concentrag@o da glicose na

amostra (LABTEST, 2011), conforme a Figura 35:

Figura 35 - Reagdo de formacao da antipirilquinona vermelha

POD
2H,0, + 4-Aminoantipirina + fenol —» Antipirilquinonimina + 4H,0
Fonte: Labtest, 2011

Como foi discutida na revisdo bibliografica, a absorvancia ¢ diretamente proporcional
a concentragdo da espécie responsavel pela cor. Para finalidade analitica, utilizou-se uma
curva de calibracdo a partir das medidas de absorvancia de padrdes de concentragdes
conhecidas de glicose.

As solucdes padrdes de glicose foram preparadas pelos técnicos do Laboratorio de
Quimica da FEI e sdo conservados em refrigerador (2 - 8 °C). Antes do uso, agitaram-se
vigorosamente os frascos dos padrdes e transferiu-se 4 mL das solug¢des padroes de glicose
para os tubos de ensaio identificados. Para possibilitar a analise pelo método enzimatico, as
amostras foram diluidas para que a concentragado ficasse em até 1 g/L.

Pipetaram-se 50 pL das amostras diluidas em tubos de ensaio e adicionaram-se 5 ml
do reagente de trabalho. Preparou-se um tubo de ensaio contendo o branco, constituido por
5 mL do reagente de trabalho. Os tubos de ensaio foram colocados em banho termostatico a
37 °C durante 10 minutos, com o nivel da 4gua do banho superior ao nivel dos reagentes nos
tubos de ensaio, conforme as instrugdes do fabricante do sistema enzimatico.

Esgotado o tempo no banho termostatico, as amostras foram colocadas em banho de
gelo por 1 minuto para interromper a reagdo. As leituras da absorvancia foram realizadas no
espectrofotometro ajustado para 505 nm (LABTEST, 2011), apos zerar o aparelho com o
branco.

As leituras foram realizadas com a mesma cubeta e iniciaram-se as analises das
amostras mais claras para as mais escuras. Entre uma amostra e outra, a cubeta foi lavada trés
vezes com as proprias solugdes.

Plotou-se uma curva de calibragcdo com a concentra¢do de glicose (g/L) no eixo Y e a
absorvancia obtida com o teste de enzimatico no eixo X e a partir da equacdo da reta foi
mensurado as concentragdes das amostras. No apéndice B tém-se a curva de calibragdo
utilizada para glicose. Considerou-se nos célculos as diluigdes efetuadas nas amostras,

multiplicando o resultado por esse fator, sendo utilizados dois fatores de dilui¢des em funcao
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da faixa de conversdo estimada com base no consumo de NaOH: conversdo de até 50 %

diluiu-se 50 vezes e para conversdo maior diluiu-se 100 vezes.

3.3.3 Medida da quantidade de oxigénio dissolvido.

Foram realizadas medidas de teor de oxigénio dissolvido no meio reacional para
verificar se a rotacao do reator foi adequada para nao haver limitagao da reacao por transporte
de oxigénio.

A sonda foi submergida na solugdo dentro do reator a uma profundidade aproximada
de 10 cm. Segundo o fabricante, a medida da temperatura da solugdo, bem como sua
compensag¢ao automatica dependem da profundidade da sonda para operar corretamente.

A sonda foi mantida na amostra de medi¢do por alguns minutos para atingir o
equilibrio térmico, a velocidade de agitagdo foi mantida em 2030 rpm = 10 rpm.

Realizaram-se as leituras das medidas do teor de oxigénio dissolvido e da temperatura

da solugdo exibidas no visor do equipamento.

3.3.4 Caracterizac¢ao do catalisador por Difracio de raios-X

Neste estudo foi empregada a técnica de difragdo de raios-X para a caracterizagdo do
catalisador, quanto a sua estrutura cristalina, pois o perfil de difracdo obtido ¢ caracteristico
para cada fase cristalina (ALBERS et al., 2002).

As andlises de difra¢do de raios-X do catalisador 4 % Pd + 1 % Pt + 5 % Bi sobre
carvio ativado, foi realizada num difratdmetro de raios-X XRD 7000 (Shimadzu®) com
velocidade do gonidometro de 1°/min, tubo de cobre (A=1,542 A), sob radiagdo de CuKa,
varrendo-se de 10 a 90° (escala 20) com velocidade de 1°/minuto, conforme método utilizado
por Brandalise (2010). Foi utilizado o método do po, o qual consiste na incidéncia dos raios-X

sobre uma amostra na forma de p6 compactado.

3.3.5 Caracterizacio do catalisador por BET e BJH

A medida de éarea superficial total do catalisador 4 % Pd + 1 % Pt + 5 % Bi sobre
carvao ativado, foi determinada segundo os principios de Brunauer-Emmett-Teller (BET), a
técnica baseia-se no processo de adsorcao de nitrogénio até a cobertura da superficie do

adsorvente (so6lido) com uma camada monomolecular do gas adsorvido. Para determinacao do
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diametro e volume dos poros, utilizou-se a teoria de Barret, Joyner e Halenda (BJH), a técnica
consiste no processo de adsor¢do de nitrogénio, o qual prossegue até cobertura da superficie
em multicamadas moleculares. Primeiro, sdo preenchidos pequenos poros da amostra, até
preenchimento total dos poros aumentando-se a pressio do gias (GUTTERRES; OSORIO,
2008).

A andlise foi realizada em aparelho Micromeritics Gemini VII nos Laboratorios de
Quimica pertencentes ao Centro Universitario FEI. A amostra foi submetida a analise segundo
isotermas de adsor¢ao das amostras em N> a -196,15 °C, com o objetivo de obter informacgdes

quanto a superficie ativa do catalisador.

3.3.6 Calculos

A formagao de acido gliconico / gliconato de sodio foi estimada com base no consumo
de NaOH. A conversdo estequiométrica (Xace) da glicose a acido gliconico (Equagdo 4) foi
inicialmente calculada supondo a completa conversdo da glicose consumida em dacido

gliconico (Equagdes 2 e 3).

Glicose + % 02 => Acido gliconico (reagdo lenta) ()

Acido gliconico + NaOH => gliconato de sodio + agua (reagdo rapida) 3)

¥ namero de mols de NaOH reagidos 100 4
= *
46 ™ namero de mols de glicose inicial @

A conversdo real da glicose (Xar) a outros 4cidos foi calculada através da
concentragdo de glicose ndo reagida obtida por espectrofotometria (Equagdo 5) e a conversao

real da glicose (Xaar) em acido gliconico, conforme a Equagao 6.

namero de mols de glicose reagidos
Gr =

100 5
namero de mols de glicose inicial i ®)

numero de mols de acido gliconico formado

Xag. = * 100
ACy numero de mols de glicose inicial (6)
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O rendimento real (Yag) de acido gliconico foi calculado através da concentragdo de
acido gliconico obtida por cromatografia (HPLC), conforme apresentado na Equagdo 7.
O rendimento (Y ac) ¢ uma grandeza que permite avaliar a seletividade da formagdo de acido
gliconico.

v nimero de mols de Acido gliconico formado 100 7)
= k
AG namero de mols de glicose reagida

A produtividade do processo em termos de acido gliconico (Pag) foi calculada
conforme a Equagao 8.

p nimero de mols de Acido glicénico formado 100 )
= *
AG namero de mols de glicose inicial

O caélculo da seletividade em acido gliconico em relag@o aos acidos (Sagm+) formados

conversao de glicose foi avaliado pela Equagao 9.

Xac
Sac JH = XAG:

%100 (9)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Seguindo a metodologia desenvolvida no capitulo 3, neste capitulo sdo apresentados
os resultados dos experimentos bem como comentarios encontrados na literatura durante o

desenvolvimento do trabalho.

4.1 MEDIDA DA QUANTIDADE DE OXIGENIO DISSOLVIDO

Foram realizadas medidas de teor de oxigénio dissolvido no meio reacional com
pH 10 e temperatura de ensaio de 50 °C, em uma solucdo de glicose 60 g/L e 1,2 g/LL de

catalisador, os resultados sao apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Medida da quantidade de oxigénio dissolvido

Velocidade de agitaciao Temperatura Teor de oxigénio dissolvido
Rpm °C mg/L mol/L
1560 47,1 7,4 2,31-10*
1910 47,7 7,7 2,41-10*
2030 47,1 7,8 2,44 .10
2280 47,0 7,7 2,41 -10*

Fonte: Autora
Nota: Incerteza maxima absoluta 0,3 mg/L

Os dados da Tabela 1 demonstram que o teor de oxigénio dissolvido nas condigdes
analisadas, ndo foi afetado pela velocidade de rotagdo, quando acima de 1910 rpm, logo,
aparentemente nao houve evidéncias de limitacdo da reacao por transporte de oxigénio devido
a agitacao ineficiente, uma vez que a velocidade utilizada nos experimentos de oxidagdo foi
padronizada em 2030 rpm.

Foram encontrados dados na literatura de concentracdo de oxigénio dissolvido em
reatores diferentes do empregado neste estudo. Bang et al. (1995) determinou a concentracao
de oxigénio dissolvida na fase liquida de um reator do tipo airl/ift em 1 mmol/L usando
alimentagdo oxigénio puro na oxidagdo da glicose a 49,85 °C em pH 9. Beltrame et al. (2006)
utilizaram duas concentracdes de oxigénio dissolvido 4,4 -10* e 8,8-10* mol/L. Cunha (2009)
estimou com base no modelo cinético a concentra¢do de oxigénio dissolvido na fase liquida
em 1,72 -10* mol/L em um reator tipo leito fluidizado a 50 °C e pH 10,5 para a oxidacgdo da

glicose que ¢ da mesma ordem de grandeza dos valores aqui encontrados.
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4.2 OXIDACAO CATALITICA DE SOLUCAO DE GLICOSE PURA

A primeira etapa do trabalho consistiu na analise de condi¢des de pH e temperatura na

oxidagdo catalitica da glicose, os dados obtidos foram tratados e pode-se levantar hipoteses e

compara-las com a literatura.

4.2.1 Estimativa da conversio da glicose (XAGe) com base no consumo de NaOH

As Figuras 36, 37 e 38 mostram a evolucao de conversdo durante o tempo dos ensaios

realizados segundo o planejamento experimental.

Figura 36 — Conversdes estequiométricas da glicose a acidos ao longo do tempo
(pH 8,5)
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Figura 37 - Conversdes estequiométricas da glicose a 4acidos ao longo do tempo (pH 9,5)
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Figura 38 - Conversdes estequiométricas da glicose a acidos ao longo do tempo
(pH 10,5)
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Considerando-se isoladamente os dados obtidos na conversdo em acidos segundo o
consumo de NaOH e suas respectivas incertezas absolutas, a temperatura ¢ o pH nao
apresentaram um efeito importante nas reagdes conduzidas. Apenas no ensaio realizado com

pH 8,5 e temperatura de 50 °C a conversao foi sensivelmente menor.

4.2.2 Resultados dos ensaios de oxidacao catalitica de solucoes de glicose pura
A Tabela 2 apresenta a concentragdo de glicose final (ndo reagida) obtida por
espectrofotometria e a concentragao de acido gliconico obtida por cromatografia HPLC.

Tabela 2 - Concentragdo de acido gliconico (Cag) e da glicose (Cgiic (r)) obtido nos ensaios de

oxidacao catalitica

Experimento Cgiic @) Cpd-pe-BilC oH Temperatura Cgiic /) Cac

@lh | @l ¢0) @lh | @l
Gl 120 1,2 8,5 50 46,31 47,20
G2 120 1,2 8,5 55 21,02 32,30
G3 120 1,2 8,5 60 20,50 47,75
G4 120 1,2 9,5 50 19,22 48,78
G5 120 1,2 9,5 55 21,08 66,58
Go6 120 1,2 9,5 60 14,79 63,84
G7 120 1,2 10,5 50 20,11 60,03
G8 120 1,2 10,5 55 11,12 57,37
G9 120 1,2 10,5 60 10,68 47,11

Fonte: Autora
Nota: Cgic (Concentragdo glicose), Cpq.pi-aic (Concentragdo catalisador), Cgic 7y (Concentraggo glicose final),

Cag (Concentragdo acido gliconico). Incertezas méximas absolutas: Cgic (r): 1,02 g/L e Cag: 1,03 g/L
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A Tabela 3 apresenta as conversdes estimadas da glicose, a produtividade e o

rendimento da glicose em 4cido glicdnico, além da seletividade.

Tabela 3 — Conversdo da glicose em acidos, produtividade, rendimento da glicose a 4cido
gliconico.

Experimento Cuie | Crarenic pH ! Nor Yaa Pac Sacm
@L") | (L (°C) (%) (%) (%) (%)
Gl 120 1,2 8,5 50 52,50 | 76,16 | 39,98 | 90,13
G2 120 1,2 8,5 55 76,65 | 3865 | 29,63 | 3954
G3 120 1,2 8,5 60 7729 | 56,52 | 43,68 | 5883
G4 120 1,2 9,5 50 78,68 | 56,82 | 44,70 | 060,30
G5 120 1,2 9,5 55 76,79 | 78,86 | 60,55 | 83.98
G6 120 1,2 9,5 60 83,57 | 70,06 | 5855 | 7813
G7 120 1,2 10,5 50 78,07 | 6924 | 5406 | 7997
G8 120 1,2 10,5 55 87,83 | 59,04 | 5186 | 7531
G9 120 1,2 10,5 60 88,16 | 4894 | 43,15 | 57,65

Fonte: Autora

Nota: Cgic 1y (Concentragdo glicose inicial), Cpa-pi-gic (Concentragdo catalisador),T (temperatura), Xgr
(Conversdo da glicose), Pag (Produtividade da glicose em acido gliconico), Yac (Rendimento da glicose em
acido gliconico),(Sacm+) seletividade em acido gliconico em relagdo a outros acidos. Incertezas absolutas
maximas: Xg 2,31 %, Yac 2,91 %, Pac 2,23 %, Sacm+ 2,57 %

Tendo por base a Tabela 3 verificou-se que a formagdo de acido gliconico ndo foi
favorecida com o pH de 8,5 a 50 °C e 55 °C, pois apresentam as menores produtividades para
acido gliconico. Cumpre ressaltar que no experimento G1, a concentrag¢do de 4cido gliconico
e o rendimento foi semelhante aos resultados de outras condi¢des estudadas, porém, salienta-
se que esta faixa foi de dificil controle de pH, chegando a alcangar um valor de pH 10,66 aos
20 minutos de reacao, fato que pode ter influenciado os resultados.

Observa-se na Tabela 2 que as reagdes conduzidas com pH de 9,5 e temperatura de
55 °C e 60 °C apresentam as maiores concentragdes de acido gliconico, porém, a temperatura
de 55°C ¢ um pouco mais adequada para este acido, por apresentar melhor rendimento e
menor conversdao em outros acidos (Tabela 3).

Segundo Onal et al. (2004) a taxa de velocidade da reagdo aumenta com valores mais

altos de pH. Uma possivel explicacdo seria a de que acido gliconico ¢ desprotonado em
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solucdes alcalinas e deste modo ndo bloqueia os sitios ativos na superficie do catalisador,
além disso, em valores de pH elevados a adsor¢do da glicose na superficie do catalisador ¢
favorecida.

No geral, observa-se que o meio com pH entre 9,5 ¢ 10,5 aparentam ser mais
adequados para a oxidagdo da glicose, pois, verificou-se as menores concentracdes de glicose
ndo reagida, porém, a produtividade e rendimento a acido gliconico foi menor na temperatura
de 60 °C nestas faixas de pH, indicando a formagao de outros produtos.

As amostras produzidas em condigdes de pH 10,5 a 55 e 60 °C, apresentam as menores
concentragdes de glicose ndo reagida (Tabela 2), mas estas condi¢des nao apresentaram o
melhor rendimento para o acido gliconico (Tabela 3).

Os resultados estdo em concordincia com a literatura que indicam que apesar de
condigdes alcalinas serem consideradas necessarias para aumentar a velocidade da reagdo e
para evitar a desativacdo do catalisador (ABBADI E VAN BEKKUM, 1995) sdo também
responsaveis por reagdes secundarias que reduzem a produtividade de gliconatos (BIELLA;
PRATTI; ROSSI, 2002) permitindo, por exemplo, a formacgdo de glicarato (uma espécie mais
oxidada) em vez de gliconato (HERMANS E DEVILLERS, 2002).

As Figuras 39, 40, 41 e 42 apresentam graficamente a interacdo entre o pH ¢ a

temperatura no rendimento e produtividade da glicose em acido gliconico.

Figura 39 - Superficie de resposta para rendimento (Y ag) em fun¢do do pH e temperatura
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Figura 40 — Curvas de contorno para o rendimento (Y ag) em funcgdo do pH e temperatura
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Figura 41 - Superficie de resposta para a produtividade (Pag) em funcao do pH e
temperatura
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Figura 42 - Curvas de contorno para a produtividade (Pag) em funcdo do pH e
temperatura
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Observou-se nas Figuras 39, 40, 41 e 42 que as regides de maior rendimento e
produtividade para acido gliconico situam-se em pH proximo a 9,5 e temperatura por volta de
55 °C e sugere-se a realizagdo de experimentos complementares proximo ao pH 9,6 e 9,7 e
temperatura de 55 °C.

Os dados preliminares apontam a formacao de frutose (detectada por HPLC) apenas

nos produtos das reagdes conduzidas em pH 10,5, conforme a Tabela 4:

Tabela 4 — Concentragdo de frutose obtida nos experimentos conduzidos em pH 10,5

Caiic Cra-reBic T Cur)

Experimento ) : pH :
(gL (gL O (gL

G7 120 1,2 10,5 50 26,41

G8 120 1,2 10,5 55 30,69

G9 120 1,2 10,5 60 27,47

Fonte: Autora
Nota: Cr(r) Concentragdo de frutose final. Incerteza maxima absoluta: Cg (7). 0,81 g/L

Essa observagdo estd de acordo com Hermans e Devillers (2002) que observaram a

formacao de frutose como subproduto na oxidagdo da glicose com o aumento do pH, logo,
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deve-se utilizar o pH mais baixo possivel para minimizar a isomerizacdo da glicose em
frutose (BIELLA; PRATI; ROSSI, 2002), lembrando que a reagdo deve ser conduzida em pH
alcalino, preferencialmente pH entre 9 e 10, pois a atividade catalitica do Pd e Pt sobre carvao
ativado com ou sem bismuto como promotor ¢ muito dependente do pH (ABBADI; VAN
BEKKUM, 1995; FUKUDA, OHNAKA; SAITO, 1989). Segundo Onal et al. (2004) a
seletividade a acido gliconico é reduzida em reagdes conduzidas em pH > 9,5, devido a

formagao de subprodutos.

4.3 OXIDACAO CATALITICA DE SOLUCAO DE GLICOSE E FRUTOSE

Esta etapa do trabalho consistiu na andlise de solugdes de glicose e frutose, os dados

obtidos foram analisados e pode-se levantar algumas observacdes e compara-los a literatura.

4.3.1 Resultados dos ensaios de oxidacio catalitica de solucdes de glicose e frutose

Com o objetivo de verificar qual o efeito do uso da sacarose invertida (mistura de
frutose e glicose) foram realizados ensaios nas condigdes, nas quais, nos ensaios apenas com a
glicose eram observados os maiores rendimentos de gliconato.

De acordo com os resultados obtidos com a oxidacao de solugdes de glicose pura, as
condi¢des de ensaio mais interessantes para a oxida¢do foram em pH de 8,5 a 9,5 nas
temperaturas de 50 e 55 °C.

A Figura 43 apresenta os ensaios realizados em dois niveis de concentra¢do (60 e

120 g/L) e pH (8,5; 9,5) e em trés niveis de temperatura (50, 55 e 60 °C).

Figura 43 - Concentracdes dos reagentes e condicdes dos ensaios

Experimento Crarepic pH Tempoeratura
1 1 (°C)
GF1 60,0 60,0 1,2 8.5 50
GF2 60,0 60,0 1,2 8.5 55
GF3 120,0 120,0 12 8.5 55
GF4 120,0 120,0 1,2 8,5 60
GF5 60,0 60,0 1,2 9,5 55
GF6 120,0 120,0 1,2 9,5 55

Fonte: Autora
Nota: Cgic (Concentragdo glicose), Crw (Concentragéo frutose), Cpq-pi-gic (Concentragdo catalisador).
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As Figuras 44, 45 e 46 mostram a variacdo do pH com o tempo de reacao.

Figura 44 - Variacdo do pH em funcdo do tempo na oxidagdo catalitica glicose e frutose

(pH 8,5)
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Fonte: Autora
Nota: Cgiic 60 g/L, Cirut 60 g/L ,Cpa-peniic 1,2 g/L. Incerteza maxima absoluta para o pH 0,2

Figura 45 - Varia¢do do pH em fun¢do do tempo na oxidagdo catalitica glicose e frutose
(pH 8.5)
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Nota: Cgiic 120 g/L, Ctre 120 g/L , Cpy-peirc 1,2 g/L. Incerteza maxima absoluta para o pH 0,1
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Figura 46 - Variagao do pH em fun¢ao do tempo na oxidacao catalitica glicose e frutose
(pH 9,5; 55 °C)
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Nota: Exp.GF5. Cgiic 120 g/L, Cgu 120 g/L ,Cpa.reirc 0,24 g/L e Exp.GF6. Cylic 60 g/L, Crvy: 60 g/L,
Cpa-pi-Bic 1,2 g/L. Incerteza maxima absoluta para o pH 0,1

Observou-se durante estes ensaios a formagdo de um pouco de espuma no reator,
como consequéncia, particulas de catalisador foram arrastadas para fora da solugdo. Os
produtos das reagdes apresentaram coloragdo levemente amarelada e um odor agucarado,
evidenciando a decomposicao dos agtlicares.

Para quantificar o acido gliconico produzido utilizou-se um detector UV/VIS e o
detector de indice de refragdo para quantificar o teor de frutose. O grafico da Figura 47
demonstra o cromatograma do experimento GF2, o qual pode-se observar dois picos com
tempo de retengdo diferentes: o da glicose a 9,138 minutos € o da frutose a 10,022 minutos.
Os tempos médios de reten¢do dos padrdes de glicose e frutose foram respectivamente 9,312 e

10,071 minutos.



Figura 47 — Cromatograma experimento GF2
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Nota: detector IR (B) picos: glicose (9,138) e frutose (10,022), Cgic 60 g/L, Cgu 60 g/L,
Cpa-pe-Bi/C 1,2 g/L., pH 8,5.
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A Tabela 5 apresenta a concentracdo de glicose final (ndo reagida) obtida por

espectrofotometria e a concentracdo de frutose e acido gliconico obtida por cromatografia

HPLC.

Tabela 5 — Concentragdo de acido gliconico (Cag), glicose (Cgiic () € frutose (Crut (r)) obtido

nos ensaios de oxidagao catalitica

Caiic Cirut | Cra-pesirc Temperatura | Cac Caicqry | Ctrue®
Experimento pH

L) | (L) | (L (°C) L") | (gL | gL
GF1 60 60 1,2 8,5 50 5,8 32,15 58,93
GF2 60 60 1,2 8,5 55 24,8 16,47 66,07
GF3 120 120 1,2 8,5 55 48,4 52,61 122,66
GF4 120 120 1,2 8,5 60 46,9 48,02 | 120,80
GF5 60 60 1,2 9,5 55 43,1 13,03 59,24
GF6 120 120 1,2 9,5 55 59,3 42,86 | 122,67

Fonte: Autora

Nota: Cgjic (Concentragdo glicose), Cqu (Concentragdo frutose) Cpa-pe-iic (Concentragdo catalisador),
Cag (Concentragdo acido glicdnico), Cgiicr) (Concentragdo final da glicose), Crue ) (Concentracdo final frutose);
Incertezas maximas absolutas:Cag: 1,56 g/L; Cgiic ¢): 1,11 g/L e C e r): 3,23 g/L
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A Tabela 6 apresenta as conversdes estimadas de glicose em acidos, a produtividade e
o rendimento da glicose em 4acido gliconico, além da seletividade em acido gliconico em

relacdo a outros acidos.

Tabela 6 - Resultados dos ensaios de oxidagao catalitica de solucdes de glicose e frutose.

Cgiic Cirut | Cra-peBiic T Xer Pac Yac Sacm+
Experimento pH
LY | LY | LY CoO | ) | B | D) | (%)

GF1 60 60 1,2 8,5 50 38,13 9,29 24,38 22,11
GF2 60 60 1,2 8,5 55 67,23 40,73 60,59 61,23
GF3 120 120 1,2 8,5 55 46,15 40,96 88,74 94,48
GF4 120 120 1,2 8,5 60 50,65 39,84 78,66 88,27
GF5 60 60 1,2 9,5 55 73,76 71,68 97,18 93,31
GF6 120 120 1,2 9.5 55 55,00 51,45 93,55 97,92

Fonte: Autora

Nota: Cgic(Concentragdo glicose),Crue  (Concentragdo  frutose) Cpa.pesic  (Concentragdo catalisador),
T (Temperatura), Xg (Conversdo da glicose), Pag (Produtividade da glicose em acido gliconico), Yac
(Rendimento da glicose em acido gliconico), (Sagm+) seletividade em acido gliconico em relagdo a outros
acidos. Incertezas maximas absolutas: Xg 1,68 %, Pac 2,68 %, Yac 3,64 %, Sacm+ 2,62 %.

Comparando os ensaios GF2 e GFS5, que possuem a mesma concentracdo de glicose e
frutose e mesma temperatura de reagdo (55 °C), observou-se que a reagdo foi favorecida com
o pH de 9,5 apresentando o maior rendimento e produtividade (Tabela 6), além de baixo teor
de glicose nao reagida (Tabela 5), porém ao se aumentar a concentragdo de agucares, houve
sensivel queda no rendimento conforme os resultados do experimento GF6, logo, a
concentracdo maior de agicar ndo aumenta a produtividade nas condi¢des estudadas. Uma
possivel explicagcdo para esse resultado seria uma diminui¢do da atividade catalitica, devido
ao aumento na concentragdo de agucar adsorvido na superficie do catalisador, conforme as
equacdes de Langmuir-Hinshelwood-Hougen-Watson (LHHW), (HELFFERICH, 2004) ou
devido ao aumento da viscosidade que pode influenciar o transporte de massa.

Outra hipotese levantada é que a concentracdo final de frutose pode ter sido
aumentada devido a isomerizagdo da glicose em frutose, pois, segundo Fukuda; Ohnaka; Saito
(1989) a glicose ¢ isomerizada em frutose na reacdo de oxidagdo em solugdo alcalina aquosa a
medida que a conversdo da glicose ¢ aumentada. Essa hipotese ¢ corroborada tendo por base

um mecanismo apontado em literatura recente (TRINH; CHETHANA; MUSHRIF, 2015) que
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mostra a possibilidade da isomerizagdo em superficies Pd e Pt que sdo os principais
componentes do catalisador utilizado neste estudo.

A Figura 48 apresenta as conversoes estequiométricas (Xag) da glicose a &cido
gliconico estimada com base no consumo de NaOH nos experimentos G5 (glicose 120 g/L) e
GF6 (glicose 120 g/L + frutose 120 g/L) e na Figura 49 sdo apresentados os rendimentos e a

produtividade a acido gliconico dos mesmos experimentos.

Figura 48 - Conversdes estequiométricas da glicose a 4acidos ao longo do tempo nos
experimentos G5 e GF6
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Nota: Exp.G5 (glicose 120 g/L), Exp.GF6 (glicose 120 g/L + frutose 120 g/L), pH 9,5, 55 °C; Incerteza absoluta
méxima (Xace) 1,68 %
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Figura 49 — Rendimento, produtividade e seletividade da glicose a acido gliconico
(Exp.G5 e GF6).
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Fonte: Autora
Nota: Exp.G5 (glicose 120 g/L), Exp.GF6 (glicose 120 g/L + frutose 120 g/L), pH 9,5, 55 °C

Os resultados obtidos mostraram que a presenca de frutose pode ter afetado
positivamente a reacdo, pois houve um aumento significativo do rendimento e seletividade, o
que poderia indicar que a frutose inibiu reagdes secundarias, porém, diminui a velocidade de
conversao total, o que mostra algum efeito de inibi¢do na superficie do catalisador.

Conforme visto anteriormente, um dos subprodutos da reagdo com glicose pura € a
frutose, e pelo fato dos ensaios equimolares se situarem perto das concentragdes de equilibrio
de isomerizagdo (DEMERDASH; ATTIA; 1992) ndo houve formacgao pronunciavel de frutose

nos ensaios realizados com misturas de glicose e frutose em proporc¢des equimolares.

4.4 OXIDACAO CATALITICA DE SOLUCAO DE GLICONATO DE SODIO

Para verificacdo da ocorréncia de reagdes sequenciais a partir do gliconato de sddio,
foi realizado um ensaio de oxidacdo na condi¢do mais severa estudada (pH 10,5; 60 °C).

Pela cromatografia ndo foi possivel identificar a transformagdo de gliconato de sddio
em outras substancias, pois, conforme a Figura 50, pode-se identificar o pico do gliconato de
sodio aos 8,917 minutos. Este tempo de retencao ficou muito préximo do tempo médio obtido

para o acido gliconico nos experimentos de oxidacdo (8,933 minutos) e dos padrdes com
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tempo médio de 8,656 minutos. Logo pode-se inferir que os produtos das reagdes ndo se

devem a reagdes sequenciais.

Figura 50 — Cromatograma de uma solugdo de gliconato de sodio 120 g/L
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Nota: detector UV/VIS (A)

4.5 RESULTADOS DA CARACTERIZACAO DO CATALISADOR POR DIFRACAO DE
RAIOS-X

A Figura 51 mostra o difratograma do catalisador novo. Baseando-se nos trabalhos de
Brainer Neto (2012) e Brandalise (2010) que analisaram catalisadores Pd-Pt-Bi/C e Pt/C,
PtBi/C respectivamente ¢ no banco de dados do equipamento, foram identificadas fases

pertencentes 6xido de bismuto, platina, paladio e ligas de paladdio e bismuto.

Figura 51 - Difratograma de raios-x do catalisador Pd(4%)-Pt(1%)-Bi(5%)/C novo.
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4.6 CARACTERIZACAO DO CATALISADOR POR BET E BJH

Os resultados apresentados na Tabela 7 sdo referentes a area superficial, didmetro
médio e volume de poros do catalisador estudado. No anexo B tém-se o laudo de analise com
as isotermas.

Tabela 7 - Area superficial especifica, volume especifico e didmetro médio de poros do
catalisador 4 % Pd + 1 % Pt + 5 % Bi sobre carvio ativado.

Resultados Pd-Pt-Bi/C
Area superficial (BET) m?¥/g 584
Volume dos poros por adsor¢ao (BJH) cm?/g 0.334
Volume dos poros por dessor¢ao (BJH) cm?/g 0.386
Diametro médio de poros por adsor¢ao (BJH) nm 88
Diametro médio de poros por dessor¢ao (BJH) nm 6.2

Fonte: Autora

47 MODELO MATEMATICO DO PROCESSO E ANALISE PRELIMINAR DA
CINETICA DA REACAO DE OXIDACAO.

O modelo matematico do processo de oxidagdo de aglcar parte do principio que o
processo macroscopico € governado por duas reagdes, a oxidacao da glicose e a neutralizagao

do &cido gliconico formado, conforme Equagdes 10 e 11:

G+% 02 2 AG (reagdo 1) (10)
AG + NaOH - NaG + H20 (reacdo 2) (11)

A primeira reagdo ¢ lenta comparada com a segunda, o que seria 0 mesmo que
considerar que a velocidade de consumo de NaOH ¢ diretamente proporcional a velocidade de
oxidagdo de glicose, visto que a adicdo de NaOH visa manter o pH do meio reacional

constante. Dessa forma a reacao global pode ser escrita conforme a Equagao 12:

G +% 02+ NaOH - NaG + H»O (reagédo 3) (12)
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Considerando que a concentracdo de oxigé€nio na fase liquida do reator ¢ constante e
sendo a adicao da solu¢do de NaOH (2 M) realizada via bureta ao reator, o melhor modelo
para o desenvolvimento do balangco molar do processo ¢ o de batelada alimentada, conforme
Equagoes 13,14 ¢ 15 (FOGLER, 2012).

Balancgo da glicose:

dNg _ d(Cg'V) _ «,dCg av _

dt dt _th+CGdt_rG V (13)
Sendo:

dv

—=v V=Vt -t (14)
Entao:

dCg _ —CgvitrgV _ Cg'vi

dt v -G v (15)

Com N = numero de mols, C = concentragdo molar, V = volume do reator no instante

t, Vo = volume inicial do reator, v = vazao de alimenta¢ao da solu¢ao de NaOH, rg = taxa ou

¢ 9

velocidade de consumo de glicose o subindice “o” significa condicao inicial dentro do reator e

.9

i’ significa alimentagdo, conforme Equagodes 16,17 ¢ 18.

Balango de NaOH:

dNZ?OH - d(CN;?H.V) =V dCIch;OH + Cnaon Z_I: = Tnaon 'V + Cnaon; " Vi (16)
Assim:
dc];# e (CNaOHl-_VCNaOH)'Vi (17)
Sendo:
re =k-Cl-C§, (18)

Como a concentracdo de oxigénio pode ser considerada constante, pode-se escrever

para uma dada massa de catalisador (mca) a Equacao 19.

k' =k 3, Megr (19)
Sendo a velocidade de consumo de glicose conforme a Equagao 20:

rg =k*-C} (20)
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Por outro lado, a conversao (Xg) ¢ apresentada conforme equagao 21:
_ Ngo—Ng __ CgoVo—=Cg'V

X, = = 21
G Ngo Cco'Vo @h

dNg _ . ¢ — _ . ax

prale 16V = —Ngg " (22)

dx _rgVv _kctv _ kmcly-X)Yv
dt  Ngo Ngo Ngo

(23)

As Equagoes 14, 20 e 23 foram introduzidas em planilha eletronica para calcular o
valor de k e a ordem de reagdo Y utilizando-se os dados do experimento GF6, o qual foi
selecionado para este calculo devido a alta seletividade obtida, evitando-se assim o efeito das
reacgoes paralelas.

A diferenca Fobj (Equacdo 24) entre a conversdo experimental (Xg) e a conversio
calculada (Xc) pelo modelo apresentados nas Equagdes 13 a 23, foi minimizada usando o

Solver® contido na planilha Excel®:

Fopj = (X5 = Xc)* (24)
A Figura 52 apresenta o grafico de paridade entre os valores da conversdo

experimental e os da conversdo calculada pelo modelo mostrando a boa qualidade obtida do

ajuste.

Figura 52 - Grafico de paridade entre Xg x Xc
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O valor da ordem observada para a glicose foi de Y = 0,7368 ¢ o valor da constante de
velocidade composta k* = k:Co2Ceat = 0,0073565. O valor fracionario indica que o
mecanismo da rea¢do ¢ mais complexo que a lei de velocidade elementar sugerida pela
Equacao 18.

Beltrame et al. (2006) propuseram que o melhor mecanismo para a reagdo de oxidacao
de glicose usando ouro coloidal como catalisador seria do tipo Eley-Rideal, na qual a glicose
adsorvida seria oxidada por oxigénio que ndo estaria adsorvido no catalisador (Equagao 25).
Observaram que a ordem de reagdo para o oxigénio ¢ unitaria. Para esses autores o
mecanismo do tipo Langmuir-Hinshelwood-Hougen-Watson (LHHW) ndo ajustou bem os
dados como relatado para o catalisador de Pt/C. O modelo de LHHW ¢ o que seria adequado
para o mecanismo proposto por Onal et al. (2004) com reacdo entre glicose e oxigénio
adsorvidos no catalisador (Equagao 24). Além desses dois modelos cinéticos o modelo do tipo
Mars van Krevelen (MVK) poderia ser utilizado para explicar o mecanismo proposto por

Besson e Gallezot (2003) apresentado na Equagdo 27.

r= k'Ccat'Kg'C6'Ko2'Coz
(1+Kg'Cg +Kpz:Co2)?

(25)

kCoqr'KgCq'C
r = cat G~ G'L02 (26)
1+ Kg'Cg

vg'koa'kg'Coz'C
r = G'ho2'rg'L02°'-G (27)
ko2'Coz +‘Ug'kg'CG

Ressalta-se que observou-se que a presenga da frutose pode interferir nesse
mecanismo, o que incluiria um termo adicional no denominador. Para determinar o melhor

mecanismo recomenda-se realizar um planejamento experimental apropriado para esse fim.

48 CONSIDERACOES FINAIS SOBRE OS EXPERIMENTOS DE OXIDACAO
CATALITICA

No presente estudo a solucdo de glicose pura foi oxidada cataliticamente, utilizando-se
catalisador Pd(4 %)-Pt(1 %)-Bi(5 %)/C em reator batelada de vidro, com o intuito de analisar
as melhores condi¢des de pH e temperatura, uma vez que essas condigdes podem ser variaveis
de acordo com o catalisador utilizado, conforme verificado na revisao bibliografica. Seguindo

a mesma metodologia, procurou-se oxidar no mesmo reator uma mistura de glicose e frutose,
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simulando o uso da sacarose invertida, como alternativa ao uso da glicose pura para a
obtencao do acido gliconico.

Analisando-se o conjunto de resultados obtidos, pode-se destacar que as condig¢des
mais adequadas para a oxidacdo catalitica foram nas condicoes de pH e temperatura
intermedidrias avaliadas (por volta de 55 °C e pH préximo a 9,5). As referidas condigdes
foram semelhantes as recomendadas pela literatura utilizando catalisadores contendo paladio,
platina e bismuto, suportados em carvao ativado, logo, os resultados sdo compativeis, pois sao
reportadas seletividades e conversdes de no minimo 75 % e 80 % respectivamente
(RAUTER; VOGEL; QUENEAU, 2010).

Os dados obtidos também apontaram a formacao de frutose, detectada por HPLC nos
produtos das rea¢des conduzidas somente em pH de 10,5 nas trés temperaturas analisadas (50,
55 e 60 °C). Outros autores também destacaram a mesma ocorréncia em seus estudos de
oxidagdo catalitica da glicose. Fukuda, Ohnaka e Saito (1989), Hermans e Devillers (2002) e
Onal et al. (2004), apesar de terem utilizados diferentes catalisadores, concordam que reacdes
conduzidas em pH acima de 9,5 favorece a formagao de subprodutos.

Visto que a metodologia implementada pode ser melhorada, utilizando, por exemplo,
um controle automatizado de pH, os resultados poderiam ser ainda otimizados, pois,
demonstrou-se que o rendimento 4 &cido gliconico e muito sensivel a alcalinidade do meio
reacional.

O estudo da oxidacgao de solugdes de glicose e frutose ainda que de forma preliminar,
mostrou-se promissor, pois, apresentou um aumento no rendimento & &cido gliconico
comparado ao mesmo experimento utilizando apenas a glicose, expressando a possibilidade
do uso da sacarose invertida como matéria-prima.

A partir destas consideragdes, o desenvolvimento de um processo catalitico utilizando
biomassa como matéria-prima, além de interessante cientificamente ¢ de crescente interesse
econOmico. Assim este trabalho, além de apresentar um processo alternativo ao
biotecnoldgico, colocando as suas vantagens e desvantagens, pode-se sugerir uma alternativa

de matéria-prima abundante e de baixo custo comparada a glicose pura.
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5 CONCLUSOES

O objetivo deste trabalho foi desenvolver uma metodologia que permitisse a avaliagao
das melhores condi¢des de pH e temperatura para a producao de acido gliconico por oxidagdo
catalitica da glicose, além de estudar a viabilidade da oxidagdo catalitica da mistura entre
glicose e frutose, a qual ja estd sendo utilizada em alguns processos biotecnologicos, a partir
da inversdo de sacarose, matéria-prima de menor custo em comparacao com a glicose pura.

Pode-se concluir que a metodologia empregada mostrou-se vidvel para avaliar o
processo de oxidagdo de glicose com ar para a produc¢do do acido gliconico utilizando o
catalisador de Pd-Pt-Bi/C em um reator de batelada.

Para solugdes de glicose pura com concentragdes iniciais da ordem de 120 (g/L) foram
obtidos rendimentos da ordem de 79 %.

Tendo por base um planejamento experimental, as melhores condi¢cdes de reacdo
situam-se em pH préximo a 9,5 e temperatura por volta de 55 C.

Usando-se solugdes equimolares de glicose e frutose o rendimento encontrado foi
acima de 90 % nas condigdes 6timas de pH e temperatura. Esses dados preliminares obtidos
até agora apontam que a presencga de frutose pode ter influenciado positivamente a conversao
da glicose a 4acido gliconico nas condi¢des experimentais estudadas, uma vez que foi
demonstrado um aumento no rendimento comparado ao mesmo experimento utilizando
apenas a glicose.

Esse fato expressa a possibilidade do uso de uma solugdo de sacarose invertida,
matéria-prima muito mais vantajosa economicamente que a glicose reduzindo o custo de
producao de acido gliconico.

Conforme os resultados dos experimentos de oxidagao catalitica da glicose e frutose,
algumas sugestdes podem ser propostas para trabalhos futuros:

a) realizagdo de experimentos complementares proximo ao pH 9,6 € 9,7 e temperatura
de 55 °C;

b) desenvolvimento da inversdo da sacarose e em seguida a oxidacdo da solucdo
obtida (mistura de glicose e frutose), sendo necessarios experimentos complementares com
diferentes concentragdes de glicose e frutose, com o intuito de se obter maiores informagdes
sobre a influéncia da frutose no meio reacional;

c) realizagdo de um estudo dos parametros cinéticos fundamentada nos resultados

obtidos podendo formar uma potencial fonte de informagdes para extrapolacdes industriais;
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d) determinar a area metélica do catalisador por quimiossor¢ao ou por microscopia de
transmissdo para calcular a frequéncia de Turnover — TOF (niimero de reagcdes moleculares ou
ciclos cataliticos que ocorrem no centro ativo do catalisador por unidade de tempo);

e) variar o teor de oxigénio para definir o melhor modelo cinético e o melhor
mecanismo para representar a reagao;

f) reduzir a incerteza dos experimentos realizando-se réplicas, e utilizando-se vidrarias
e equipamentos calibrados, além de automatizar o controle do pH nos experimentos de

oxidacao catalitica.
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Analise do teor de acido gliconico e aciicares via cromatografia (HPLC)

Na analise cromatografica foram usados o detector indice de refragdo, para a medigao
dos agucares (frutose e glicose) e o detector UV/VIS para a deteccdo e quantificagdo de acido
gliconico.

Foram plotadas no Excel a curva de calibragao do HPLC para relacionar a area do pico
a concentracao. Na Tabela 8 estdo apresentadas as areas dos picos do gliconato de s6dio em
relacdo a sua concentracdo. Na Figura 53 estd apresentado o grafico da curva de calibragao
para o gliconato de sodio (R? = 0,9686) e a correlagio entre 4rea e a concentragdo do
gliconato é dada pela equagio y = 2161,4x> + 1-10°* onde y ¢ o sinal do equipamento para x
que ¢ a concentracao do padrao.

Com a equacdo obtida foi possivel calcular as concentragdes das amostras através da
funcao previsdao do Excel que retorna um novo valor, através da regressao linear e dos valores

conhecidos de x e de y existentes, conforme as equagoes 28, 29 ¢ 30:
A equagdo para Previsao ¢ a+bx, onde: (28)

a=yv—bx (29)
y_ 2= (y-)

pACETE (30)

Na fungdo PREVISAO do Excel, x e y sdo as médias de amostra MEDIA
(val_conhecidos x) e MEDIA(val conhecidos y).

Tabela 8 - Area dos picos de gliconato de sédio em relagio a sua concentragao.

Concentracao (g/L) Area do gliconato de sédio (nV)
20 1,741-10%
60 6,497 -10%7
70 8,023 -10%7
920 1,232 -10%
100 1,108 -10%

Fonte: Autora
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Figura 53 - Grafico de calibracao do gliconato de sédio:
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Fonte: Autora

Na Figura 54 ¢ apresentado o grafico da curva de calibracdo para a frutose (R =1). A
equacdo obtida para a frutose foi y = -2567,7x* + 3-10°% na qual, y ¢ o sinal do equipamento

para x que ¢ a concentracao do padrao.

Figura 54 - Grafico de calibragao da frutose
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Fonte: Autora
A Tabela 9 apresenta a area do pico de frutose em relagdo a sua concentragao.

Tabela 9 - Area dos picos da frutose em relago a sua concentragio.

Concentracio (g/L) Area da frutose (uV)
20 5,580 -10Y7
40 1,105 -10%
60 1,649 -10%
120 3,090 -10%

Fonte: Autora
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Analise do teor de glicose via espectrofotometria

Para a elaboragdo da curva de calibracao da glicose fez-se uso da absorvancia, que de
acordo com a Lei de Beer, apresenta uma relagdo linear com a concentragdo, nao logaritmica
como ocorre com a transmitancia.

Para calcular a concentragdo de glicose nas amostras, utilizou-se uma curva de
calibracao que correlaciona a absorvancia a concentragdo. Na Figura 55 esta apresentado o
grafico da curva de calibragdo para a glicose, com coeficiente angular (R = 0,99401) e a
correlacdo entre area e a concentracao da glicose ¢ dada pela equagdo y = 0,3502x + 0,0141,
onde y ¢ o sinal do equipamento (absorvancia) para x, que ¢ a concentragdo do padrdo. Os

dados utilizados estao apresentados na Tabela 10.

Tabela 10 - Absorvancia da glicose em relagdo a sua concentragao.

Concentracao (g/L) Absorvancia glicose
0,10 0,051
0,20 0,080
0,40 0,160
0,50 0,201
0,60 0,230
0,80 0,280
1,00 0,353

Fonte: Autora

Figura 55 - Grafico de curva de calibragao da glicose:
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As andlises no espectrofotometro foram divididas em trés dias de trabalho,
primeiramente, devido & grande quantidade de amostras e tempo de preparo ser demorado, e
em segundo lugar, porque, as cores das amostras ndo eram estaveis por longas horas, por ser
uma metodologia enzimatica. Assim, as concentracdes das amostras foram determinadas de
acordo com a curva de calibra¢do produzida no dia de analise da mesma.

Para verificacdo do erro experimental, compararam-se as absorvancias dos padrdes

obtidas nos trés dias do ensaio, conforme a Tabela 11 e Figura 56:

Tabela 11 - Dados utilizados para a elabora¢do da curva de calibragdo média da glicose, na
qual, A, B e C representam as triplicatas das absorvancias dos padrdes.

Concentracao (g/L) A B C Média |Desvio padrao
0,10 0,051 0,046 0,043 0,047 0,004
0,20 0,080 0,086 0,095 0,087 0,008
0,40 0,160 0,161 0,152 0,158 0,005
0,60 0,230 0,222 0,240 0,231 0,009
0,80 0,280 0,284 0,297 0,287 0,009
1,00 0,353 0,371 0,364 0,363 0,009

Fonte: Autora

Figura 56 — Curva de calibragdo média da glicose
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Com base no desvio-padrdao e no coeficiente linear 0,9985, que apresentou-se num
valor muito proximo de 1, obteve-se uma baixa margem de erro entre as analises dos padrdes.
Nas amostras analisadas em duplicatas, foram obtidos valores médios de desvio-padrido e de

coeficiente de variacdo iguais a: 0,009 g/L de glicose e 3,7 %, respectivamente.
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Determinacio das incertezas

Conforme Harris (2005) a incerteza absoluta expressa a margem de incerteza
associada a uma medida, enquanto que a incerteza relativa compara o tamanho da incerteza
absoluta com o tamanho de suas medidas a associadas, a Equacdo 31 e 32 apresenta a

incerteza relativa e percentual.

incerteza absoluta

=1 t lati 31
magnitude da medida neertezaretativa G

Incerteza relativa -100 = Incerteza relativa percentual (32)

Como exemplo, supondo que a medida de uma bureta seja de 14,25 + 0,02 mL, a

incerteza relativa ¢ a razao entre a s incerteza absoluta e a medida feita (Equagao 33).

002 .
Tazs = 0,0014 (Incerteza relativa) (33)
0,0014 -100 = 0,14 % (Incerteza relativa percentual) (34)

Neste estudo avaliou-se a incerteza originada a partir de cada operagdo do experimento
e depois as mesmas foram combinadas conforme as operacdes aritméticas envolvidas,
seguindo a metodologia apresentada por Skoog et al. (2006) e Harris, (2005). A Figura 57

apresenta resumidamente as incertezas de cada etapa dos experimentos.
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Figura 57 — Diagrama de causa e efeito para as estimativas das incertezas
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Fonte: Autora.

Exemplificacido dos calculos de incerteza nos experimentos de oxidacido catalitica da

glicose (experimento G8)

Incerteza da bureta
O volume consumido de alcali durante a oxidagao catalitica envolveu medidas iniciais
e finais (Equacao 35). Como a bureta de 50 mL, segundo o fabricante possui uma incerteza

absoluta associada de + 0,1 mL, o desvio padrao foi calculado conforme a Equagdo 36.

y = leitura final — leitura inicial (35)

Sy =+/SE1 + S5 Spureta = V0,12 + 0,12 =0,14 mL (36)

Conforme o procedimento, a cada 5 minutos eram registrados o volume de base
consumida para o controle do pH. Como exemplo no experimento G8, aos 70 minutos o
sistema reacional consumiu 50 mL de NaOH 2 M. A incerteza relativa percentual foi

calculada conforme as Equagao 37:

% Spureta = 0,14 /50 100 = 0,28 % 37)
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Incerteza do tempo de leitura
A incerteza absoluta associada ao tempo de leitura e registro dos dados foi de
+ 7,5 segundos (0,125 minutos), assim, o desvio padrao (Equagdao 38) estimado foi de

1,8 -10" minutos e a incerteza relativa percentual (Equacio 39) foi calculada para o tempo de

70 minutos:
Sy = /s,%l + 52, Spureta = v/0,1252 +0,1252 = 1,8 x 10" minutos (38)
% S¢1eiture =1,8 * 10/70 = 100 =0,26 % 39)

Incerteza da solu¢ao de NaOH 2M

Inicialmente foram convertidas as incertezas absolutas em incertezas relativas
percentuais (Equagdes 31 e 32) considerando como fontes de incerteza: pesagem, pureza do
hidroxido de sédio e a vidraria.

Para a pesagem, a incerteza absoluta da massa obtida em uma balanca analitica ¢ da
ordem de +0,0001 g, como a massa de hidréxido de sddio foi de 16,0335 g, a incerteza

relativa percentual foi determinada segundo a Equacao 40:

0,0001/16,0335 " 100=16,2 10 % (40)

Conforme o fabricante a pureza do hidroxido de sédio ¢ de 98 %, assim, para
16,0335 g de NaOH, a incerteza absoluta sera de + 0,3207 g (2 % de impurezas) que foi
considerado como incerteza absoluta (Equacao 41):

0,3207 /16,0335 = 100 =2,0 % (41)

A solugao foi preparada em um baldo volumétrico de 200 £+ 0,15 mL, assim a incerteza

relativa percentual (Equacdo 42) foi estimada:
0,15/200 - 100 = 0,075 % (42)

O coeficiente de expansdo da agua a 20°C é de 2,1 - 10* C!, considerando uma
variagao da temperatura no laboratério de + 3 °C, a incerteza relativa percentual para o baldo

de 200 mL foi calculada na Equacao 43:

(37 2,1x10%/200)" 100=3,2-10"*% (43)
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As incertezas da pesagem, pureza, efeito da temperatura e vidraria foram combinadas

na Equacao 44:

_ 2 2 2 2 _
%SNaon = J% Spesagem T % Spureza T % Spaao vor, + %0 Stemperatura =2,0% 44

Seguindo o procedimento anterior ¢ as Equagdes 31 e 32, para a solucao de glicose,
consideraram-se as incertezas devidas a pesagem, umidade, pureza da glicose e da proveta
utilizada para coletar a 4gua destilada, os dados sdo apresentados nas Equacdes 45, 46,47 e 48

para cada componente:

Pesagem: 0,0001/24,0195 = 100 = 0,0004 % (45)
Umidade: 0,641 % incerteza absoluta

0,1540 /24,0195 100=10,641 % 40
Pureza: Glicose 99,5 % (incerteza absoluta 0,5 %)

0,12010 /24,0195 100=0,5% @7
Vidraria: A dgua inserida no reator foi coletada em uma proveta de 250 = 0,65 mL. “8)

0,65/200 = 100 =10,32 %

As incertezas associadas a preparagdo da solugdo de glicose foram combinadas na

Equagao 49:

— 2 2 2 2 = 0
%Ssol.glicose - \/% Spesagem + % Sumidade + % Spureza + % Sproveta. - 0’88 /0 (49)

Incerteza do pH
Primeiramente foi calculado o desvio padrdao do pH com intervalo de confianga de

para a média X de N réplicas de medidas, calculado a partir de # conforme a Equacao 50:

rs

ICparap = x = ——=
T (50)
Exemplo (experimento G8): ¢ = 2,131 para quinze graus de liberdade em um limite
de confianca de 95 % e x =10,532
(1)
2,131:0,052
IC 95% = 10,532 + - 0,028

A incerteza relativa para o pH, foi calculada conforme a metodologia apresentada por
Harris (2005).
Exemplo (experimento G8): pH = 10,532 + 0,028
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pH=-log [H]
log [H'] = - pH
10 log [H+] — 10 —-pH

10 log [H+] = [H+]
[H*] =10 PH = 10~ (1053220029)

Utilizando a fun¢do y = 10* (Equagdo 52), em que y = [H'] e x = - (10,532 + 0,028).
Para y = 10* a incerteza pode ser calculada ey/y = (In 10) ex == 2,3026 ex.

el

v = 10¢ T‘ = (In10)e, = 2.302 6 ¢, (52)

ey/y = 2,3026 o = (2,3026) © (0,028) = 0,064 (incerteza relativa) (53)

Foram utilizados diretamente os valores da incerteza relativa (e/x) nos célculos da
incerteza combinada, pois, ndo deve-se utilizar a incerteza relativa percentual nos calculos

que envolvem log x, In x 10* e e* (HARRIS, 2005).

Incerteza combinada do experimento de oxidacao catalitica

Combinando as incertezas da bureta, tempo de leitura, pH, solu¢do de NaOH e de

glicose tém-se na Equacdo 54:

— 2 2 2 0, 0, 2 = 0
%Sconversdo - \/% Ssol.glicose+ %SNaOH + SpH + % St.leitura + % Spureta 2’22 /o (54)

Neste exemplo, a conversdo da glicose aos 70 minutos foi de 68,86 %, para se obter a
incerteza absoluta do experimento calculou-se 2,22 % da conversdo, assim a reposta serd de

68,86 (1,53) %.

Curva de calibracao

Para verificagdo das incertezas dos resultados obtidos a partir da curva de calibragdo
(Sc) utilizada nas analises de cromatografia e espectrofotometria, utilizou-se o método dos
minimos quadrados. A discussdo de detalhes do método ndo serd reproduzida neste trabalho,
que tratara apenas de sua aplicacdo, mas pode ser encontrada na literatura (SKOOG et al.,
2006).

Como exemplo do desenvolvimento do método, utilizaram-se os dados da Tabela 12,
na qual as colunas A, B e C contém valores calculados de xi%, yi’ e Xi * y; respectivamente,

com a somatoria das colunas na ultima linha de cada coluna.
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Tabela 12 — Dado da curva de calibragdo da andlise de espectrofotometria:

docs";‘;fi‘;gf;‘?;z) Absorbancia A B C

Xi Vi Xi2 yi? Xi* Vi
0,01 0,046 0,0001 0,002 0,00046
0,02 0,086 0,0004 0,007 0,00172
0,04 0,161 0,0016 0,026 0,006456
0,06 0,222 0,0036 0,049 0,01332
0,08 0,284 0,0064 0,081 0,02272
0,10 0371 0,0100 0,138 0,0371
0,31 1,170 0,02210 0,30314 0,08178

Fonte: Autora
O método dos minimos quadrados fornece a soma dos quadrados dos residuos SSiesid
segundo a Equacdo 55, em que N ¢ o numero de pontos utilizados, m € a inclinagdo da reta, e

b ¢ o intercepto e xi e yi sdo os dados.

N
‘S’Sre‘;id - E [‘1'}' - (b + ”n‘j)]z (55)
i=1

O célculo da inclinagdo e do intercepto foi simplificado determinando-se, SSxx, SSyy e

SSxy, conforme as equagdes 56, 57 e 58.

S. = S(x— TP = a2 — (2x) 0,221 —0,31%/6= 0,006 (56)
L= Sy, = 3x ~
e ) 0,303 — 2 ‘. 0,0748 (57)
Sy, =20, — ¥y = 2y; — v 6
PIRNTS
_ Sy — D) = Sy — =V 0,31-1,17
So = 205 = X)(; — V) = 2Ny, N 0,082 — - = 0,0215 (58)

Substituiram-se esses dados nas equacdes para 59, 60, e 61 referentes a inclina¢do da

reta (m), intercepto (b) e do desvio padrao da regressao (sr).

s, 00215 _ “

", 0,006 9)
o 1,17 0,31

b=y~ 2L 358 - —~=0,010 (60)



99

S —— — 2.,
5, — s, \/00748 35870006 — 0074 (61)

T\ TN -2 6-2

Calcularam-se também o desvio padrao da inclinagdo e do intercepto (Equagdes 62 e

63).

=5 —~—— =0,095 (62)

[ = _ [ 0,0074 - /+ =0,006  (63)
b T \." NE.\‘% _ (E.\‘f)z T \." N — (:.T,-)Q/E.\‘; 6—(0,31) /0,022

i

O desvio padrao dos resultados obtidos a partir da curva de calibragdo foi calculado
conforme a Equagdo 64, a qual fornece uma maneira de calcular o desvio padrao em relagdo a
média y¢ de um conjunto M de réplicas de andlises de amostras desconhecidas, quando uma
curva de calibragdo que contém N pontos ¢ empregada; lembrando que y € o valor médio de y
para os N pontos da calibragdo. Como exemplo, na amostra do experimento G8 a qual foi
obtida uma absorbancia de 0,074 o desvio padrao do resultado de uma unica medida foi de

0,002 %.

Sr I,'II‘ J_ 1 (]_{_‘ - T): 0’005 1 1 (0’043_(1'17/6)2
ASTAR A -+ = 9 64
TmNM TN s, 0,3459\/ 0,002% (64)

1 6 (0,3459)2-0,608

Calculos de incertezas na analise de espectrofotometria

Seguindo a mesma metodologia, as incertezas associadas as andlises de
espectrofotometria a serem calculadas e combinadas foram: dilui¢ao das amostras, solugdes
padrdo e curva de calibracdo. Considerou-se que algumas componentes sdo as combinacdes
de outras incertezas, como demonstrado no exemplo dos calculos de incerteza para a

conversao.
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Diluicido das amostras
As incertezas combinadas para as diluicdes das amostras foram calculadas

seguindo a Equagao 65:

— 2 2 2 2
Y%sSai = \/% Shatzo vor. T %08 pipeta T % s temperatura T % Sconversaos (65)

Para a componente % SZ2),,0rss0. CONsiderou-se a incerteza relativa percentual
calculada na conversdo, uma vez que conforme o procedimento a diluigdo foi realizada
segundo a conversao da glicose.

Solu¢des padrao

As incertezas combinadas para cada solucdo padrao foi calculada seguindo a

Equacao 66:
quacg
0 0, 2 0/ c2 0/ 2 0, 2 (66)
A)Ssol.pad = % Sbaldo vol.+ Yos pipeta + %s temperatura + % Ssol.estoq*
A componente % Sszol.estoq* foi calculada conforme a Equagao 67:
— 2 2
%Ssol.estoq* - \/% Shbalao vol.+ %Szpureza + %Sztemperatw”a + % Sumidade (67)

Curva de calibracao
As incertezas relativas percentuais dos resultados obtidos a partir da curva de
calibracdo foram obtidas conforme o método dos minimos quadrados exemplificado

anteriormente.

Incerteza combinada para as analises de espectrofotometria.

As incertezas foram combinadas na Equagao 68:

0 L = 0 2 2 0 2
/Osespectrofotometrla - \/A) Sdiluicdo +Ssol.padr50 + % SCurva de calibragio (68)
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Incerteza das analises de cromatografia liquida - HPLC

Para as andlises de cromatografia liquida — HPLC, as incertezas estimadas foram

associadas as solucdes padrao e a curva de calibragao.

Solucdes padrao

As incertezas combinadas para cada solu¢ao padrao foi calculada seguindo a Equacao

69:
— 2 2
%Ssol.pad - \/% Shatao vol. T %Spipeta + % Stemperatura + % Ssol.estoqx (69)
A componente % s?2 foi calculada conforme a Equacao 70:
sol.estog*
_ 2 2
%Ssol.estoq - \/% Sbaldo vol.+ % 52 pureza + % 52 temperatura +% Sumidade (70)

Curva de calibracao

As incertezas relativas percentuais dos resultados obtidos a partir da curva de

calibracao foram obtidas conforme o método dos minimos quadrados ja exemplificado.

Incerteza combinada para as analises de cromatografia (HPLC)

As incertezas foram combinadas na Equagao 71:

0 — [ 0fc2 0/ c2
A)SHPLC - \/ A)Ssol.padréo + % SCurva de calibragao (71)

Balanco das incertezas dos experimentos

As Figuras 58, 59 e 60 apresentam as contribui¢des percentuais médias de cada fonte
de incerteza para os experimentos de oxidagdo catalitica, espectrofotometria e cromatografia
(HPLC) com o intuito de identificar as fontes de incerteza prioritarias para melhoria em

estudos futuros.
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Figura 58 - Participacdo percentual média de cada fonte de incerteza nos experimentos de

oxidagao catalitica
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45
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Fonte: Autora

Figura 59 - Participacdo percentual média de cada fonte de incerteza nos experimentos de
cromatografia (HPLC)
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Fonte: Autora
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Figura 60 - Participacdo percentual média de cada fonte de incerteza nos experimentos de
espectrofotometria
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Fonte: Autora

Observam-se nas Figuras 58, 59 e 60, que as maiores contribuicdes de incertezas
provém das fontes referentes a preparagdo das solugdes de hidroxido de sddio e das solugdes
padrao utilizadas na cromatografia (HPLC) e espectrofotometria.

Assim, a partir desta avaliagdo, pode-se sugerir o uso de vidrarias, balangas calibradas
e o uso de reagentes com alto grau de pureza. Além disso, a massa dos reagentes utilizados
pode variar com a umidade, esse efeito pode ter sido influenciado pelo uso comum dos
reagentes por outros usudrios do laboratorio, dependendo de como foram manuseados. Outro
aspecto importante ¢ a realizagdo de réplicas, geralmente trés ou mais solugdes padrdo sao
usadas no processo de calibracdo, entretanto, em andlises de rotina, uma calibragdo em

duplicata pode ser considerada confidvel (SKOOG et al. 2006).
Incertezas absolutas percentuais dos resultados obtidos nos experimentos.
Os dados obtidos nas etapas anteriores consistiram na quantificagdo das incertezas

combinadas das fontes individuais de incerteza para os experimentos de oxidacao catalitica,

cromatografia (HPLC) e espectrofotometria. As contribuicdes foram expressas como
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incertezas relativas percentuais, e associadas conforme as Equagdes 72 a 75 para a obtengao

da incerteza absoluta dos resultados.

Conversao da Glicose por dosagem de NaOH (Xage), conforme a Equacao 72.

%SXAGe = %Sconversdo (72)

Conversao da glicose via Espectrofotometria (Xcr), Equagao 73.

0, — 0
YoSxGR = /Osespectrofotometria (73)

Para as estimativas das incertezas referentes ao rendimento em acido gliconico com

relacdo a outros acidos e produtividade em acido gliconico, utilizou-se a Equagdo 74:

0 — |ofc2 0/ c2
A)Sy - \/A)Sespectrofotometria + A)SHPLC (74)

Para a determinagdo da incerteza referente a seletividade em 4cido gliconico com

relacdo a outros acidos, utilizou-se a Equagado 75:

0 — [0fc?2 0/sc?2
/OSSAG - \/ /Osconversdo + /OSHPLC (75)

Todas as incertezas relativas percentuais obtidas nas Equacdes 72 a 75 foram
transformadas em incertezas absolutas, multiplicando-se as incertezas relativas percentuais

pelo seu respectivo resultado, conforme apresentado nas Tabelas 13 e 14.



Tabela 13 - Resultados obtidos com suas respectivas incertezas absoluta
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. . Seletividade
Conversdo via | Rendimento A
. ) Ac.glicénico/
Descricio oH Temp (°C) Exp Espect. glicose | em Gliconato scidos
) XGR - (¢ YAG - (¢
GR-(%) G- (%) SAG — (%)
R I R I R |
Glicose 8,5 50 Gl 52,50 | 1,16 | 76,16 | 2,62 | 90,13 | 2,54
Glicose 8,5 55 G2 76,65 | 2,03 | 38,65 | 1,44 | 39,54 | 1,22
Glicose 8,5 60 G3 77,29 | 2,02 | 56,52 | 2,09 | 58,83 | 1,81
Glicose 9,5 50 G4 78,68 | 2,05 | 56,82 | 2,11 | 60,30 | 1,86
Glicose 9,5 55 G5 76,79 | 1,98 | 78,86 | 2,91 | 83,98 | 2,57
Glicose 9,5 60 G6 83,57 | 2,15 | 70,06 | 2,58 | 78,13 | 2,37
Glicose 10,5 50 G7 78,07 | 1,97 | 69,24 | 2,53 | 79,97 | 2,41
Glicose 10,5 55 G8 87,83 | 2,23 | 59,04 | 2,16 | 75,31 | 2,28
Glicose 10,5 60 G9 88,16 | 2,31 | 48,94 | 1,82 | 57,65 | 1,78
Glicose/Frutose 8,5 50 GF1 38,13 | 0,82 | 24,38 | 0,83 | 22,11 | 0,62
Glicose/Frutose 8,5 55 GF2 67,23 | 1,71 | 60,59 | 222 | 61,23 | 1,85
Glicose/Frutose 8,5 55 GF3 46,15 | 0,98 | 88,74 | 3,00 | 94,48 | 2,64
Glicose/Frutose 8,5 60 GF4 50,65 | 1,08 | 78,66 | 2,67 | 88,27 | 2,48
Glicose/Frutose 9,5 55 GF5 73,76 | 1,96 | 97,18 | 3,64 | 93,31 | 2,92
Glicose/Frutose 9,5 55 GF6 55,00 | 1,29 | 93,55 | 3,30 | 97,92 | 2,81

Fonte: Autora

Nota: R = resultados e I = incerteza absoluta



Tabela 14 - Resultados obtidos com suas respectivas incertezas absolutas.
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Conversao da Glicose

Produtividade acido

Descricio oH Temp (°C) Exp. dosado por NaOH gliconico
XAGe - (%) PAG - (%)
R I R I

Glicose 8,5 50 Gl 23,38 0,99 39,98 1,37
Glicose 8,5 55 G2 52,45 1,62 29,63 1,11
Glicose 8,5 60 G3 57,64 1,60 43,68 1,62
Glicose 9,5 50 G4 58,83 1,60 44,70 1,66
Glicose 9,5 55 G5 58,19 1,55 60,55 2,23
Glicose 9,5 60 G6 55,20 1,50 58,55 2,16
Glicose 10,5 50 G7 67,60 1,46 54,06 1,97
Glicose 10,5 55 G8 68,86 1,53 51,86 1,90
Glicose 10,5 60 G9 62,12 1,61 43,15 1,60
Glicose/Frutose | 8,5 50 GF1 36,32 0,99 9,29 0,32
Glicose/Frutose | 8,5 55 GF2 62,63 1,48 40,73 1,49
Glicose/Frutose | 8,5 55 GF3 36,75 0,95 40,96 1,38
Glicose/Frutose | 8,5 60 GF4 35,24 0,99 39,84 1,35
Glicose/Frutose | 9,5 55 GF5 63,97 1,68 71,68 2,68
Glicose/Frutose | 9,5 55 GF6 42,19 1,14 51,45 1,82

Fonte: Autora

Nota: R = resultados e I = incerteza absoluta
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Consideracoes finais sobre as estimativas de incerteza

Atualmente ha diferentes abordagens da estimativa de incerteza na literatura, uma vez
que as analises quimicas geralmente sdo uma combinacdo de etapas de medi¢des o que torna
complexa a sua quantificacdo e uniformizag¢do. A metodologia apresentada por Skoog et al.
(2006) e Harris, (2005), basicamente consistiu na identificagdo e quantificagao das fontes de
incerteza individual e calculo das incertezas combinadas, observou-se que Skoog et al. (2006)
utiliza também os termos desvio padrio relativo e desvio padrio absoluto para incerteza
relativa e incerteza absoluta respectivamente.

Outras literaturas com o intuito de verificar a conformidade de um resultado frente a
uma especificagdo ou validagdo de um método, utilizam calculos de repetitividade,
reprodutibilidade, limite de detec¢do, entre outros. Esta abordagem também utiliza dados de
certificados de calibragdo e resultados obtidos por um periodo no mesmo laboratério ou em
laboratorios diferentes (ELLISON; ROSSLEIN; WILLIANS, 2002).

Os calculos de incertezas também sao utilizados para verificar quais etapas do método
utilizado precisam ser otimizados visando diminuir a sua incerteza. Neste trabalho notou-se
que as maiores participacdes das incertezas foram: no preparo das solugdes de hidroxido de
sodio e nas preparagdes das solucdes padrdo. Assim, sugere-se o uso de vidrarias e
equipamentos calibrados, reagentes de boa qualidade e bem conservados, além da realizagdo
de réplicas.

Infelizmente ndo foram encontrados durante a elaboracdo deste trabalho, estudos
semelhantes de oxidagdo catalitica contendo as incertezas dos resultados para comparacao,
embora notou-se que o conhecimento da qualidade dos dados obtidos seja tdo importante

quanto os proprios resultados.
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APENDICE D — Dados dos experimentos de oxidacio catalitica
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Dados experimentais
Nesta secdo sdo apresentados os dados registrados no laboratorio durante a

execugao dos experimentos de oxidagao catalitica (Tabelas 15, 16, 17,18 ¢ 19).

Tabela 15 — Dados dos experimentos G1, G2 ¢ G3

Tempo Exp. G1 Exp. G2 Exp. G3
. NaOH | NaOH | NaOH |
minutos | pH (mL) C pH (mL) C pH (mL) C

0 8,626 0,8 50,71 9,274 0,0 54,50 8,609 0,4 59,80

5 8,800 | 1,0 | 50,63 | 9,607 | 1.4 | 5452 | 8550 | 1,3 | 5947

10 8,691 1,6 50,81 8,372 4,1 54,59 8,647 4,1 59,47

15 8,268 2,3 50,84 | 8,559 6,8 54,64 8,589 7,1 59,65

20 110,659 | 7,7 | 49,89 | 8493 | 95 | 54,69 | 8,641 | 104 | 59,51

25 10,174 83 49,71 8,576 12,4 54,77 8,540 13,5 59,59

30 9,657 8,3 50,15 8,638 15,4 54,82 8,638 16,9 59,59

35 | 8567 | 90 | 50,36 | 8,536 | 17,9 | 5481 | 8572 | 194 | 59,58

40 8,441 10,0 49,98 8,459 20,9 54,80 8,565 22,7 59,60

45 8,480 11,0 50,97 8,529 26,0 54,75 8,598 25,6 59,68

50 | 8,606 | 12,4 | 50,76 | 8,659 | 26,7 | 54,74 | 8,545 | 28,0 | 59,70

55 8,593 13,4 50,51 8,548 28,3 54,74 8,629 30,9 59,72

60 8,542 14,3 50,68 8,545 30,5 54,71 8,618 33,8 59,77

65 | 8,703 | 158 | 50,68 | 8,566 | 333 | 54,70 | 8,533 | 36,1 | 59,83

70 8,550 16,4 50,68 8,538 35,0 54,69 8,535 38,9 59,85

Fonte: Autora



Tabela 16 — Dados dos experimentos G4, G5 ¢ G6
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Tempo Exp. G4 Exp. G5 Exp. G6

minutos pH 1\(1;(;‘1){ °C pH 1\(131%1){ °C pH 1\(123? °C
0 9,508 | 0,6 | 4943 | 9746 | 1,8 | 5536 | 10,505 | 4,0 | 59,80
5 9.840 | 24 | 4992 | 9539 | 29 | 5542 | 10,326 | 4,0 | 59,47
10 9,576 52 1 4992 | 9413 4,1 5548 | 9,468 | 44 59,47
15 9,513 | 7.9 | 4993 | 9527 | 70 | 5547 | 9,515 | 86 | 59,65
20 9,579 | 11,0 | 4999 | 9530 | 104 | 5506 | 9,590 | 12,4 | 5951
25 9,496 | 14,5 | 5001 | 9562 | 13,6 | 55,18 | 9,613 | 14,4 | 59,59
30 9,508 | 17,3 | 50,02 | 9614 | 17,6 | 54,89 | 9,573 | 17,3 | 59,59
35 9,501 | 20,7 | 50,02 | 9598 | 19,7 | 55,07 | 9,587 | 20,4 | 59,58
40 9482 | 23,5 | 50,01 | 9611 | 222 | 5498 | 9,561 | 234 | 59,60
45 9,480 | 264 | 50,01 | 9683 | 259 | 5507 | 9,573 | 27,0 | 59,68
50 9,421 | 29,7 | 4998 | 9604 | 28,7 | 55,78 | 9,585 | 30,0 | 59,70
55 9,505 | 32,0 | 4995 | 9574 | 32,0 | 5598 | 9,596 | 33,0 | 59,72
60 9,522 | 354 | 4994 | 9579 | 351 | 5598 | 9,534 | 354 | 59,77
65 9,505 | 374 | 4991 | 9527 | 373 | 5596 | 9,595 | 38,9 | 59,83
70 9,576 | 398 | 4991 | 9583 | 40,7 | 55,78 | 9,500 | 40,9 | 59,85

Fonte: Autora



Tabela 17 — Dados dos experimentos G7, G8 ¢ G9
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Tempo Exp. G7 Exp. G8 Exp. G9

minutos | pH 1\(121(1);1 °C pH 1\(131(])41)-1 °C pH 1\(121(:? °C
0 10,529 4,9 50,19 | 10,524 4,1 53,20 | 10,398 0,0 58,31
5 10,319 6,2 50,27 | 10,381 5,7 54,61 | 10,510 2,0 58,73
10 10,520 | 10,5 50,36 | 10,557 10,4 54,70 | 10,547 5,9 59,28
15 10,490 | 13,8 50,38 | 10,580 15,1 54,89 | 10,559 9,0 59,37
20 10,500 | 16,9 50,38 | 10,496 16,9 54,93 | 10,514 12,4 59,33
25 10,490 | 20,8 50,38 | 10,508 | 21,9 55,02 | 10,546 16,3 59,42
30 10,545 | 24,7 50,38 | 10,529 | 24,7 55,02 | 10,551 19,7 49,68
35 10,579 | 28,6 50,39 | 10,568 | 28,5 55,01 | 10,579 | 23,4 59,41
40 10,532 | 31,5 50,40 | 10,520 | 31,9 55,01 | 10,561 | 24,9 59,40
45 10,567 | 35,0 50,40 | 10,589 | 35,9 55,02 | 10,545 | 25,7 59,67
50 10,557 | 38,6 50,40 | 10,552 | 39,5 54,98 | 10,649 | 31,0 59,79
55 10,579 | 41,7 50,40 | 10,505 | 42,0 54,94 | 10,235 | 32,1 59,80
60 10,550 | 44,5 50,39 | 10,529 | 45,0 54,93 | 10,676 | 38,0 59,82
65 10,562 | 47,6 50,36 | 10,557 | 48,2 54,91 | 10,584 | 39,4 59,82
70 10,565 | 50,0 50,34 | 10,589 | 50,0 54,85 | 10,528 | 41,5 59,83

Fonte: Autora

Tabela 18 — Dados dos experimentos GF1, GF2 e GF3

Tempo Exp. GF1 Exp. GF2 Exp. GF3

minutos | pH 1\(121(1)})-1 °C pH 1\(121(1)})-1 °C pH 1\(1::341)-1 °C
0 8,698 0,9 49,50 | 8,604 0,5 54,86 | 8,657 0,5 54,65
5 7,852 0,9 49,50 | 8,602 1,9 54,86 | 8,519 1,9 54,65
10 8,528 2,4 49,50 | 8,288 5,4 54,89 | 8,558 3.8 54,65
15 8,507 3,7 49,50 | 8,540 7,0 54,89 | 8,551 5,8 54,72
20 8,585 4,7 49,85 | 8,579 8,5 54,89 | 8,558 8,2 54,72
25 8,580 5,7 49,85 | 8,545 10,6 54,89 | 8,565 10,4 54,72
30 8,519 6,6 49,85 | 8,556 12,4 54,89 | 8,553 12,2 54,72
35 8,598 7,8 49,97 | 8,573 14,3 54,89 | 8,528 14,2 54,65
40 8,524 8,6 49,50 | 8,590 15,4 54,89 | 8,565 16,0 54,65
45 8,521 9,5 49,95 | 8,598 16,4 54,89 | 8,567 17,9 54,65
50 8,515 10,4 49,95 | 8,573 17,5 54,89 | 8,621 19,3 54,88
55 8,563 11,1 49,95 | 8,543 18,6 54,80 | 8,577 20,6 54,88
60 8,600 11,7 49,95 | 8,534 19,9 54,89 | 8,545 22,4 54,88
65 8,543 12,4 49,95 | 8,557 20,1 54,75 8,568 23,4 54,88
70 8,554 13,0 49,95 | 8,566 21,4 54,75 8,555 25,0 54,88

Fonte: Autora



Tabela 19 — Dados dos experimentos GF4, GF5 e GF6
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Tempo Exp. GF4 Exp. GF5 Exp. GF6
minutos | pH 1\(121(1);1 °C pH 1\(121(])41)-1 °C pH 1\(121(:? °C
0 8,837 1,2 59,95 | 9,042 3,6 52,75 | 9,625 3,3 53,16
5 8,314 1.4 59,96 | 9,598 3,6 53,96 | 9,510 3,5 54,64
10 8,555 2,7 59,97 | 9,427 5,1 53,60 | 9,602 5,0 54,74
15 8,576 4,9 59,97 | 9,530 7,0 54,73 | 9,563 6,6 55,03
20 8,564 6,6 59,97 | 9,607 8,9 54,75 | 9,522 8,5 55,06
25 8,520 8,7 59,97 | 9,654 10,8 54,76 | 9,617 11,0 55,07
30 8,573 10,8 59,97 | 9,536 13,0 54,79 | 9,549 13,3 55,07
35 8,599 12,6 59,97 | 9,500 14,1 54,81 9,510 16,0 55,07
40 8,636 14,6 59,97 | 9,507 16,0 54,81 9,547 17,9 54,81
45 8,566 17,0 59,97 | 9,514 17,8 54,81 9,637 21,9 54,81
50 8,541 18,0 59,97 | 9,488 19,3 54,81 9,521 22,3 54,81
55 8,596 19,8 59,97 | 9,534 21,0 54,87 | 9,524 25,3 54,87
60 8,608 21,5 59,97 | 9,500 22,5 54,77 | 9,635 27,0 54,77
65 8,500 23,5 59,98 | 9,677 23,8 54,77 | 9,508 29,5 54,77
70 8,520 24,7 59,98 | 9,591 25,0 54,77 | 9,596 31,4 54,77

Fonte: Autora
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ANEXO A - Glicose liquiform: instrucées de uso



GLICOSE Liquiform

Instrugdes de Uso

Finalidade . Sistema ermimético para a determinacio da glcose no
sangue, liquor & liquidos ascitico, pleural e sinovial por método Ginético
ou deponiofinal,

[Somente para w0 diagndstico in vitra.)

Principio . Aglicose xidase catalisa a owidagao da glicose de acordo
COM 3 SEQUINtE reagao:

GO0
Glicose + 0, + H,0 —— Acdo Glucinico + HQ,

0 pendaddo de hidrogénio formado reage com 4-aminganiipirina e fenol,
50b agd0 catalisadora da peroddase, atravts deuma magao cddativa de
acoplamenio formande uma antipiriguinonimina vermedha cuja
intensidade de cor épropodtional i concentragioda glicose na amostra.

PaD
2H,0, + 4-Aminoantipirina + fenol —» Antipirilguinonimina + 4H,0

Caracteristicas do sistema . 0 reagente & apresentado peonin
para uso € ulilza meindologia enzimitica de grande especiicidade
analitica, de simples e facilapiicaco no laboratinio clinico.

A Labtest desenvolveu o sistema Glicose Liquilorm ofimizmndo as
concentraches de enzimas do reagente wvisando fomecer 0 melhor
desempenho analitico & makor estabilidade.

Os dados de repetitvidade & reprodutibiidade obdos com o sisiema
Glicose Liquiform demonstram que ¢ méipdo ¢ capaz de fmecer
resultados que superam as metas de desempenhd para as medidas de
gloose estabelecidas pela American Mabeles Associalion (ADA). A
comparagao entre as imprecises encontrmdas na repettividade e na
reprodutibilidade demonstm que o sisiema de medigio ¢ bastante
robusto nas regdes de concentragdes significativas para uso clinico,
indic andi que tem um desempenho muit estivelno dia adia

Osistema perm e que a determinacio seja realizada em método cinético
detempo focp obtendo-se resultados em apenas 90 sequndos de reagio e
ambém em mésodo de ponto final, que proporciona mats agilidade para
dete rminadoes analis adores bioquimicos.

() méindo pode ser utilzado em técnica manual e & faciimente aplicivel
em analisadores semi-automiticos @ aiomaticos capares de medircom
exatidio aabsorbdncia entre 490 & 520nm.
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Ref.: 133

M5 10009010236 l

Metodologia . GOD-Trnge:
Reagentes

1.[E1] - Reagenie 1- Armazenar entre 2 - B °C.

Contém tampdo fosfaie 30 mmod, pH 7.5, fenol =1 mmolL glicose
oxidase 212500 UA, perowidase =800 U/, 4-aminoantpirina
2000 pmaolfL; azida shdica 7, 5mmol’L: ¢ surfactanies.

2. [E1] - Padrao calibrador - Armazenar entre 2- 30°C.
Coném: giicose 100 mgdl & blocda nio txico. Apds 0 Manuseio
SUQEre-5e ammazenar bem vedado para evitar evaporagao.

(0 estabilizador do padrio pode precipitar em babas Emperaluras, o que
néointerfer em seu desempenha.

0= reagenies ndo aberis, quando ammazenados nas condigies
indicadas, 540 estivels 2t 2 data de expiragio impressa no o,
Durante 0 manuseio, 05 ®agentes estio sujeitos 3 conaminagies de
natrera quimica e microblana que podem provocar redugdo da
estabdlidade.

Os cuidados habiuais de sequranga devem ser aplicados na
maniputag 40 do reagents.

O Reagente contém asda sidica que & tddica Deve-se fomar cuidado
para evitar a ingestao € no caso de contaly com o5 olhos, deve-se kavar
imediatamente com grande quantidade de dgua e peocurar awdlio
médico. A azila pode formar composios altamente explosivos com
wbulagies de chumbo € cobre. Portanto, uiilizar grandes wolumes de
Sgua pam descartaroreagents.

Mo utilizar o Reagenie 1 quando sua absorbdnciamedida confraa sgua
&m 505 nm for igual ou makor gue 0,300 ou quando mostrar-se W ou
€om sinals de confaminagao.

Materiais necessarios e nao fornecidos

1. Banho-marta mantido 3 temperatur constanie | 37 °C ).

2. Fotbmetro capaz de medir com eatiddo 2 sbsorbdnca enfre 490 &
520 nm.

3. Pipetas para medr amostas e magente.

4, Cronométro.

Labtest g¥
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Influéncias pré-analiticas . Por ser uma substincia com
caraciedsica redutora O Ackdo ascirbico impede a formacio do
cromogend Evando a obiengio de resufiados fakamenie diminuidos.
Pacientes que fazem uso de Acido ascorbico (Cebion &, Energil C ®,
Redmon @, dentre gutnos) devem ser aconselhados a inemomper seu
us0por24 horas antes da realmcdodo exame”.

Mas 24 horas que sucedem a ingestio aguda de Abool ocome
significativa reducio da giicemia As reducdes podem também ser
significativas nos individuos submetidos a jejum prolongado ou em
obesos ratados com dietas com babo vakorcakrics’.

Pacienies dabéficos em uso continado de clopropamida podem
desemv oiver hipogiic em tas importantes que 550 muio dificeis de comigc

A vartacio bioigica infra-indvidual da glicose € 5, 7% ¢ a variacho
bioidqgica inragrupo 66, 5%

Amostra

Deve ser ciado um Procedmenio Operacional Padrio (POF) para
codheita, preparacio ¢ amarenament da amostra. Enfatizamos que os
emos devidos A amoste podem ser muity malores QUE 05 oS CHmidos
durante o procedimento analisco.

Aamostra de sangue deve ser obbda apds jejum de nominmo 8 horas ou
&M mendr lempode acordo com recomendacio médica.

Lisar plasma ou soro fomando as precaugies a sequir

Realzar acodhelta do sangue utilzando um anBcoaguianie contendo um
inibidor da glicise. 0 uso do anticoaquiante Glistab (Labtest Ref. 29)
permite a colheita de uma 56 amostra pam as dosagens de creatinina,
ghcose g unéa

Az amostras de sanQue ndo condendo antiglicolitico devem ser
ceniriigadas imedistamente apds a colhefla, e o plasma o som
separados das oéhutas ou codguio.

Em outws liquidos blologicos (liquore liguidos 2scitico, pleural e singvial)
adicionar anficoaguianie contendo antiglicolitico na mesma propos;ao
usada para a amosta de sangue, € cenfrifugar anfes de iniclar a
medi i’

Mas amostras de sangue tratadas com antighicolifco a concentragio da
ghcose permanece estivel a8 Bhoras. Mo plasma, soro & outros liquidos
separados das células, a giicose permanece estivel Jdias entre 2 - 8°C,
quandonio ocome contaminag Ao bacierana e fungica”

Comonenhum teste conhec ido pode assequrar que amosiras de sangue
ro transmitem infecgoes, todas elas devem ser consideradas como
patencialmente infectantes. Portanto, a0 manuses-tas deve-se Seguir as
noim a5 estabelec idas para bossequranga.

Para descartar os reagenies ¢ o matertal bioidgico sugenmos aplicar as
NOfmas ocais, estaduais ou federals de proteg S0 ambiental.
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Método de ponto final . Concentragies de blimubina até
25 mg/dl & hemoglobina a8 200 mg/d. nio produzem interferéncias
significatvas. Concentraghes de bilimubina matores que 2,5 mg/d
produzem interfenciasnegaivas.

Concentragdes de mighcéndes at 1000 mg/d ndo prodizem
inter fesncia significativa quando e utilza banco de amostra,

Para avallr a concenfmgio aproximada da hemoglobina em uma
amosira hemolisada pode-se proceder do sequinie modo: diluir 0,05 mL
da amosta em 20 mL de MaCl 150 mmolL (085%) e medir a
absorbdincia em 405 ou 415 nm, acertando o 2ero com Agua delonizada
U destilada.

Hemogiobina (mgydL) = Absorbincia . x 601
Hemogiobina (mg'dL) = Absorbincia,,. x 467

Branco daamostra. Fse procedimento & aplicivel quando houver
a¢a0 positva de interferentes. Misturar 1,0 mL de KaCl 150 mmoldl
{0,85%) com 0,01 mL da amostra. Medir a absorbncia em 505 nm,
acertando o 2er0 com Agua destlada ou debnizada Diminuir a
ahswbdncia assim oMida, da absorbdncia do tesie e calcular a
concentragio.

Método cinélico . Concentragtes de bilimubina até 2,5 mydL,
hemogiobina até 200 mgAdl e trigiicérides aié 1000 mg/'dLnéo produzem
interfenciassignificatvas.

Meétodo de ponto final . Tomar 2 wbos de ensalo ¢ procedercoma

a:seguir:
Branco Teste Padrig
Amosta @0 | - 00imL | -
Padry | - | - 0,01 mL
Reagente 1 1,0mL 1,0mL 1,0 mL

Mesturar vigorosamente & incubar em banho-maria a 37 °C durante 10
minutos. O nivel da agua no banho deve ser superior ao nivel dos
magenies nos wbos de ensalp. Delerminar as absorbdncias do Teste e
Padrao em 505 nm (490 a 520), acertandoo 2210 com 0 branco. Acor é
estavel 30 minuios.

0 procedimento sugendo para a medicao ¢ adequado pam fotbmetros
cujo voume minimo de solucao para medicio € iual ou menor que
1,0 mL. Deve ser feita uma verficacio da necessidade de ajsie do
volume para o fotbmetroutilizado.

Oz wolumes de amosta € reagente podem ser modificados
proporionaimente sem prejuizo para o desempenho do tesiE e o
procedimento de cAkubose mantém inalierado. Em caso de redugio dos
vodumes & fundamental que se observe 0 volume minimo Necess ano para
a [eiura fotométrica. Volumes da amostra menores que 0,01 ml sao
cribicos em aplicagies manuais ¢ devem ser usados com cavieda porgue
aumentam aimprecisio da medcao.

Labtest g»
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Calculos . ver inearidade.

Absortéinca do Teste
Glicose (mgidL) = 2100
Absortdndia do Padrag

Devido a grande reprodutibilidade Que pode ser obtida com a
meindaogia, o resuliado também pode ser obiido uilzndo fator de
calibacio.

100
Fatorde Calibragig =

Ansorbancia do Padrio
Glicose (mgidL) = Absorbdinea do Teste x Fatorde calibracio
Exemplos
(s dados apresentados aseguirsaoiustratives.

Absorbancia do Teste = 0,362
Absorbéngia do Padrao = 0,340

0,362

Glicose (midL) = 2100 = 106

o

100

Fatorde Calibracio = =

0,340
Glicose (mgidl) = 0,362x 204 = 106

Método cinéfico . Deve ser ublzado em wdas as amosvas
lipémicas . O procedimento uiiliza uma cinétca de 2 ponins & ndo requero
benco da reacho. O controle da tempemiura é absoutamente
indispensével para a reprodutibiidade dos resuitados. £ fundamental
fambém que as operaghes com amostras e padries selam realzadas
mantend-58 nigorosamente constanie o intervalo de tempo entre 3
misiura da amostra ou padeio com o reagente & o inicko da medicho no
fotbmetro. Como o tempo de reacio é muiip pequeno, é necessano
utilizar um foalmetro que tenha controle de temperatum a 37 %C na cubeta
(cubeta iermostatizada).

Acertar o 2eno dofoldmetro em 505 nm (490 a 520) com Agua destitada
ou debonizada . Adicionar 0,01 mL da amostra ou Padrao a 1,0 mL do
Reagente 1 previamente aguecido a 37 °C. Misturar & imciar
imedatamente a medda folométaca Realmr uma medicao da
ahsorbdincla aos 30 segundos & ouira medicio aos 90 segundos
mantendd 3 reacio com temperaura contwlada em 37%C.

Calculos
AA (Teste ou Padrag) = Absorbant iy - ADSOrDENGiay,
Al doTeste

Glicose (mgidL) m ———  x 100
Al doPadrao
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Exemplo
AyTestes 0,104 AgoPadrio = 0085
Ay Teste= 0,161 A Padrao= 0,178
0,181-0,104
Glicose (my'dL) = x100 = 83
0,178- 0,095

Calibragao . 0 padrao é rasvedvel ap Standard Aefarance Marerial
(SAM) 917 doNational instite of SEndards and Technalogy (NIST).

Calibraghes manuas
(bier o faior de calbracio ap usar novo loie de reagenies ou quando o
coninole interno dia qualidade indicar.

Siebem a2 automdtic o

Branco de reagentes: agua ou solucdo de cioreto de sodio 150 mmolL
(0.85%):

Padrbes: usar calibmdores pro€icos. A concentracao de glicose no
calibrador da linha Calibra - Labiest é rastreavelao SAM 917 doNIST

intervalo de calibragdes

Calibracao dobranco a0 usarnove rasco dereagents;
(Calibracio de 2 pontos aymudarde bobe;

Calibracao de 2 pontos quando o.coninole inbemo da qualidadeindicar.

1) resuitado da medicAo & linear até 500 mg/dL Guando for obtido valor
iqual pu masor que 500 mg/dL, diluir 2 amostra com Mall 150 mmod'L,
galizar nova medicao @ multiplicar 0 resuitado obsdo pelo fator de
divica. Sugerimos a wverficacio da linearkdade meindoligica e
ivométnca, no minimo semestralmente utilzando amostra com valoes
e 500 mg/dL.

Controle interno da qualidade . 0 laboratono deve manterum
programa de contrde ntemo da qualdade que defina claramente os
abjetvos, procedimentos, normas, crilénios pam limies de toledinga,
aghes comeiivas e registro das atividades. Materials de conirole devem
5@ uiiizados para monitorar a imprecisdo da medicio € desvios da
caliracdo. Sugere-se qQueé as especificacdes para o coeficiente de
varacho ¢ emo ol sejam baseadas nos componentes da variagao
hioddgica (VE).

Sugere-se utilizar o5 produtos da linha Qualitral - Laitest para controbe
intenndda qualidadeem ensaiosde quimica clinica.

Intervalo de referéncia . Os intervalos devem serusados apemas
om0 onentagas. Recomenda-se que cada laboratino estabeleca sua
priypria fabea de valores derederéncla na populag Ao siendda

Plasma (jejum de & horas)

idade miy/dL
Prematurg 20a60
Dadia 40ach

> 1 dia 50280
Criangas e Adultos 65299
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0= witérios para diagndstico de pré dishetes podem ser obtidos em:
Amencan Diabetes Associabon. Diabetes Care 2006, (suppl 29):
543-548.

Liguor . 23 da gicemia quando a medigao ¢ realzada em amostras
codhidas simutaneamente.

Em indviduos sadios, 2 pequena quantidade de liquido presente nas
cavidades aricular, peuml @ periioneal ¢ ongnada do witrafilirado do
pasma. Portanto, pode-se considerar que, praticamenie, a gicose al
[EsENE e5tA namesma concentrago do plasma

Conversdn . Unidades convenclonals (mogidl) x 00556 = Unidudes
SIf mmaoid )

Caracteristicas do desempenho”

Exatid@o . En duas amostras com concentragbes de glcose iguass a
78 e 150 mg/dL foram adiclonadas quantidades diemnies do analiio,
odtendo-se noméindo de ponto finalrecuperad tes entre 96 ¢ 99%. Dern
sisiematico proporcional médio obiido &m um valorde 120 mo/dLé igual
a1 8 mg/d ou1,5%.

Especificidade . 0méiodoproposio fol comparado com um método
simitarapee sentando os resultados ababo:

Reprodutibilidade - imprecisao total

N Midia op CV (%)
Ampstra 1 &0 47 1,04 219
Amosta 2 &0 128 1,47 1,82
Amostra 3 &80 194 1,88 1,66

Método
Comparativo Método Labiest

Himers de amostras 40
Intervalo de
congentraghes (myg/dL) 44-G0Gmy/d

Método Labtest (mofdL) = 0,9637 x
Equacio da regressao Comparativo + 2.8
Coeficiente de correlagio 0,99

Utilizando a equagao da regressao, o emo sistematco total (constants &
proporcional) verificado no limite de decisdo (120 mg/d) fol igual a
1,58 mg/dL ou 1,32%.0 emo total obtido no mesmo nivel de decisao &
435 (s resultados do estudo comparativo aiendem & especificagao
para Emo Sistemético Total ded, 9% parm aVadagao Bloiogica

Como as amostras fomm selecinadas aleaipriamenie em pacienies de
ambulatdrioe pacientes hospitalimdos, pode-se infienir que o método em
uma especificidade metodoligica adequada e atende aos requisios
especificados pela American Dishetes Association (ADA)Y.

Estudos de precisao . Os esudos de precsdo foram realizados
utilizando B0 amostras com concentraghes médias iguais a 47, 129 ¢
184 mgydL.

Repetitividade - imprecisdo intra-ensaio
N Média op CV (%)
Amostra 1 80 47 0,60 125
Amostra 2 B0 129 1,86 108
Amostrad B0 184 28 062
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0 emo totdl (emo aseatbno + emo sistemitico) estimado em
concentragOes iguais a 45 mgfd., 120 modL e 180 mg/d € igual a
6,17%, 4.32% e 4 83%, respectivamenie.

Os resuitados indicam que o méindo atende a especificaao desejivel
para 0 emo total (=5,9%) Daseads nos componenies da \ariagao

Biolgica

Sensibilidade metodoldgica . Uma amostra pratéica contendo
44 mg/dL de glicose fol utiizada para calcular o limite de detecgdo do
ensaio tendosidoencontrado um valor igual a 1,77 mg'dL, equivalente 4
3 vezes o deswio padrio das replicatas da amostra. Wilzando-se a
ahsorbancia do padeocomo pardmetro, o limie de deteccao folomética
&0, 28 my'dL comespondends auma absordncia igual 20,001.

Efeitos da diluicdo da matriz . Duas amostas com valores
ipuais 2 634 e 625 mo'dL fomam wilizadas para avaliar a msposta do
sistema nas diuigies da matrz com MaGl 150 mmodL (0,85%).
Utilizando fatores de diuigao que variaram de 2 a 8 foram encontradas
Rouperaghes entre 95e ¥9%.

Significado clinico . Valores elevados de glcose ocomem nos
varios tipos de diabetes primanias, nos estados de intolerfincia 4 glicose
nas diabetes secunddrias 3 wvarias doengas (hipertreoidismo,
hiperpliuitarismo, hiperadrenocoricismo, etc.).

\alores diminuidos de glicose ocomem nas hipoglicemias que podem ser
devidas a vanas causas. (uando a ocoméncia de sinfbmas de
hipoglcemia ¢ retacionada 3 alimentagio, duas formas de hipogiicemia

podem serdefinidas: hipogiicemia do jejum e pos-prandal.

As causas mais comuns de hipoglicemia do jejum s80: hipeninsulins mo
enddoen (insulinoma e subionilurea), hiperinsuliniemo  exGQend
(facticio), tumoses extrapancredticos, sindrome auio imung (formagao
espontinea de anticonos para receptores da insuling), insufickéncia
supra-renal & ou hipofisaria, doenga hepatica grave e alcoolismo

A hipoglice mia pds- prandial dependendo da histbria clinica e daresposta
ap iesie oral de iplerincia 4 ghcose, é classificada em hipogiicemia
glimentar, hipoglicemia do dabético tipo Il e do pacente com intolerincia
Agiicose, hipogicemia funcional ou mativa.

Para uma revisdo dos criténios diagndstcos e classificagao do diabetes
melites consutar Diabetes Care 2004 27 (SUPLL 1):55-510 ow

Ietpfcare. diabetes joumnals ong/c gl contentTull 27/ suppl_1/55.

Amducio da concentragaode glicosenos liquidos conporals encontra-se
wsualmente refacinada a processos inflamatdrios ou infecciosos. A
delerminagao da concentragio de glicose no liquor representa um dos
parimetnos paraa distngao entre meningiie bacteriana e vindica, porém
tendo sensibilidade inferir 4 avaliagdo da celulaidade no mesmo
miatenal.
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Observagies

1. & limpeza e secagem adequadas do material utiizade sio fatoms
fundamentats para a es abilidade dos reagentes & oblenciode resuitados
CIMTEDS.

2. 0 laboratdeio clinico tem como objetive fomecer resutados exalns e
prcs0s. A utlizagao de agua de qualidade inadequada ¢ uma causa
potencial de emos analiticos. A dgua utilizada no laboratdno deve ter a
qualidade adequada a cada aplicagao. Assim, para preparar reagenies,
usar nas mediches e parausonoemagie final davidrana, a dgua deve ter
resistividade =1 megaohm.cm ou condutividade <1 microsiemens,'cm e
concentragao de silicatos <0,1 my'L. duando a coluna delonizadora esta
com 5ua capacidade saturada ocome liberagio de vanos lons, silicatos e
substincias com grande poder de pddacio ou redugao que detgrioram
05 reagentes em poucos dizs ou mesmo homs, alerando o5 resuitados
de modoimprevisivel. Assim, € undamental estabelecerum programa de
controde da qualidade da dgua.

3. vasas publicagfes demonstram que a urina contém nUMEensas
substincias, principaimente o Acido dnco, que interferem nos métodos
utilizando a reagdo GOO-POD, levando a resutades falsamente
diminuidios.
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Apresentagao
Produto Referéncla Conteddo
133.4/500 | 1% smL"l
Glicose Liguiform 1x5m
133:2/500 E  2x500mL
EO  1x5mL

Estio disponivels aplicagies para sisemas automaticos e semi-
AMABC0S.

0 mimere de teste em aplicagbes automdticas depende dos
pardmerosde programacao.

Informagdes a0 consumidor

[Termos e Condighes de Garantia]

ALabtest Diagndstica garante o desempenho deste produto, dentrodas
especificaphes, aé a data de expiragao indcada nos nolulos, desde que
05 cubdados de utilizagao ¢ armazenamento indicados nos witulos @
nestas instrugies s sjam segquidos coreamente.

mll Lavtest Diagnostica SA.
CMIP.E 16516296 0001 - 38
Mov, Falo Femdra da Cosa, 600 - Visa Alege - CEF 33600000
LagoaSama . Minzs Gerls Bradl - wenela biestoom br

Senvico de Apoio a0 Cliente | 0300 0311 34 11 (Ligagda Gt
e~mall: saciat est.com o

Fevizio: Dezambem, 2011

Copyright by Labies1 Diagnd sica S.A.
Fed: 20212 -

Faprodugio sob préva amodzagio
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ANEXO B - Laudo de analise da superficie do catalisador por BET e BJH



Centro Universitario da FEI
Micromeritics Instrument Corp.
Gemini VIl 2300 W1.02 (W1.021t) Lhnit 1 Serial # 254
Sample: D00-820pdptbi-cjoac
Cperator: Centro Universitario da FEI

Submitter:
File: C:OWIMZIDDDATAWDO-E520.SMP

Started: 12M1/2015 4:41:03FM Analysis Adsorptive: N2
Completed: 12/11/2015 8:53:50FM Equilibration Time: 5s
Report Time: 12172015 10:24:354M Sat. Pressure: 705.204 mmHg

Fres Space Oiff: 0.1304 cm? Sample Mass: 0L1273 g
Free Space Type: Measured Sample Density: 1.000 glem?

Evac. Rate: 500.0 mmHg/min Gemini Model: 2350 t

Summary Report
Surface Area

Single point surface area at P/Po = 0.350151200: 5054142 m¥g
BET Surface Area: 584.1563 m/g

Langmuir Surface Area: 898.2674 mfg

1Plot Micropore Area: 283.5554 mi/g

+Plot External Surface Area: 300.5008 m?/g

BUH Adsorphion cumulative surface area of pores
betwesn 1.7000 nmn and 300.0000 nm width: 151.181 m3g

BJH Desomption cumulative surface area of pores
betwesn 1.7000 nmn and 300.0000 nm width: 2486374 mg

Pore Volume

Single point adsorption total pore volume of pores.
less than 1221868 nm width at P/Po = 0.883885277: 0.588188 cmg

Single point desorption total pore volume of pores.
less than 128.9002 nm width at P/Po = 0884751428 0577987 cm¥g

t-Plot micropore volume: 0170018 cm?g

BJH Adsorplion cumulative wolume of pores
betwesen 1.7000 nm and 300.0000 non width: 0.334010 cmg

BJH Desorption cumulative wolume of pores.
betwesn 1.7000 nmm and 300.0000 nonwidth: 0.388084 cmig

Pore Size
Adsorption average pore width (44 by BET): 3.87703 nm
Dresorption average pore width (WA by BET): 3.25783 nm
BJH Adsorption average pore width (4VWIA) 88385 nm

BJH Desorption average pore width (4WIA) 6.2112 nm
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Centro Liniversitario da FEI

Micromeritics Instrument Corp.

Gemini VIl 2200 V1.02 (V1.02t) Unit 1 Serial # 254

Sample: 000-620pdpibi-coac
Operator: Centro Universitario da FEI
Submitter:
File: CAWINZIDMDATAVOD-G20.5MP

Started: 121112015 4:41:03FM Analysis Adsorpiive: N2
Completed: 12'11/2015 &:53:50PFPM Equilibration Time: §s
Report Time: 12M17/2015 10:24:364M Sat. Pressure: 705204 mmHg
Free Space Diff: 0.1304 om? Sample Mass: 0.1273 g
Free Space Type: Measured Sample Density: 1.000 gicm?®
Ewac. Rate: 500.0 mmHgimin Gemini Model 2380 ¢
Isotherm Linear Plot

—+— 000-620pdpthi-gjoac - Adsorption
—&— D00-520pdpthi-cjoao - Desorption

25&_ f_,gp ,_,.J--""f-

Quantity Adsarbad (cmiia STF)
11

L LI I e e s o e e e e o e S N e e e e e e L

oo 0.1 02 0.3 0.4 05 0. 0.7 0.3
Relative Pressure (FPo)

0g

10
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Centro Liniversitario da FEI

Micromeritics Instrument Corp.

Gemini VIl 2200 V1.02 (v1.02t) Unit 1 Serial # 254

12 (PP - 1)]

Sample: 000-620pdptbi-cjoac
Operator: Centro Universitano da FEI
Submitier:
File: CAWINZZB0\DATANDI-E20.5MP

Started- 121112015 4:41:03PM Analysis Adsorptive: N2
Completed: 12/11/2015 8:53:50PM Equilibration Time: 55
Report Time: 121772015 10:24:364M Sat. Pressure: 705.204 mmHg
Free Space DNff: 0.1304 cm?® Sample Mass: 0.1273 g
Free Space Type: Measured Sample Density- 1.000 g/cm?®
Evac. Rate: 500.0 mmHgdmin Gemini Model: 2300 &
BET Surface Area Plot
-+ 000-620pdptbi-cjoao
00025 ol
0.0020 /
00015 /
0.0010
7 4
0.0005 /
] +
D.llllﬂ/
0.00 D.05 0.10 015 020 0.25 0.30 035
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Centro Liniversitano da FEI

Micromeritics Instrument Corp.

Gemini VIl 2280 V1.02 (V1.02t) Unit 1 Serial # 254

P/ (mmHg glem?® STF)

Sample: 000-620pdptbi-cjoac
Operator, Centro Universitano da FEI
Submitier:
File: C:AWINZZIBMDATAVIODO-E20.5MP

Started: 12/11/2015 4:41:03PM Analysis Adsorptive: N2
Completed: 12/11/2015 8:53:50PM Equilibration Time: 55
Repart Time: 12/117/2015 10:24:38AM Sat. Pressure: 705204 mmHg
Free Space Diff.: 0.1304 cm? Sample Mass: 01273 g
Fres Space Type: Measured Sample Density: 1.000 glem?

Evac. Rate: 500.0 mmHg/min Gemini Model: 2380 t
Langmuir Surface Area Plot
+  000-GZ0pdptbi-cjoac
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Centro Lniversitario da FEI

Micromeritics Instrument Corp.

Gemini VIl 2300 V1.02 (V1.02 ) Unit 1 Serial # Lo

Sample: 000-820pdptbi-cjoac
Operator: Centro Uiniversitano da FEI
Submitier:
File: C:NWINZZBODATANMODO-E20.5MP

Started: 12/11/2015 4:41:03PM Analysis Adsorptive: N2
Completed: 1201 1/2015 B:53:50PM Equilibration Time: 5=
Report Time: 12172015 10:24:36AM Sat. Pressure: 705204 mmHg
Free Space Diff: 01304 cm? Sample Mass: 0.1273 g
Free Space Type: Measured Sample Density: 1.000 glem?
Evac. Rate: 500.0 mmHgimin Gemini Model: 2300 t
t-Plot
Harkins and Jura
& 000-520pdptbicjoas + Mot Fitted Points
] | +
220 L]
200-] L
] fr/
130 .-”/C

Cuantity Adsorbed (cmlg STF)
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