&“',.A Universidade Estadual de Campinas

Faculdade de Engenharia Quimica

v ¢

Y ,
Departamento de Processos Quimicos

UNICAMP

Obtencao de Acrilatos de Frutose por Catalise
Enzimatica

Autor: Erica Vagetti Fonseca

Orientador: Prof? Dr? Telma Teixeira Franco

Dissertacao de Mestrado apresentada a
Faculdade de Engenharia Quimica
como parte dos requisitos exigidos para
a obtencdo do titulo de Mestre em
Engenharia Quimica.

Campinas — Sao Paulo

Fevereiro de 2008



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA

BIBLIOTECA DA AREA DE ENGENHARIA E ARQUITETURA - BAE
- UNICAMP

Fonseca, Erica Vagetti

F7330 Obtencao de acrilatos de frutose por catalise
enzimatica / Erica Vagetti Fonseca.--Campinas, SP:
[s.n.], 2008.

Orientador: Telma Teixeira Franco
Dissertacao (mestrado) - Universidade Estadual de
Campinas, Faculdade de Engenharia Quimica.

1. Biocatalise. 2. Acido acrilico. 3. Esterificacdo
(Quimica). 4. Lipase. |. Franco, Telma Teixeira. Il.
Universidade Estadual de Campinas. Faculdade de
Engenharia Quimica. lll. Titulo.

Titulo em Inglés: Fructose acrylates production by enzymatic catalysis
Palavras-chave em Inglés: Biocatalysis, Acrylic acid, Sugar esters, Lipases
Area de concentragdo: Departamento de Processos Quimicos

Titulagcao: Mestre em Engenharia Quimica

Banca examinadora: Gustavo Paim Valenca, Juliana de Souza Ferreira,
Saartje Hermalsteens

Data da defesa: 28/02/2008
Programa de Pés-Graduacao: Engenharia Quimica

i1



Dissertacdo de Mestrado defendida por Erica Vagetti Fonseca e

aprovada em 28 de fevereiro de 2008 pela banca examinadora constituida

pelos doutores:

Prof. Dra. Telma Teixeira Franco (Orientador)

rof. Dr. Gustavo lgaim Valenca (Titular)

WU G
'\r\h\) _pes
Prof. Dra. Juliang de Souza Ferreira (Titular)

ﬁ)nwrf}/ / éuwwé[cwu;

Dra. Saartje Hernalsteens (Titular)

11



Este exemplar corresponde a versao final da Dissertagao de Mestrado em

Engenharia Quimica.

LSS

)

Telma Teixeira Franco (Orientador)

iv



Agradecimentos

A Deus, por guiar e conduzir meus passos.

A professora e orientadora Dra Telma Teixeira Franco, pela oportunidade

de trabalho e pela orientacao.

Ao professor Dr. Gustavo Paim Valencga pelo auxilio no desenvolvimento e
conclusao deste trabalho.

Aos meus pais e irmao lsaura, Edson e Ericson pelo eterno apoio,

incentivo e carinho.

Ao meu namorado Sérgio por permanecer ao meu lado nos momentos
dificeis.

Aos companheiros e amigos do LEB, Junko, Enio, Kity, Eden, Eduardo,

Arlete, Lucio, Luciana, Barbara e Danilo pela ajuda e pelos bons momentos em
que passamos. Em especial a minha amiga, companheira de LEB Paula.

Aos meus amigos e colegas de Mestrado em especial a Marcela e Carol
pelas idas as feirinhas e sessdes de cinema.

Aos funcionarios do Departamento de Processos Quimicos que
contribuiram para o progresso deste trabalho.

Aos funcionarios e colaboradores da empresa GM Reis.

A CAPES pela bolsa concedida durante o trabalho de pesquisa.



RESUMO

O presente trabalho visou o desenvolvimento de um processo de aplicacao para o
acido acrilico através de um bioprocesso, o qual envolveu a esterificagdo
enzimatica do mesmo em meio organico, catalisada por lipases e proteases para
obtencdo de acrilatos de acucar. O interesse na producao de ésteres contendo
moléculas de acucar se da devido a sua promissora aplicagdo como materiais
absorventes de agua, aditivos para o tratamento de agua e para fins biomédicos.
Além disso, os carboidratos sdo a fonte renovavel mais abundante na terra e,
consequentemente, uma das mais promissoras substdncias da quimica
sustentavel para o desenvolvimento de compostos de alta biodegradabilidade.
Como reagentes, os ésteres acrilicos de frutose foram obtidos por esterificacdo
direta da frutose com acido acrilico em terc-butanol na presenca de lipases e
proteases comerciais. Foram investigados alguns parametros que interferem
nesse bioprocesso, tais como: razado molar dos reagentes e tipo de catalisador.
Verificou-se que meios reacionais contendo excesso de acido acrilico, favorecem
as maiores conversdes molares de frutose. Dentre as enzimas testadas, a unica a
catalisar a reagao de esterificagdo do acido acrilico com a frutose em terc-butanol
foi a lipase Novozym 435. Sendo assim, um planejamento fatorial completo com
dois niveis e com repeti¢do foi proposto para verificar a influéncia simultdnea das
variaveis x1 (razdo molar de frutose/acido acrilico nos valores de 1:5 e 1:20) e xo
(umidade inicial do sistema nos valores de 0,16% e 0,40%) na conversdo molar de
frutose, na conversdo molar de acido acrilico e na producdo de seus ésteres
empregando a lipase Novozym 435. A andlise estatistica dos dados indicou que
ambos os fatores tiveram efeitos significativos na sintese dos ésteres de frutose.
Assim, uma aplicacdo de acido acrilico para a producéo de ésteres degradaveis e
com reducdo do impacto ambiental nos parece ser um caminho convergente

dentro do ambito da quimica sustentavel (quimica verde).

Palavras-chave: biocatalise, acido acrilico, ésteres de acgucar, lipases.
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ABSTRACT

In the present work the reaction conditions for the direct enzymatic esterification of
sugars with acrylic acid catalyzed by lipases and proteases in organic media was
studied. There has been an increasing interest in the production of sugar esters
because of their possible use as water absorbent materials, as additives in water
treatment and as a biocompatible material. In addition, carbohydrates are the most
abundant natural resources on earth and an ideal feedstock for the development of
biodegradable materials. The esterification reaction of fructose with acrylic acid in
tert-butyl alcohol was catalyzed by the commercial lipases Novozym 435,
Lipozyme RM IM and Lipozyme TL IM and the proteases Novozym 539 HPF and
Esperase HP F. The effects fructose/acrylic acid molar ratio and type of catalyst on
the reaction were investigated. The esterification reaction was dependent on
fructose/acrylic acid molar ratio, as follows: the higher the amount of acrylic acid to
fructose ratio the higher the fructose conversion. Only lipase Novozym 435
catalyzed the esterification of acrylic acid with fructose. A full 2% factorial design
was used to study the simultaneous influence of the effects of molar ratio (1:5 and
1:20) and initial moisture of the system (0,16 and 0,40%) on fructose conversion,
acrylic acid conversion and amount of esters produced with the lipase Novozym
435 as catalyst. Statistical analysis of the data indicated that both factors had
significant effects on the synthesis of sugar esters. Therefore, an application to
acrylic acid in the production of biodegradable esters seems to be an interesting
trend according with the white chemistry. The feasibility of the direct synthesis of
sugar acrylates was shown in this work as well as the best reaction conditions for
the production of sugar acrylates.

Keywords: biocatalysis, acrylic acid, sugar esters, lipases.
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NOMENCLATURA

ABREVIACAO NOME

F Frutose
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1. INTRODUGAO

Na ultima década, o aumento dos custos de mao-de-obra, a escassez de
espaco fisico e a alta pressao para preservacdo ambiental, fizeram com que a
industria tradicional deixasse de ser competitiva e novas tecnologias fossem
propostas. A biotecnologia € uma dessas promissoras tecnologias para o século
XXI.

Recentemente, o interesse na producao de ésteres contendo moléculas
de agucar vem crescendo devido a sua aplicagdo em diversos campos da
industria, devido a sua promissora aplicacdo como materiais absorventes de agua,
aditivos para o tratamento de agua e, eventualmente, para fins biomédicos
(STAPLES et al., 2000; PARK e CHANG, 2000). Além disso, os carboidratos sdo
a fonte renovavel mais abundante na terra e, conseqientemente, uma das mais
promissoras substancias da quimica sustentavel para o desenvolvimento de

compostos com alta performance e biodegradabilidade.

Os ésteres de aclUcares podem ser sintetizados tanto por processos
quimicos como enzimaticos. Devido a alta regioespecificidade das enzimas, os
processos enzimaticos sdo caracterizados pela producdao de produtos mais
especificos (ex.: mono-éster de agucar), sendo assim uma via preferencial para a

fabricacdo desses ésteres.

Anteriormente, os ésteres de acucar eram sintetizados, principalmente,
através da esterificacdo em meio aquoso causando reagdes paralelas (hidrélise).
Para prevenir essas reacbes, solventes apolares, como a piridina e a
dimetilformamida, eram utilizados como meio de reacao (FERRER et al., 1999).
Contudo, a solubilidade dos aglcares e a atividade enzimatica eram reduzidas
devido ao aumento da hidrofobicidade desses solventes orgénicos no sistema de
reacdo. Além disso, ndo era possivel o uso desses ésteres de agucar como
aditivos alimenticios e farmacéuticos devido a toxidade desses solventes. Essas



desvantagens fizeram com que nos ultimos anos os pesquisadores comecassem a

estudar a sintese dos ésteres de agucares em meios organicos.

O &cido acrilico e seus ésteres sdo, provavelmente, um dos mais versateis
compostos que aprimoram as caracteristicas performaticas de milhares de
polimeros. As maiores aplicagbes para estes ésteres estdo nas industrias de
tintas, téxteis, adesivos, papéis e plasticos. Os polimeros acrilicos sao
considerados como nao téxicos, pois a maioria do acido acrilico é convertida no

seu éster correspondente.

O &cido acrilico possui uma elevada hidrofilicidade devido a capacidade
de esterificacdo de seu grupo carboxilico com o grupo hidroxil dos agucares. Além
do mais, ele apresenta um grupamento vinilico que pode ser polimerizado.
Conseqguentemente, os ésteres acrilicos sdo mondémeros eficientes para producao

de polimeros de agucares.

Neste trabalho, foi estudada a esterificacdo enzimatica da d-frutose com o
acido acrilico em meio orgénico catalisada por lipases e proteases objetivando a
producao de acrilatos de frutose.

Este trabalho € uma linha de pesquisa recente do grupo, sendo assim as
condicoes reacionais de esterificacdo como: meio de reacdo, quantidade de
catalisador e temperatura foram determinadas de acordo com Tsukamoto (2006).



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Biocatalise

Os termos biocatalise ou biotransformacdo abrangem os processos em
que um catalisador biologico € utilizado para converter um substrato através de

um numero limitado de etapas enzimaticas.

Um grande impulso foi dado a biocatalise quando se descobriu a
possibilidade de utilizar enzimas para catalisar um grande numero de reagdes em
meios ndo convencionais, como solventes orgéanicos (KLIBANOV, 2001). Isto foi
possivel através das observagdes, inicialmente feita pelo grupo de Alexander M.
Klibanov, que enzimas imobilizadas ou liofilizadas catalisavam reagdes que nao
ocorreriam em meio aquoso (ZAKS; KLIBANOV, 1984 e 1988).

Levando em conta que o conceito de biotransformacao estd associado ao
uso de biocatalisadores, nas quais a agua é o solvente preponderante, é facil
compreender que a mesma funcao tenha sido desempenhada por este solvente
em inumeros estudos de cinética enzimatica. Observou-se, no entanto, que 0 uso
exclusivo de dgua como solvente de meios de biotransformagéo restringia a gama
de aplicacbes da biocatalise, bem como limitava a produtividade de diversos
processos, nhomeadamente os que envolviam substratos hidréfobos. Por outro
lado, a constatacdo de que muitas enzimas operam in vivo em ambientes ricos em
liqguidos hidréfobos, levou a conclusdo de que estes meios predominantemente

nao-aquosos sao igualmente adequados a expressao de atividade biocatalitica.

by

A convergéncia destes dois aspectos conduziu a incorporacdo no meio
reacional, de solventes orgénicos, fluidos supercriticos, fases gasosas ou fases
sélidas, aos quais se convencionou atribuir a designacdo de meios nao-
convencionais. As principais razdes para a utilizacdo de meios nao-convencionais

séo essencialmente o fato destes permitirem:



1) a redugcado de possiveis efeitos inibitérios ou/e téxicos por parte do
substrato e/ou produto, em que o solvente organico pode ser selecionado
de modo a funcionar como diluente, reduzindo a concentragdo interfacial e

na fase aquosa (por particdo) de substratos e/ou produtos;

2) o deslocamento do equilibrio quimico. Nomeadamente no caso de
enzimas hidrolases, que em meio aquoso catalisam reacdes de hidrdlise,
o equilibrio pode ser deslocado no sentido do favorecimento de reacdes
de sintese, através do controle da atividade da &gua. O equilibrio da
reacdo pode ser também deslocado no sentido do favorecimento da
formagcdo do produto, mediante a remocao continua deste para a fase
organica. Os meios nao convencionais para biocatédlise podem ser
solventes organicos, fluidos supercriticos e, recentemente, fluidos iénicos.
(AIRES-BARROS, 2001).

Atualmente, o grande desafio da biocatdlise é o desenvolvimento de
processos que estejam intimamente ligados as necessidades humanas e
ambientais satisfazendo os interesses econémicos. O desenvolvimento de
processos ecologicamente corretos torna-se interessante a medida que agrega
valor aos seus produtos e esses adquirem preferéncia de mercado por
satisfazerem as exigéncias de selos de qualidade, seguranca e protecéao

ambiental.

2.2 Aspectos Histoéricos

As primeiras sinteses de ésteres de agucares eram realizadas em
solventes orgéanicos téxicos e de dificil remocado, tais como dimetilformamida
(DMF), dimetilsulféxido (DMSO) e dimetilpirrolidona (DMP).

Um processo envolvendo solvente polar aprético (DMS) via catélise
basica, conhecido como Hass-Snell, produziu os primeiros ésteres de acucar

comercializados no mundo. Esses ésteres foram inicialmente comercializados



como aditivos de alimentos no Japdao em 1959 pela Dai Nippon Sugar
Manufacturing Co. Ltd. Os produtos obtidos pela reacao Hass-Snell ndo puderam
ser comercializados na Alemanha e nos Estados Unidos, pois apresentavam odor
ruim e materiais toxicos. Um processo relativamente mais limpo conhecido como
Nebraska-Snell envolveu a reacdo de uma emulsdo de aglUcar com ésteres
metilicos de acidos graxos em propilenoglicol, contendo carbonato de potassio
(K2CO3) como catalisador.

O grupo de Feuge (FEUGE et al, 1970) desenvolveu um processo de
transesterificacdo sem solvente, reagindo sacarose fundida (p.f. 185°C) e ésteres
metilicos na presenca de sabdes de litio, sédio e potassio como solubilizantes e
catalisadores. Contudo, grande parte do acucar € perdida por degradacao a esta
temperatura. Devido a baixa solubilidade de acucares em acidos graxos fundidos,
os rendimentos e regioseletividades geralmente sdo baixos.

Antes dos anos 80, trabalhos baseados na sintese quimica mostraram que
a producao de ésteres de acucares por essa via levava, geralmente, a coloracao
dos produtos, toxicidade e baixa seletividade. Nos anos 80, esterificacoes
enzimaticas de agUcares (sacarose e varios monossacarideos) que foram
desenvolvidas em meio aquoso apresentaram como resultado baixas seletividade
e produtividade. Na década seguinte, grandes avancos na area de biotecnologia
levaram ao desenvolvimento de métodos biocataliticos aplicaveis a fabricacao
compostos de alto valor agregado (ex.: surfatantes) que puderam ser produzidos
sob condicbes mais brandas, maiores seletividades e menores toxicidades
(LINDNER, 2005).

A maior preocupacao quanto aos solventes é a sua admissao na produgao
de alimentos, cosméticos e medicamentos, ou seja, itens de consumo humano
direto. Por isso, nos ultimos anos estdo sendo desenvolvidos métodos para
eliminar ou substituir solventes téxicos por outros menos nocivos e, se possivel,
mais volateis; entre eles estdo o terc-butanol, o alcool iso-amilico, acetona e etil-

metil-cetona.



2.3 Biocatalisadores

Nos ultimos anos, o uso de biocatalisadores na sintese organica tornou-se
uma alternativa atrativa e crescente em relacdo aos métodos quimicos

tradicionais.

Muitas sdo as vantagens em se utilizar enzimas em métodos sintéticos,

mas trés caracteristicas sdo as mais importantes:

a) Quimiosseletividade: uma vez que o propdésito de uma enzima € atuar
em um unico tipo de grupo funcional, outras funcionalizagdes sensiveis,
que deveriam reagir normalmente com certo grau sob catalise quimica,

sao preservadas.

b) Regiosseletividade: devido a sua complexa estrutura tridimensional,
enzimas podem distinguir entre grupos funcionais que estao quimicamente

situados em regides diferentes no mesmo substrato.

c) Enantiosseletividade: toda enzima € feita de L-aminoacidos e assim séo
catalisadores quirais. Como conseqliéncia, alguns tipos de quiralidade
presentes no substrato sdo reconhecidos. Assim um substrato pré-quiral
pode ser transformado em um produto opticamente ativo, e ambos
enantibmeros de um substrato, podem reagir a diferentes velocidades,

dispondo de uma resolugao cinética.

Além dessas vantagens, as reacOes catalisadas por enzimas se dao,
normalmente, sob condigbes moderadas de temperatura e pH, o que minimiza a
isomerizacdo e racemizagdo dos produtos. E finalmente, os processos
biocataliticos sd0 menos perigosos, menos poluentes e consomem menos energia
que as metodologias tradicionais da catalise quimica, especialmente aquelas que
fazem uso de metais pesados como catalisadores.

Enzimas séo catalisadores que aumentam a taxa de uma reag¢ao quimica
sem sofrerem mudanca quimica permanente. Embora um catalisador afete a taxa

de uma reagdo quimica, ele nao afeta o equilibrio da reacao. Algumas enzimas
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sao extremamente especificas, o que significa que elas podem catalisar uma Unica
reacao envolvendo somente um unico substrato. A especificidade da enzima é a
sua conformagao que permite a formagao de “sitios ativos”, ou seja, uma cavidade
hidrofobica responsavel pela habilidade catalitica da enzima (BAILEY e OLLIS,
1986).

Enzimas imobilizadas sdo enzimas ligadas num suporte matricial
macroscopico para que o catalisador resultante possa ser reutilizado. As enzimas
imobilizadas oferecem inUmeras vantagens se comparadas com as enzimas
soluveis. As enzimas imobilizadas sdo catalisadores tipicamente macroscopicos e
por isso sua separac¢ao de outros compostos e uma mistura reacional € simples.
Além disso, grandes concentracbes de catalisador podem ser obtidas,
correspondentemente grandes produtividades volumétricas sao possiveis
(BLANCH e CLARK, 1997).

2.3.1 Aplicacao das enzimas em sintese organica

Do ponto de vista biotecnoldgico, a utilizacdo de sistemas reacionais em
solventes organicos apresenta muitas vantagens, como elevada solubilidade dos
substratos e produtos, reversdo da reacao hidrolitica e modificacdo da
especificidade da enzima (KLIBANOV, 2001, ZAKS e KLIBANQV, 1985).

A utilizacdo de meios quase anidros em bioconversdes implica o uso de
enzimas imobilizadas (Figura 2.1) num suporte sélido ou na forma de pdé
(liofilizados ou em cristais). Nos critérios de selecdo do suporte de imobilizacéo,
deve ser tomada em conta a sua afinidade para a 4gua, na medida em que a agua
presente no meio se particionara entre a matriz de imobilizagdo, a enzima e o
meio reacional, afetando o micro-ambiente deste (AIRES-BARROS, 2002).
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Figura 2.1: Classificagdo de sistemas biocataliticos englobando solventes
organicos: (a) sistemas de duas fases liquidas organico-aquosas: emulsao de
meio aquoso (disperso) em meio organico (continuo); (b) sistemas de duas fases
liguidas orgéanico- aquosas: emulsao de meio organico (disperso) em meio aquoso
(continuo); (c) e (d) biocatalisador imobilizado num suporte poroso, em presenca
de um sistema bifasico; (e) biocatalisador microencapsulado numa micela
invertida; (f) biocatalisador modificado com polietilenoglicol e dissolvido em meio
organico; (g) biocatalisador imobilizado ressuspenso em meio organico; (h)

biocatalisador liofilizado e na forma de cristais, ressuspenso em meio organico.

As enzimas hidroliticas sao os biocatalisadores mais comumente usados
em sintese organica. Nessa classe, estdo incluidas as amidases, proteases,
esterases, nitrilases, fosfatases, epoxidases e as lipases.



2.3.1.1 Lipases

Lipases sado enzimas classificadas como hidrolases (triglicerol acil-

hidrolases, EC 3.1.1.3) e atuam sobre a ligacao éster de varios compostos.

Para sua identificacdo todas enzimas possuem um cédigo EC do tipo
A.B.C.D. Onde EC representa Enzyme Comission; A, denota o tipo principal de
reacao; B, indica a posicao para o substrato ou da molécula transferida; C, indica
a natureza do co-substrato; e D, é o numero individual da enzima. Por exemplo, o
cédigo EC 3.1.1.3 corresponde a lipase de Chromobacterium viscosum. Neste
caso, 3. corresponde a classe das hidrolases; 3.1 atua sobre as ligacoes de
ésteres; 3.1.1 indica que é hidrolases de ésteres carboxilicos e 3.1.1.3 € o nimero

de série da enzima em sua subclasse.

As lipases sao comumente encontradas na natureza, podendo ser obtidas

a partir de fontes animais, vegetais e microbianas.

O sucesso na aplicacao de lipases na sintese organica se da, em grande
parte, pela sua grande estabilidade em solventes organicos, o que faz com que

elas sejam extremamente Uteis nas reacdes de esterificagao.

Varias hipbteses tém sido propostas para explicar a ativacao das lipases
em meios organicos e elas incluem:

a) uma mudancga conformacional induzida interfacialmente gerando uma
enzima mais ativa; isto é explicado pelo fato de que os sitios de
adsorgao na interface ndo sao os sitios ativos onde ocorre a reagéo,
desta forma, ao entrar em contato com a interface, a lipase assume

uma nova conformacao espacial;
b) uma maior concentracao do substrato no local;
c) uma orientacao mais favoravel do substrato;

d) um menor grau de hidratacdo do substrato, tendo em vista que a
hidratacdo das moléculas de lipideo representa uma protecao as



ligacbes éster. Logo, devido a redugdao do numero de moléculas de
agua, esta protecao diminui, favorecendo a acao das lipases (YANG e
RUSSEL, 1996).

Apesar das lipases serem usadas industrialmente ha varias décadas, o
namero de aplicagbes e a quantidade de lipases manufaturadas séao limitados.
Consequentemente, a importancia econémica das lipases na industria tem sido
muito restrita em comparagdo com as principais enzimas industriais, tais como
proteases e carbohidrolases. A partir de 1984, com os estudos pioneiros de
KLIBANOV et al. sobre o uso de lipases em solventes organicos contendo uma
pequena quantidade de agua ou mesmo sem a adicdo desta, novas aplicagdes
para estas enzimas comecaram a ser exploradas (YANG e RUSSEL, 1996).

2.3.1.2 Proteases

Enzimas proteoliticas ou proteases catalisam a quebra das ligacoes
peptidicas em proteinas. Sao enzimas da classe 3, as hidrolases, e subclasse 3.4,
as peptideo-hidrolases ou peptidases. Estas enzimas constituem uma grande
familia (EC 3.4), dividida em endopeptidases ou proteinases (EC 3.4. 21-99) e
exopetidases (EC 3.4.11-19), de acordo com a posi¢éo da ligacdo peptidica a ser
clivada na cadeia peptidica. Estas endopeptidases podem ser ainda subdivididas
de acordo com o grupo reativo no sitio ativo envolvido com a catalise em serina-
(EC 3.4.21), cisteina- (EC 3.4.22), aspartico-proteinases ou endopeptidases (EC
3.4.23) e metalloproteinases ou metalloendopeptidases (EC 3.4.24). As enzimas
cujo mecanismo de acao nao estd completamente elucidado séo classificadas no
subgrupo EC. 3.4.99.

As proteases sdo catalisadores altamente estereoespecificos e
regioespecificos. Requerem, geralmente, condicbes reacionais brandas com pH
6timo entre 6 e 8.
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O uso de proteases em sinteses é feito muito antes do descobrimento de
sua natureza quimica. Historicamente, as proteases sdo associadas a digestao
protéica. Somente na década de 90 foram utilizadas as primeiras proteases na
sintese organica. De toda a literatura onde as proteases sao citadas, cerca de 10

% tem alguma ligacdo com sintese organica (BORDUSA, 2002).

Kodelia e Kolisis (1992) estudaram a acilacédo de flavonoides em solventes

organicos catalisada por proteases.

A sintese enzimatica de ésteres vinilicos de glicose catalisada pelas
proteases Streptomyces sp. e Bacillus subtillis em n-n-dimetil-formamida foi
estudada pelo grupo de Kitagawa (KITAGAWA et al., 2002). Eles estudaram a
influéncia de diferentes quantidades de agua no meio reacional no desempenho
da reacdo, verificando que a quantidade de agua requerida € dependente do tipo

de enzima utilizada.

Noritomi et al. (2007) examinaram a atividade de duas proteases na
esterificagdo da n-acetil-fenilalanina em etanol (solvente miscivel em agua) e em
octano (solvente imiscivel em agua) verificando que atividade da protease foi trés
vezes maior no solvente miscivel do que no solvente imiscivel em agua,
concluindo que a atividade das proteases em questdo é afetada pela quantidade

de agua presente no meio reacional.

Considerando juntas as proteases, lipases e esterases fazem com que as

hidrolases sejam as enzimas mais citadas na sintese organica.

2.4 Esterificacao

A esterificacdo direta partindo-se de um &cido e um alcool e a
transesterificacdo partindo-se de um éster e um alcool sdo as reagdes de maior
importancia na producgéo de quimicos (HOYDONCKX et al., 2004).
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A esterificacao direta pode ser uma reacao catalisada ou até ocorrer de
forma espontanea dependendo da miscibilidade dos reagentes, da temperatura e
da acidez do acido carboxilico.

Esterificacbes e transesterificacbes sdo reagbes de equilibrio e elas
frequentemente produzem moléculas volateis tais como: 4gua e alcoois de baixos
pesos moleculares. Na pratica, pode ser usado o excesso de um dos reagentes
para o deslocamento do equilibrio ou a agua pode ser continuamente removida
por meio de adsorcao, por agentes secantes, por destilacdo ou por membranas
seletivas a 4gua. A reatividade dos alcoois e 4cidos carboxilicos na esterificagéo
depende do impedimento estérico de ambos. Desta forma, as esterificacbes com
acidos ou alcoois tercidrios sédo lentas e a velocidade diminui na seguinte ordem
(MORRISON e BOYD, 1981; HOYDONCKX et al., 2004):

CH30H > alcoois primarios > alcoois secundarios > alcoois terciarios

HCOZH > CH3COZH > RCHZCOZH > RQCHCOQH > RgCCOgH

A relacdo entre as velocidades da reacdo direta (esterificagdo) e da
reacao inversa (hidrélise) € usualmente controlada pela quantidade de agua do

meio reacional.

O grau de esterificacao é altamente dependente das condicdes de reacao,
em especial, do conteudo de agua reacional para que a hidrélise seja evitada. A
adicao de solventes organicos no meio tem sido usada como forma de impedir a
hidrélise e aumentar a solubilidade de substratos hidrofébicos, tornando viavel a
reacao de esterificacao.
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2.4.1 Efeito da Agua na Esterificacdo

Nas reacbes de esterificacdo, a agua € um subproduto de fundamental
importancia no equilibrio quimico reacional. Além do mais, a quantidade de agua €
um parametro importante, pois afeta a atividade enzimatica da lipase no meio. O
nivel de hidratagcdo da enzima apresenta grande influéncia na flexibilidade da
proteina e sendo assim, influencia também sua atividade catalitica. Por isso é
necessario haver um grande controle na quantidade de agua nas reacdes de
esterificacdo. A quantidade de produto formado pode ter grande variagédo
dependendo do meio reacional e da quantidade de agua presente no mesmo.
Embora a atividade de agua em um sistema enzimatico em meio organico seja
muito baixa (em torno de 0,01 % p/v), pequenas variagbes no conteudo de agua

podem provocar grandes modificagées na atividade enzimatica.

A agua contribui com a integridade estrutural da lipase, com a polaridade
do seu sitio ativo e com a estabilidade da proteina. Ela provém interacoes
hidrofébicas com os residuos polares na molécula da enzima que poderiam estar
reagindo uns com os outros gerando uma estrutura conformacional incorreta. A
agua também pode limitar a solubilidade dos substratos hidrofébicos ao redor da
enzima. A quantidade de agua necessdria para cada lipase varia
significativamente dependendo de sua origem. A agua presente dentro do
catalisador é mais importante do que a quantidade de agua total do sistema

reacional no que diz respeito a atividade enzimatica.

Grandes quantidades de agua no meio podem gerar alguma protecao para
que a enzima nao sofra desnaturacao pelos substratos, porém esse excesso de
agua pode causar problemas relacionados a transferéncia de massa,
especialmente para substratos hidrofobicos (YAHYA et al, 1998). Contudo,
pequena quantidade de agua no meio reacional é essencial para a atividade
enzimatica da lipase e um aumento ou decréscimo na concentracao de agua,
afetara diretamente a produtividade. Por isso, € necessario a manutengédo de um
nivel 6timo de agua durante toda a reacao.
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A estabilidade enzimatica, normalmente diminui com o aumento da
quantidade de agua. A agua participa numa variedade de mecanismos que
causam a desnaturacdo da proteina conduzindo a inativacdo das enzimas. Em
micelas reversas consegue-se uma estabilidade elevada através do controle da
atividade da agua. Para biocatalisadores resuspensos em solventes organicos,
obtém-se em geral estabilidades elevadas, uma vez que a quantidade de agua é
muito pequena (valores de atividade de agua < 0,1 % p/v) e as enzimas adquirem
uma maior rigidez conformacional). Além disso, ndo ocorre protedlise, outra causa

comum de desnaturagcado em agua.

Por fim, a agua atua como um substrato nas reac¢des de hidrolise e deste
modo estas reacdes sdo favorecidas com o aumento da quantidade de agua, e

inversamente o rendimento das reagbes de sintese é menor (AIRES-BARROS,
2002).

2.4.2 Esteres de agucar

Recentemente, tem crescido o interesse na producdo de ésteres contendo
moléculas de acucar devido a vasta aplicacdo desses compostos como
surfatantes nas industrias farmacéuticas e de detergentes. Além disso, estes
ésteres sdo biodegradaveis, biocompativeis e atoxicos (PARK et al., 2004).

Os ésteres de acucares constituem um grupo com excelentes aplicacoes
em variados segmentos industriais. Essas moléculas s&o excelentes agentes
emulsificantes, estabilizantes e condicionantes. Esses compostos sé&o de dificil
obtencao por esterificacdo quimica devido a utilizacdo de temperaturas elevadas,
a qual causa coloracdo do produto final. O uso de um catalisador biol6gico, sob
condi¢coes mais brandas de reagdo, para a sintese de ésteres de agucares supera
esse problema e esta pratica vem sendo largamente utilizada nos ultimos anos
(RIVA e SECUNDO, 1990).
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Schlotterbeck et al., (1993) analisaram a monoacilacdo de frutose
catalisada pela lipase de Muchor mieheri (Lipozyme IM60 da Novozymes)
utilizando &cido estearico, frutose e &cido fenilborénico em hexano. Foram
estudadas diferentes razdes molares entre frutose/acido fenilboronico. Os
resultados obtidos mostraram que a razédo de 1:1 apresentou melhor rendimento
do produto.

Patil, Dordick e Rethwisch (1996) estudaram a transesterificacdo de
acrilato de sacarose a partir de sacarose diluida em piridina anidra contendo
acrilato de vinila (razdo molar de 1:1,1 (agucar: acrilato de vinila)) catalisada pela
enzima Optimase M440 a temperatura ambiente. A formagdo dos ésteres foi
monitorada por cromatografia em camada delgada em placa silica. Rendimentos
de 56 e 31% foram obtidos para mono e diacrilato.

Soultani et al., (2001) utilizaram a lipase SP435 de Candida antarctica na
reacdo entre frutose e acido estearico em 2-metil-2-butanol. Os autores
verificaram que as maiores formacdes de ésteres ocorreram quando se utilizou o
acido graxo (acido estearico) em excesso, na razao de 1:5 (frutose: é&cido

estedrico).

Torres e Otero (2001) estudaram a esterificacdo enzimatica direta entre
acido lactico e acidos graxos (razdo molar 10:1), catalisada pela Novozym 435 a
60°C em n-hexano obtendo um rendimento de 55% de 2-lactato de o-caproila.

Pedersen et al. (2002) estudaram a esterificacdo entre &cidos graxos
(cadeia carbonica de C-4 a C-12) e agucares, catalisada pela CalB de Candida

antarctica em terc-butanol e piridina.

O interesse do presente trabalho na reagdo de sintese de acrilatos de
frutose é devido, principalmente, as caracteristicas funcionais dos substratos bem
como a aplicagéo industrial dos produtos em questao.

O 4&cido acrilico (Figura 2.2) é altamente hidrofilico e possui elevada
capacidade de esterificacdo de sua carboxila com as hidroxilas dos acucares.
Além disso, ele possui um grupamento vinilico que pode ser polimerizado e,
conseqlentemente, os ésteres do acido acrilico sdo monémeros eficientes para a
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producdo de polimeros de aclUcar com alta hidrofilicidade e biocompatibilidade
(PARK et al., 2004). A incorporacao de moléculas de agucar em polimeros (isto é:
poly (ésters, amidas, acrilatos, etc)), pode aumentar significativamente a aplicacao
desses compostos nas areas da sintese organica, entre outras (HODGE, 1988).

OH
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Figura 2.2: Estrutura quimica do &cido acrilico

A elevada hidrofilicidade do &cido acrilico se deve ao seu grupamento
carboxilico, capaz de esterificar o grupo hidroxila de acucares (Figura 2.3), além
da presenca de grupo vinila que pode ser polimerizado (PARK et al, 2004).

Uma das razbes para o grande interesse na sintese de ésteres de agucar
€ que os carboidratos s&o as biomoléculas mais abundantes na natureza. Sua
formula geral € (CH20),. Quimicamente eles sdo de funcdo mista polialcool-
aldeido ou polialcool-cetona que podem ser reduzidos a alcoois de acgucares,
podem ser oxidados a acidos de agucares e ainda seus grupos hidroxil podem ser
substituidos ou derivatizados. Além disso, eles sdo moléculas polifuncionais com
multiplos grupos hidroxil que s&o sensiveis ao calor ou a condigdes acidas e
bésicas.

Esta polifuncionalidade permite que varios compostos sejam obtidos a
partir das reacdes mais simples. Diferentes graus de substituicdo resultam em
diferentes propriedades fisico-quimicas dai a grande aplicabilidade desses
compostos. Para o controle do grau de substituicao, a regioseletividade do agucar
deve ser bem compreendida. Dependendo das condicdes de reacdo e do
catalisador, a transformacéo pode ser orientada em diferentes posicoes.

A frutose € um monossacarideo (Ce¢H120¢), com os carbonos dispostos em
anel. O anel da frutose contém quatro 4tomos de carbono e um de oxigénio.
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Nesse anel o primeiro e 0 quinto atomo de carbono estao ligados a outro carbono
que esta fora do anel, formando um grupo CH>OH (Figura 2.3).

Figura 2.3: Estrutura espacial da frutose

Até o presente momento, ndo foram encontrados na literatura processos
de esterificacdo direta do acido acrilico e carboidratos utilizando lipases em meio
organico. Entretanto, os polimeros dos mesmos sao descritos pela literatura como
altamente valiosos devido a propriedade de absorver elevada quantidade de agua
em relagdo ao seu peso, formando hidrogéis. Estes teriam inimeras aplicacées
como materiais absorventes na industria cosmética, médica e cirurgica (implantes
orais e outros) bem como novos produtos poderiam ser ainda desenvolvidos com
0S mesmos, com a vantagem de possuirem elevada composi¢cdo de material de
origem renovavel (STAPLES et al., 2000; PARK e CHANG, 2000).

2.4.3 Cinética das reacoes de esterificacao enzimatica

A modelagem cinética de qualquer reacado € de extrema importancia na
industria, especialmente para o projeto de reatores, para o controle e otimizagao
dos processos reacionais e para avaliar os efeitos das condigbes operacionais na

taxa de formacao de produtos entre outros.

A implementacdo comercial dos processos biocataliticos requer a

determinacao de expressdes de taxas que descrevem a performance do reator em
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termos dos fatores que controlam a reacéo, isto é, concentracao de substratos,
temperatura, umidade inicial quantidade de catalisador.

Varios mecanismos tém sido propostos para explicar as reacdes
catalisadas pelas lipases: reagbes de pseudo-primeira ordem (OTERO et al,
1990), mecanismo generalizado de Michaelis-Menten (YAMANE et al, 1986),
mecanismo uni-bi (WANG, 1981) e o mecanismo ordenado do tipo bi-bi
(SUGIURA e ISOBE, 1976). Porém, para as reagdes catalisadas pelas lipases o
mecanismo mais usado na literatura € o chamado mecanismo do tipo ping-pong
bi-bi (SEGEL, 1975).

No mecanismo ping-pong bi-bi um produto é liberado devido a adigéo de
dois substratos. Tanto a acilagdo quanto a desacilagdo da enzima podem ser
controladas (MALCATA et al., 1992). Outra evidéncia complementar que atesta
esse tipo de mecanismo € o trabalho de Semeriva et al. (1974) que relatou a
existéncia de um intermedidrio acetil-enzima na hidrélise do p-nitrofenil acetato.
Arcos et al. (2001) aplicaram o mecanismo do tipo ping-pong bi-bi para descrever

a taxa de acilacao da glicose com &cidos graxos em acetona anidra.

Considerando que a reagao de esterificagdo da frutose com o acido
acrilico segue o mecanismo do tipo ping-pong bi-bi, tém-se as seguintes etapas de

reacoes:
kll
S + EZ_)S'E (2.1)
k12
A+EZ—>A.E (2.2)
ki3
S.E + A§—>S.E.A (2.3)
b4 2.4
AE+S&SEA (2.4)
k_j4
kys (2.5)
SEAM+W+E

k_is
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Onde S é a frutose, E a enzima, S.E o complexo frutose-enzima, A o acido
acrilico, A.E o complexo acido acrilico-enzima, S.E.A o complexo frutose-acido

acrilico-enzima, M o monoéster e W a agua.

Considerando a reacdo 2.5 como sendo irreversivel e a etapa
determinante da sequiéncia de reacdes e assumindo que as reagbdes 2.1,2.2 e 2.3

sao reversiveis, obtém-se as seguintes equacgoes:

K, % (2.6)
Ki= % (27)

A taxa da reacao é dada pela taxa da etapa (2.5):

—r, =k, JSEA] (2.10)

Contudo, a concentracao do complexo [S.E.A] pode ser obtido através das
equacdes 2.3 e 2.4, logo:

—rg =k 0K, K [A][S][E] (2.11)
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Onde:
[E,]=[E]+ [5.E]+ [AE]+[S.E.A] @.12)
Subsfituindo de 2.6 a 2.9, obtém-se:

£, ]=[E]+ K [S]E]+ K, [ALE]+ ok K [STALE] (2.13)

Resolvendo para [E]:

E,]
=k Tr [f]+aKSKA 5TA] @19

Logo, a taxa de consumo da frutose é dada por:

kisaK K, [A][Ez ]

_ (2.15)
1+ K [S]+ K ,[A]+ oK K ,[S]A]

Levando em consideracdo que a reagdo 2.5 seja reversivel, ou seja,
considerar que a hidrolise do monoéster também segue 0 mecanismo do tipo ping-
pong, tem-se:

(k15 o KK, [S][A] —k_ s, Ky Ky [M ][W])[Et ]
é

(2.16)

s
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Onde:

¢ =1+ K [S]+ K, [A]+ K, [M]+ K, [W]+... (2.17)
A+, KK, [S]A]+ o K, K, [M]W]

Se as etapas de decomposicdo do monoéster e do diéster (ou formagao
de diéster e triéster) forem consideradas, porém negligenciando as seguintes
etapas de transesterificacao:

M.E+D?>M.E.D—>T+S+E (2.18)
Obtém-se:
_ (k15alKS K, [S][A]_ ksa Ky, Ky [M ][W])[Et] (2.19)
1 ¢
r = (kys, Ky K\ [M A=k 50, K K, [D]W]E, ] (2.20)
¢
ry = (k35a3KDKA [D][A]_k—35a—3KTKW [T][W])[Ez] (2.21)
¢
Onde:

¢=1+K[S|+K,[A]l+ Kk, [M]+ K, [D]+ K [T]+ K [W]+...
Ao, KK, [S[A)+a K, K, [M[W]+a,K, K, [M]A]+.. (2.21)
toa KKy [D][W]"' ;K K, [D][A]"' a K, Ky [T][W]
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Assim, a taxa de consumo da frutose € dada por:
—Is=h
Enquanto que a taxa de consumo do 4cido acrilico € dada por:

—I"A:I"l+7'2+l"3
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Enzimas

Foram utilizadas as seguintes enzimas comerciais para a realizacao dos

experimentos (Tabela 3.1):

Tabela 3.1: Enzimas utilizadas nos experimentos de esterificacao

Nome Comercial Enzima Formulacao
. Imobilizada em
Novozym 435 (Lote: Lipase B de . N
resina acrilica
LC200206) Candida antarctica
macroporosa
. Lipozyme RM IM (Lote: Lipase de Rhizomucor ”
Lipases o Imobilizada
LUX00205) miehei
. Lipase de o
Lipozyme TL IM (Lote: Imobilizada em
Thermomyces .
LA35008201) , silica
lanuginosus
Esperase HPF
(Retirada no dia 18-05-  Protease de Bacillus
. Congelada
2004 — Planta Piloto lentus
Novozymes)
Proteases
Novozym 539 HP F ,
_ . Protease de um Bacillus
(Retirada no dia 26-10- .
geneticamente Congelada

2004 - Planta Piloto
Novozymes)

modificado

* Todas as enzimas utilizadas foram gentilmente cedidas pela Novozymes
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3.1.2Reagentes

Os seguintes materiais foram usados durante o trabalho experimental:

« Acido Acrilico (C3H405), SIGMA,
PM = 72,01 g/mol; p = 1,051 g/mL.

e Terc-butanol ((CH3)sCOH), TEDIA,
PM = 74,12 g/mol; p = 0,775 g/mL.

e d-Frutose (CgH1206), MERCK,

PM = 180,16 g/mol.

o Acido Sulfarico (HSOa), MERCK,
PM = 98,08 g/mol; p = 1,85 g/mL.

e Peneira Molecular 5 A.

3.2 Equipamentos Utilizados

« Shaker (TECNAL TE-420)

o Cromatografo Liquido (WATERS)

o Karl Fischer Coulométrico (METROHM 831)
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3.3 Meétodos Experimentais

3.3.1 Solubilizacao do Acucar

A solubilizacdo da frutose (Merck) em terc-butanol (Tedia) anidro foi

realizada em shaker por meio de agitacao constante a 200 rpm (Figura 3.1) na
concentracdo de 0,1 M (18,32 g/L), a temperatura constante de 55 °C por 24
horas.

Figura 3.1: Procedimento de solubilizagéo da frutose

As condi¢des reacionais dos ensaios de solubilizacdo da frutose foram
baseadas na metodologia experimental de Tsukamoto (2006).

3.3.2Esterificacao Enzimatica

Para a obtencao dos dados da reacao de esterificagdao, os experimentos
de sintese foram realizados em erlenmeyers de 50 mL com tampa vidro

esmerilhada, sob agitacdo constante de 200 rpm em shaker, na temperatura de
55°C durante 24 horas.

O sistema reacional é constituido pela frutose previamente solubilizada em
terc-butanol anidro, acido acrilico, biocatalisador, totalizando um volume de 25 mL.
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Foram utilizadas diferentes razées molares de frutose para acido acrilico,
diferentes tipos de catalisadores e variou-se a umidade inicial do sistema
reacional. Durante o processo de sintese, foram retiradas aliquotas para posterior
quantificacdo em HPLC e quantificacdo de agua em Karl Fischer.

3.3.3 Reutilizacao enzimatica

Para verificar possibilidade de reutilizagdo da Novozym 435 na sintese da
frutose, foram realizadas cinco reagdes de esterificacdo da frutose com o acido
acrilico em terc-butanol catalisada pela Novozym 435 na temperatura de 55°C

durante 120 horas. As condi¢des reacionais sao apresentadas na Tabela 3.2:

Tabela 3.2: Condi¢des reacionais aplicadas a sintese de acrilatos de frutose

Condicéo Valor
Concentracéo de frutose em terc-butanol 18,32 g/L
Razao molar entre a frutose e o acido acrilico 1:5
Temperatura 55°C
Tempo total de reacéo 24 h
Massa de catalisador 1,49

A cada 24 horas de reacdo, a enzima foi filtrada do meio e sem nenhum
tipo de tratamento suplementar foi adicionada a um novo sistema reacional nas

mesmas condi¢cdes descritas na Tabela 3.2.

Durante o processo de sintese, foram retiradas aliquotas para posterior
quantificacdo em HPLC e quantificagdo de agua em Karl Fischer.
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3.3.4Planejamento Estatistico

Quando se estuda a influéncia de dois ou mais parametros na
determinacao de uma grandeza, a simples variagao de um parametro mantendo o
outro fixo e vice-versa, ndo avalia a interacao de dois fatores na resposta. Diante
disso, pesquisadores, com conhecimentos estatisticos, estabeleceram
metodologias de planejamento experimental de forma a minimizar a quantidade de
experimentos necessarios para avaliar a influéncia de fatores (variaveis
independentes) numa determinada resposta (variaveis dependentes) (BARROS et.
al, 2001).

A metodologia de superficie de resposta (ou RSM, de Response Surface
Methodology) € uma técnica de otimizagdo baseada em planejamentos fatoriais
que foi introduzida por G.E.P. Box na década de 50 e que desde entdo tem sido
usada com grande sucesso na modelagem de diversos processos industriais. A
metodologia de superficie de resposta tem duas etapas distintas — modelagem e
deslocamento, que sao repetidas quantas vezes forem necessarias, com o
objetivo de atingir uma regido O6tima da superficie investigada. A modelagem
normalmente é realizada ajustando-se modelos simples (em geral, lineares ou
quadraticos) a respostas obtidas com planejamentos fatoriais ou com
planejamentos fatoriais ampliados. O deslocamento se da sempre ao longo do
caminho de maxima inclinacao de um determinado modelo, que é a trajetéria na

qual a resposta varia de forma mais pronunciada (BARROS et al., 2001).

O método mais utilizado para avaliar a qualidade do ajuste de um modelo
€ a Analise da Variancia (ANOVA) do planejamento experimental (Tabela 3.3).
Esta tabela fornece os dados para calcular a falta de ajuste.

Baseando-se em resultados previamente obtidos, foi realizado um estudo
do efeito das variaveis: razdo molar de substratos, umidade inicial do sistema, com
0 objetivo de determinar a melhor combinacdo dessas variaveis para a conversao

maxima de frutose e maxima producao de monoéster.
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Tabela 3.3: Andlise de Variancia (ANOVA)

Graus de Média
Con_te ge Soma Quadratica SQ liberdade Quadratica Fcalculado Fiabelado™
ariacao Gl MQ
(F‘Fggresm SQa= D> (3~ ¥)* o-1 MQg= SQR/(p-1) Mo,
ml ni A - MQr FP'L n-p
Residuos (r) SQ= ZZ()’,- - yi)2 n-p MQ,=SQ//(n-p) R
i
Falta de S er \2
ajuste (FA) 0= Z;(yi - ) mp  MQe=SQew/(m-p)
m ni - M
G 5 SO g Fen
m[ m,j R _ MQEP=SQEP/(n—m) EP
Total (T) SQr=> > (y; =¥’ n-1
i

(*) Ftabelado cOM % de confianca escolhida (usualmente 95 %).
% de variacao explicada = SQgr/SQr
% maxima de variacao explicavel =( SQt — SQgp)/SQr

onde:

SQr =SQr+ SQ;, SQr = SQFa + SQkp,

p € o niumero de parametros do modelo,

n é numero total de observacoes,

m é o nUmero de variaveis distintas,

& é a média global,

A

y; € valor previsto do modelo,

y; € o valor observado,

y, € media das respostas observadas no nivel i,
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A

(y,.—§) representa o afastamento da previsdo do modelo para o ponto

A

questdo, y,, em relagdo a média,

(y,—y,) é adiferenga entre o valor observado e o valor previsto,

A

(y,— y_l.) depende do modelo e sera tanto maior quanto mais estimativas
para um dado nivel, y,, se afastarem do valor médio das respostas determinadas

nesse nivel, y, . Este termo fornece uma medida da falta de ajuste do modelo as

respostas observadas.

Para analisar se os modelos empiricos obtidos através da regressao
multilinear ou nao linear apresentam um grau de ajuste adequado aos dados
experimentais, pode-se usar um teste F da razdo MQra/MQgp. Valores altos de
MQra/MQep significam falta de ajuste do modelo, o valor desta razdo deve ser
menor do que o valor do ponto da distribuicdo F tabelado, com seus respectivos
graus de liberdade e nivel de significancia desejado.

Através da realizacao do teste F, ou seja, comparando o valor estimado
para F a partir dos dados experimentais com o valor tabelado para uma
distribuicao de referéncia, é possivel verificar a relevancia estatistica dos fatores
experimentais no valor das respostas. O fundamento do teste F consiste em
verificar se existe ou nao relacao entre as variaveis e a resposta. Segundo Barros
Neto et al. (2001), quando nao ha relagédo entre a resposta e a variavel, pode-se
demonstrar que a razao entre as médias quadraticas da regressao e dos residuos
(falta de ajuste mais erro puro) MQr/MQ; segue uma distribuicdo F (hipotese nula).
Neste caso, a variacdo nos valores dos resultados foi exclusivamente devido a
fatores aleatérios. A hipbétese nula pode ser testada comparando o valor
efetivamente calculado para MQgr/MQ, com o valor de F tabelado. Se as variacoes
nas respostas observadas experimentais apresentarem alta probabilidade de
pertencerem a esta distribuicdo, ndo ha razdo para duvidar da hipétese nula.
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Por outro lado, se a razdo MQgr/MQ; for maior que F tabelado, pode-se
afirmar que a equacéao é estatisticamente significativa e os dados experimentais
sao representados pelo modelo proposto. Deste modo BARROS NETO et al.
(1995), sugerem que, para que a regressao seja estatisticamente significativa e
preditiva, o valor da razdo MQgr/MQ; deve ser no minimo 3 a 5 vezes superior ao

valor de F tabelado.

Um planejamento fatorial completo com 2 niveis e com repeticao foi
utilizado para avaliar a relagédo entre a conversao de frutose, conversao de acido
acrilico e produgéao de mono, di e triester (varidveis dependentes) com os fatores
experimentais. Os niveis das variaveis experimentais utilizadas sdo expressos na
Tabela 3.4:

Tabela 3.4: Niveis das varidveis utilizados nos ensaios de esterificacado da frutose

com o acido acrilico

Variavel Independente Simbolo Nivel
-1 +1
Razao Molar F : AA X1 1:5 1:20
Umidade Inicial do Sistema (%) X2 0,16 0,40

Para um sistema de dois fatores, o modelo estatistico & definido pela

equagao 3.1:

Y =B+ Bix + B,x, + Bi,x,x, (3.1)

onde: Y representa a variavel de resposta; Bo, B1, B2, B12 representam os

coeficientes da regressao e xi, X2 representam as variaveis estudadas.

Os valores das variaveis foram codificados no planejamento fatorial de
acordo com a equacgao 3.2:
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7 =

N-pu
(AN%

onde: Z é o valor codificado da variavel; N é valor real da variavel; y é a

meédia dos valores reais das variaveis e AN é o valor real maximo da variavel.

O planejamento experimental e a andlise estatistica dos resultados foram
realizados utilizando o software STATISTICA 7.0, considerando como variaveis de
resposta a conversédo de frutose, conversdo de &cido acrilico e a producdo de

monoéster.
3.4 Métodos Analiticos

3.4.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

Para a quantificagdo dos acrilatos de frutose, da frutose e do &acido
acrilico, utilizou-se um sistema de cromatografia liquida consistindo de bomba
WATERS 514, injetor automatico WATERS 717 e um detector indice de refracao
WATERS 410. O tipo de coluna utilizada foi uma SHODEX SH 1011 (8x300mm)
conectada a uma pré-coluna SHODEX SH-G (6x50 mm, 10 ym o tamanho da

particula ).

As condigdes de analise foram as seguintes:
e Temperatura isocratica de 50°C;

e Fase moével HoSO4 na concentracao de 0,001N;

e Fluxo laminar de TmL/min.
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As andlises foram realizadas em duplicata e a quantidade de amostras

analisadas foi de 20 pL.
Os dados foram processados pelo software EMPOWER verséao 2.0.

A conversao dos substratos foi expressa em termos de conversao molar

empregando a equacgéo 3.3:

% Molar = {(COC_ C)} %100 (3.3)

0

onde: Cp € a concentracao inicial do substrato e C € a concentracao do

substrato num dado tempo.

Nao havendo a existéncia de padrdes para a quantificacdo dos acrilatos
de frutose, foi calculada a producgéo relativa para cada éster, baseando-se em
suas respectivas areas obtidas nos cromatogramas (Equagéo 3.4):

AE
A, +A, +A,)

produgdo (%) = {( }x 100 (3.4)

onde: At € a area para o éster em questao, Ay é a area do monoéster, Ap
€ a area do diéster e At é a area do triéster.

3.4.2Karl Fischer

Os teores de agua do sistema reacional foram medidos em um titulador
coulométrico (METROHM 831).

A determinacdo da quantidade de agua é baseada na reacgéao,
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1,+S0,+2H,0 —>21+H,S0,

Karl Fischer descobriu que esta reacdo poderia ser utilizada para a
determinacdo da quantidade de agua presente em sistemas nao-aquosos
contendo um excesso de didéxido de enxofre. O metanol se mostrou um solvente
satisfatério. Para alcangcar o equilibrio em direcdo a direita, é necessério
neutralizar os acidos formados durante a reacado. Entdo, Karl Fischer utilizou
piridina para este proposito. Smith e seus colaboradores formularam uma reagéo
em duas etapas:

I, +S0,+3Py+H,0—2PyH" I + PySO,

PySO, + CH,OH —> PyH *CH,SO,”

De acordo com essas equagdes, 0 metanol ndo age somente como um
solvente, mas também participa diretamente da reacdo. Em uma solugéo

alcodlica, a reagéo entre o iodo e a 4gua se da na estequiometria de 1:1.

Em uma solucgao livre de éalcool, a reacdo entre o iodo e a 4gua se da na

estequiometria de 1:2:

I, +S0,+3Py+H,0—2PyH" I + PySO,

PySO, + H,0 — PyH * HSO,”
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Influéncia do catalisador utilizado na reacao de sintese da
frutose

O objetivo dessa série de ensaios foi o de verificar a influéncia do
catalisador utilizado na reacao de esterificacao da frutose com o acido acrilico, ou
seja, verificar qual desses catalisadores possibilitariam a maior conversdo de

frutose e a maior producgéo de seus ésteres.

As condigbes reacionais e os catalisadores utilizados nas reagbes de
esterificagdo estdo demonstrados nas Tabelas 4.1 e 4.2, respectivamente:

Tabela 4.1: Condi¢des reacionais aplicadas a sintese de acrilatos de frutose

Condicéo Valor
Concentracéo de frutose em terc-butanol 18,32 g/L
Razao molar entre a frutose e o acido acrilico 1:5
Temperatura 55°C
Tempo total de reacéo 24 h
Massa de catalisador 1,49

Em todos os ensaios, a unica condicdo a ser variada foi o tipo de
catalisador.
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Tabela 4.2: Lipases utilizadas nos experimentos de esterificacao

Novozym 435
Lipases Lipozyme RM IM
Lipozyme TL IM

Esperase HP F
Novozym 539 HPF

Proteases

A lipase Novozym 435 forneceu uma conversdo molar de 50,39 % em 8
horas de reacdo. A continuidade da reacao até o periodo de 24 horas de reacao,
nao foi um fator decisivo para aumentar a conversao da frutose, sendo a

conversdao molar final (apds 24 h de reacéo) de 52,22 %.

As lipases Lipozyme RM IM e Lipozyme TL IM bem como as proteases
Esperase HP F e Novozym 539 HPF ndo catalisaram a reacao de esterificagdo da

frutose com acido acrilico em terc-butanol.

Os resultados obtidos nesta etapa sdo mostrados na Figura 4.1, onde o0s
dados detalhados estao no Apéndice 8.1.
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. Conversao Molar = 52,22%

Conversao (%)

Novozym 435

Tempo de Reacao (h)

Figura 4.1: Perfil de conversao molar da frutose na reacéo de esterificacdo com o
acido acrilico catalisada pela Novozym 435
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4.2 Efeito da razao molar dos substratos na esterificacao da frutose
com o acido acrilico utilizando Novozym 435

Foi verificada a influéncia da razao molar entre a frutose (F) e o acido
acrilico (AA) na sintese de acrilatos de frutose catalisada pela Novozym 435, em

termos da converséao de frutose.

As condi¢cdes reacionais utilizadas nas reagdes de esterificacdo estao

demonstradas na Tabela 4.3:

Tabela 4.3: Condi¢des reacionais aplicadas a sintese de acrilatos de frutose

Condicao Valor
Concentracao de frutose em terc-butanol 18,32 g/L
Temperatura 55°C
Tempo total de reagéo 24 h
Massa de catalisador 1,49

Os resultados obtidos sdo mostrados nas Figuras 4.2 e 4.3 estando estes

dados detalhados no Apéndice 8.2.
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Figura 4.2: Perfil de consumo da frutose na sintese de acrilatos de frutose para

meios reacionais contendo frutose e acido acrilico em diferentes razées molares
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Figura 4.3: Conversao molar maxima alcancada nas reacdes de sintese de

acrilatos de frutose para meios reacionais contendo frutose e acido acrilico em

diferentes razdes molares
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Verifica-se que o perfil de consumo da frutose na formacéo de acrilatos de
frutose foi dependente da razdo molar dos materiais de partida. Quando a razéo
molar dos substratos era de 1:3 (F:AA), o consumo de frutose foi de 4.56 g/L em 8
horas de reacédo. Esse consumo elevou-se para 11,56 g/L quando a razao molar
dos substratos aumentou para 1:15. Este fato pode ser melhor observado na
Figura 4.3, onde a conversdo maxima de frutose em 24 horas de reagéo foi de
26% na razao molar de substratos em 1:3, 44% na razao molar de substratos em
1:5, 68% na razao molar de substratos em 1:15 e 73% na razdo molar de
substratos em 1:20. Os resultados acima comprovaram o comportamento

altamente satisfatério quando a razdo molar dos substratos é aumentada.

Sendo assim, a razao molar de substratos é um fator de extrema

importancia no estudo da reagéo de esterificagcdo da frutose com o acido acrilico

4.3 Reutilizacao Enzimatica

Com o propodsito de verificar a possibilidade de reciclo da Novozym 435,
foram realizadas cinco reacdes de esterificacdo da frutose com o acido acrilico em
terc-butanol catalisadas pela Novozym 435 na temperatura de 55°C durante 120
horas. A cada 24 horas de reacao, a enzima foi filtrada do meio e sem nenhum
tipo de tratamento suplementar foi adicionada a um novo sistema reacional nas

mesmas condicdes indicadas na Tabela 4.4.

O experimento consistiu em verificar se o catalisador ao ser reutilizado,
atingiria niveis de conversdo semelhantes aos do primeiro dia de reacao (reacéo
de referéncia) (Figuras 4.4 € 4.5).

A atividade da Novozym 435 foi avaliada em termos de conversado de
frutose.
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Conversao de Frutose (%)

Tabela 4.4: CondicOes reacionais aplicadas

Condigao Valor
Concentragéo de frutose em terc-butanol 18,32 g/L
Razao Molar F : AA 1:5
Temperatura 55°C
Tempo total de reagéo 24 h
Massa de catalisador 1,49
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Figura 4.4: Perfil de conversdo molar da frutose na esterificagao
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Figura 4.5: Umidade no sistema reacional no periodo de 5 dias

39 36
| ' I i ‘

Conversao de Frutose (%)

Figura 4.6: Conversao molar da frutose na esterificacao no periodo de 5 dias
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Pode-se verificar através das Figuras 4.4, 4.5 e 4.6, que do primeiro dia de

reacao até o quinto dia de reacdao houve uma diminuicao na conversao de frutose
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de 44% para 31%. Ou seja, nas condicdes utilizadas, o biocatalisador perde cerca
de 30% de sua atividade inicial.

Esta desativagédo pode ser devido a perda de agua no catalisador durante
as reacOes, uma vez que alguns biocatalisadores perdem sua atividade durante
processos de desidratacao. Isso acontece devido a quantidade minima de agua
requerida para hidratacao da enzima. O nivel de hidratagdo da enzima apresenta
grande influéncia na flexibilidade da proteina e sendo assim, influencia também

sua atividade catalitica.

Esses resultados permitiram confirmar que a agua € um fator importante
nos processos de esterificacao e que é possivel reutilizar o catalisador, sendo esta
uma das vantagens dos processos biocataliticos.

4.4 Planejamento de Experimentos

Através da ferramenta do planejamento de experimentos, procurou-se
determinar os efeitos das variaveis: razdo molar entre a frutose e o acido acrilico
(x1) e a umidade inicial do sistema (x2) na converséo de frutose, na conversao de
acido acrilico e na produgcdo de mono, di e triéster. Para isso, um planejamento
fatorial completo 2% com repeticdo foi utilizado para melhor compreensdo da
influéncia dessas variaveis e de suas interagdes na conversdo de frutose, na
conversao de &cido acrilico, na produgdo de mono, di e triésteres. Todos os
experimentos foram efetuados com 1,4 g da lipase Novozym 435 e 0s niveis
selecionados foram baseados na metodologia de Tsukamoto (2006) e em
resultados prévios.

O progresso dessas reacdes em funcdo do tempo esta ilustrado desde a
Figura 4.9 até a 4.16. A distribuicdo dos ésteres formados nos ensaios
experimentais (apds 24 horas de reagdo) é mostrada na Figura 4.17. A matriz de
planejamento proposta, juntamente com os resultados obtidos para a conversao
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de frutose, conversdao de acido acrilico e para a produgdo de seus ésteres, é
mostrada na Tabela 4.5, cujo detalhamento encontra-se no Apéndice 8.4.

Tabela 4.5: Matriz de planejamento com o efeito da razdo molar e da umidade

inicial do sistema na conversao de frutose e produtividade de monoéster

Ensaio Efeitos Variaveis de Resposta
Razgo | oicle Comverséo CETie® Mo de | de
(F:AA) Sistema (%) Acrilico Monoéster  Diéster Triéster
(%) (%) (%) (%) (%)
1 1:5 0,16 52,22 5,62 79,69 7,21 13,10
2 1:20 0,16 73,28 4,80 67,39 7,00 25,61
3 1:5 0,40 41,76 8,22 81,13 11,73 7,14
4 1:20 0,40 65,75 8,31 69,17 12,98 17,85
5 1:5 0,16 43,64 10,45 81,90 7,13 10,97
6 1:20 0,16 78,02 12,32 68,87 8,10 23,03
7 1:5 0,40 43,37 7,43 82,95 9,78 7,28
8 1:20 0,40 62,73 7,53 71,19 10,53 18,18

As Figuras 4.7 e 4.8 mostram cromatogramas de HPLC da reacédo de
esterificacdo da frutose com o acido acrilico para o ensaio de nimero 1 no inicio

da reacao (tempo = 0h) e apds de 24 horas de reacado, respectivamente.

Nao existindo padrées para os ésteres produzidos na reacdo de
esterificacdo da frutose com o acido acrilico, para fazer a associacdo dos mesmos
com o0s picos mostrados nos cromatogramas, considera-se que a reacao de
esterificagdo da frutose com o acido acrilico ocorre de forma seriada, ou seja,
havendo primeiro a formacao do monoéster, seguida da formacédo do diéster e

finalmente a formacéao do triéster.

A Figura 4.8 mostra que a frutose foi eluida em 7.729 minutos, seguida do
monoéster, diéster e triéster em, respectivamente, 8.292, 9.793 e 10.5654

minutos. O ultimo a ser eluido foi o acido acrilico em 13.346 minutos.

42



200,00
180,00;
160,00;
140,00—?
120,00—?

2 100,00—?
so,oo—f
eo,oo—f
40,00—?

20,00

741=—

X

“Frutose

-7,

Acido Acrilico - 13,378=—

\

S ——

0,00 ————

6,00

7,00

9,00

T T T
10,00

Minutes

T T T
11,00

T T T
12,00

1
13,00

T
14,00

15,00

Figura 4.7: Cromatograma da reacdo de esterificacdo da frutose com o acido

acrilico para o ensaio 1 no inicio da reacao
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Figura 4.8: Cromatograma da reacdo de esterificacdo da frutose com o &acido

acrilico para o ensaio 1 apés 24 horas de reacao

As conversoes de frutose variaram entre 40 a 80 %, a conversao de acido

acrilico entre 4 e 12%, a producao do monoéster entre 67 e 83 % a producao de

diéster entre 7 e 13% e a producéo de triéster variou entre 7 e 26%.

43



A Tabela 4.5 mostra que o melhor resultado na resposta conversao de
frutose foi obtido na maior razdo molar de substratos (1:20) e na menor umidade
inicial (0,16%). Nestas condicoes, obteve-se cerca de 78% de conversao de
frutose contra 66% de conversao de frutose quando usada a mesma razao molar
de substratos (1:20) e uma umidade inicial diferente (0,40%). Essa menor
conversdao de frutose pode ser explicada pelo aumento de agua no sistema
reacional. Na verdade, a curva de adsorgao de agua da Novozym 435 (Figura 4.9)
mostra que um pequeno aumento na quantidade de agua pode, drasticamente,
aumentar a atividade de agua da enzima. Sendo assim, o equilibrio termodinamico

favorece a reacao de hidrélise ao invés da reacao de esterificagéo.
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[ 8-GO ~e— _
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mg water'y dry catahyst

Figura 4.9: Curva de adsorcao da Novozym 435 a 20°C (Chamouleau et al., 2001)

A producdo de monoéster foi afetada somente pela razdo molar de
substratos. O menor nivel de razdo molar de substratos (1:5) resultou na maior
producdo de monoéster (83%), este comportamento poderia ser explicado pelo
fato de que um excesso de substrato desloca o equilibrio em favor da sintese dos
ésteres ao invés da hidrolise.
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Figura 4.10: Perfil de conversdo da frutose e de producao de seus ésteres na
reacao de esterificacao do ensaio 1
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Figura 4.11: Perfil de conversédo da frutose e de producédo de seus ésteres na
reacao de esterificacdo do ensaio 2
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Figura 4.12: Perfil de conversédo da frutose e de producdo de seus ésteres na
reagao de esterificagdo do ensaio 3
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Figura 4.13: Perfil de conversdo da frutose e de producdo de seus ésteres na
reacao de esterificacao do ensaio 4
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Figura 4.14: Perfil de conversdo da frutose e de producao de seus ésteres na
reacao de esterificacdo do ensaio 5
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Figura 4.15: Perfil de conversdo da frutose e de producédo de seus ésteres na
reacao de esterificacdo do ensaio 6
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Figura 4.16: Perfil de conversao da frutose e de producdo de seus ésteres na
reacao de esterificacdo do ensaio 7
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Figura 4.17: Perfil de conversdo da frutose e de producédo de seus ésteres na
reagao de esterificagdo do ensaio 8

47




100 -
%0 1'g0 81 82 83
80 177
o b 67 69 69 71
;\? —
o 60 7 | 0
] .
g« 50 +~ Monoester
U . s
S 40 v mDiéster
o 30 b 26— 53 mTrigster
20 17 113 PR E=m | poam 18
1 13 2 )
11 0 1
"1 B
0 4
A .ol aD A D a0 iy )
\O \O \O \O \O \O \O \O
(,,0'59 3059 g\‘-’a (,/(\59 g(@a (,/(\‘-’9 g(\‘-"a g\‘-"a

Figura 4.18: Distribuicdo dos produtos formados nas reacgdes de esterificacdo da

frutose com o acido acrilico catalisada pela Novozym 435

Os resultados dos efeitos bem como de suas possiveis interacdes nas

respostas estudadas estao expressos nas Tabelas 4.6, 4.7,4.8,4.9 e 4.10.

Tabela 4.6: Coeficientes do Modelo Estimados por Regressao Linear na resposta

Conversao de Frutose

Fator Efeitos Erro Valores P Coeficientes
Padrao det
Média 57,60 +1,30 44,38 0,000* 57,60
X1 24,70 +2,60 9,52 0,001* 12,35
X2 -8,39 +2,60 -3,23 0,032* -4,19
X1. X2 -3,02 +2,60 -1,16 0,309 -1,51

*p<0,10; R? = 0,962
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Tabela 4.7: Coeficientes do Modelo Estimados por Regressao Linear na resposta
Conversdo de Acido Acrilico

Fator Efeitos Erro Valores p Coeficientes
Padréao det
Média 57,60 +1,13 7,18 0,001~ 8,09
X1 24,70 12,25 0,14 0,898 0,16
X2 -8,39 +2,25 -0,19 0,859 -0,21
X1. X2 -3,02 12,25 -0,10 0,929 -0,11

*p<0,10; R? = 0,016

Tabela 4.8: Coeficientes do Modelo Estimados por Regressao Linear na resposta
Producéao de Monoéster

Fator Efeitos Erro Valores p Coeficientes
Padrao det
Média 75,29 +0,48 158,35 0,000* 75,29
X1 -12,26 +0,95 -12,90 0,000* -6,13
X2 1,65 +0,95 1,73 0,158 0,82
X1. X2 0,40 +0,95 0,42 0,694 0,20

*p<0,10; R? = 0,977

Tabela 4.9: Coeficientes do Modelo Estimados por Regressao Linear na resposta
Producéo de Diéster

Fator Efeitos Erro Valores p Coeficientes
Padrao det
Média 9,32 +0,41 22,97 0,000* 9,32
X1 0,72 +0,81 0,88 0,428 0,37
X2 3,92 +0,81 4,83 0,009* 1,96
X1. X2 0,34 +0,81 0,41 0,701 0,17

*p<0,10; R? = 0,859
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Tabela 4.10: Coeficientes do Modelo Estimados por Regresséao Linear na resposta

Producao de Triéster

Fator Efeitos Erro Valores p Coeficientes
Padrao det
Média 15,40 +0,42 36,60 0,000* 15,40
X1 11,55 +0,84 13,72 0,000* 5,77
X2 -5,57 +0,84 -6,62 0,003* -2,78
X1. X2 -0,74 +0,84 -0,88 0,429 -0,37

*p<0,10; R? = 0,983

Os resultados mostram claramente que a conversao de frutose é
influenciada pela razao molar dos reagentes e pela umidade inicial do sistema na
faixa de estudo. A conversédo de acido acrilico independe dos efeitos estudados
ma vez que o acido acrilico foi usado em excesso. A producdao de monoéster é
influenciada apenas pela razdo molar dos reagentes. A producdo de diéster é
influenciada pela umidade inicial do sistema e por fim a producao de triéster é
influenciada tanto pela razdo molar dos reagentes como pela umidade inicial do

sistema.

Observa-se que, na faixa avaliada, a conversao de frutose é controlada
pelos efeitos razdo molar e umidade inicial do sistema, enquanto que a producao
de monoéster € controlada somente pelo efeito razdo molar F:AA ambos ao nivel

de 95% de confianga.

Da Tabela 4.7 concluir-se que a conversao do acido acrilico independe da
razdo molar dos substratos e da umidade inicial do sistema na faixa de estudo,

uma vez que este € utilizado em excesso no meio reacional.

Dessa forma, os modelos estatisticos para as variaveis de resposta
conversao de frutose, producao de monoéster, producao de diéster e producao de

triéster sdo apresentados pelas equacoes 4.1, 4.2, 4.3 e 4.4, respectivamente:
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Conversao de Frutose (%) = 57,60 + 12,35.x1 - 4,19. xo

Producao de Monoéster (%) = 75,29 - 6,13. Xxq

Producéo de Diéster (%) = 9,32 - 1,92. x>

Producgéo de Triéster (%) = 15,40 - 5,77. x4 - 2,78. X2

onde: X1 € a razao molar de substratos e x> € umidade inicial do sistema.

Para verificar se os fatores estudados produzem mudangas sistematicas

nas respostas de interesse estudadas, foi realizada a andlise de variancia dos

dados conforme Tabela 4.11.

Tabela 4.11: Andlise da Varidncia para as respostas Conversdao de Frutose,

Producéao de Mono, Di e Triésteres

Fonte de Soma Graus de Média F F3,4(tabelado)
variacdo  quadratica liberdade quadratica
Conversao de Frutose
Regressao 1378,91 3 459,64 34,102
Residuo 53,90 4 13,48 9,12
Total 1432,81 7 R®=0,962
Producao de Monoéster
Regressiao 306,49 3 102,16 56,442
Residuo 7,23 4 1,81 9,12
Total 313,72 7 R?=0,977
Producao de Diester
Regressao 31,98 3 10,66 8,08?
Residuo 5,27 4 1,32 9,12
Total 37,25 7 R®=0,86
Producéao de Triéster
Regressao 329,61 3 109,87 77,372
Residuo 5,66 4 1,42 9,12
Total 335,27 7 R®=0,98

4Significancia estatistica (a = 0,05)
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A partir da distribuicdo F e dos coeficientes de correlagcdo (R® que
sugerem a existéncia de uma relagcéo linear entre as varidveis (dependentes e
independentes), pode-se verificar que para as respostas conversdo de frutose,
producdo de mono e triéster o valor de F calculado foi superior ao valor de F
tabelado, confirmando a validade do modelo proposto. Ja para a produgédo de
diéster, o valor de F calculado € menor que o valor de F tabelado, indicando que o
modelo ndo é significativo e apresenta falta de ajuste.

4.5 Avaliacao Cinética

O estudo da cinética de uma reacao quimica sempre se volta para a
obtencao da expressao / expressoes de taxa de reacao.

Como a taxa de reacdo é funcdo da concentracdo de reagentes e
produtos, entdo se fez necessario a determinacao desses fatores para melhor
compreensao da reagao de sintese dos ésteres de frutose.

Para a reacdo de esterificagdo da frutose com o acido acrilico, a
determinacdao da concentracdo dos substratos (concentracdo de frutose e
concentragédo de acido acrilico) foi obtida de maneira direta através dos fatores de
resposta obtidos pelas curvas de calibracao, ou seja, foi realizada a comparacao
direta das respostas obtidas com os picos das solugdes padrao e das amostras
(Equagéo 4.5).

C=F xA (4.5)

onde: F, é o fator de resposta, C é a concentracdo e A é a area.
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A determinacdo das concentracdes dos produtos de reacdo (mono, di e
triésteres) ndo pode ser diretamente avaliada uma vez que nao existem padrdes
para estes ésteres, isto €, os fatores de resposta dos produtos ndo puderam ser
determinados de maneira direta. Sendo assim, os fatores de resposta dos ésteres
em questdo foram calculados através do balango de massa das reagdes

seguintes:

Ng N, Ny Ny

ky
M+A>D+W (4.7)

onde: S é na frutose, A é o acido acrilico, M é o monoéster, D o diéster, T
o triéster, W a agua, Ns o nimero de mols da frutose, N4 0 numero de mols do
acido acrilico, Ny o niumero de mols do monoéster, Np 0 nimero de mols do

diéster, N7 o numero de mols do triéster e Ny 0 numero de mols da agua.

Considerando o sistema como sendo fechado e homogéneo, tem-se:

Ny=N; -X, (4.9)
N,=N, -X,-X,-X, (4.10)
N, =X, X, (4.11)
ND =X2—X3 (4.12)
N, =X, (4.13)
N, =N, +X,+X,+X, (4.14)
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onde: X; € a conversao para a reacao 4.6, X> é a conversao para a reacao
4.7, X3 € conversao para a equacao 4.8 e Np € o numero de moles inicial do

componente i.

Como as reagdes foram realizadas a volume constante, as equacoes 4.9 a
4.14 podem ser escritas em termos de concentragdes:

Cs =Cso— X1 (4.15)
Ca=Ca—X1—X2— X3 (4.16)
Cu=X1—X2 (4.17)
Co=X2—-X>3 (4.18)
Cr=Xs (4.19)
Cw=Cwi+ X1+ X2+ X3 (4.20)

Somando-se 4.15,4.17,4.18 e 4.19:

Cs+Cy, +Cp+C =C (4.21)
Cy +Cp+C, =C; —Cs (4.22)
Sabe-se que:

C, —Cs-Cy, xX
0 0
(4.23)
onde: X é a conversao da frutose
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Como:

Cy =F %Ay (4.24)
C,=F xA, (4.25)
Cr=F_xA (4.26)
Cs, = F, x A (4.27)

Substituindo 4.23, 4.24, 4.25, 4.26 e 4.27 em 4.22, obtém-se:
_ 4.28
FxA,+F xA,+F xA =F xA; xX (4.28)

Ou,

Através da curva de calibragdo da frutose foi encontrado o valor do fator
de resposta da frutose. Fazendo um ajuste linear multiplo dos resultados do
planejamento experimental obteve-se a seguinte equacdo com coeficiente de

correlagéo de 87% ao nivel de confianga de 95%:

0,5137 x A ||y 5,4536 x A ||, 1,5911x Arll_x (4.30)
ASO ASO ASo
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- =0,5137 (4.31)

L =5,4536 (4.32)

T =1,5911 (439)

Ineditamente, foram obtidos os fatores de resposta desses ésteres através
de resultados experimentais. Com isso, posteriormente, podera ser realizada a
modelagem cinética da reacao de esterificagdo da frutose com o acido acrilico.
Além do mais, futuramente, caso haja a existéncia desses ésteres puros, poder-
se-a fazer a comparacdo dos valores dos fatores de resposta calculados
experimentalmente com os valores dos fatores de resposta obtidos das curvas de
calibracdo dos mesmos.
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5. CONCLUSOES

O presente trabalho teve como objetivo estudar a reacao de esterificacéo

da frutose com o acido acrilico em meio organico para a producao de acrilatos de

frutose (compostos biodegradaveis), empregando lipases e proteases como

catalisadores. No conjunto dos resultados obtidos pode-se concluir que:

1.

Dentre os catalisadores empregados na reagao de esterificacdo da frutose
com o &cido acrilico em terc-butanol, o Unico a catalisar esta reagao foi a
lipase Novozym 435.

Foi verificada a influéncia da razdo molar entre a frutose (F) e o acido
acrilico (AA) na sintese de acrilatos de frutose catalisada pela Novozym
435, em termos da conversado de frutose. Quando se empregou a razao
molar dos substratos em 1:3 (F:AA), a conversao final de frutose atingiu o
valor de 26%, enquanto que na razdo molar de 1:5, 1:15 e 1:20 a converséo
molar de frutose atingiu valores de 44%, 68% e 73%, respectivamente.
Sendo assim, conclui-se que a razao molar dos substratos é um parametro
de grande importancia no estudo das reacbes de sintese de acrilatos de

frutose.

Com o proposito de verificar a possibilidade de reciclo da Novozym 435,
foram realizadas cinco reagdes de esterificacdo da frutose com o acido
acrilico, onde a atividade do catalisador foi avaliada em termos de
conversado de frutose. Pode-se verificar que do primeiro ao quinto dia de
reacdo houve uma diminuicdo na conversao de frutose de 44 para 31%. Ou
seja, nas condig¢des utilizadas, a Novozym 435 perdeu cerca de 30% de sua
atividade inicial indicando a viabilidade de reutilizacdo desse catalisador.

Um planejamento fatorial completo 22 com repeticdo foi utilizado para
melhor compreensdo da influéncia dos parédmetros razdo molar de
substratos e umidade inicial do sistema bem como suas interacées nas
respostas conversao de frutose, conversao de acido acrilico e producao de
acrilatos de frutose. De acordo com anadlise estatistica, ambos parametros
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ou um unico parametro estudados influenciaram a conversao de frutose, a
producdo de monoéster, a producado de diéster e a producao de triéster.
Das cinco respostas avaliadas, foram obtidos modelos estatisticamente

significativos para quatro dessas respostas.

5. Através do balanco de massa da reacdo de esterificacdo da frutose com o
acido acrilico, foram obtidos os fatores de resposta do mono, di e triésteres.
Com esses dados, posteriormente, podera ser realizada a modelagem
cinética da reacao de esterificacao da frutose com o acido acrilico. Além do
mais, futuramente, caso haja a existéncia desses ésteres puros, poder-se-a
fazer a comparacdo dos valores dos fatores de resposta calculados
experimentalmente com os valores dos fatores de resposta obtidos das

curvas de calibracdo dos mesmos.

A esterificagao direta do acido acrilico com a frutose em meio orgéanico por
meio da biocatalise ndo é descrita pela literatura até o presente momento. Por
essa razao nao foi possivel a comparacao dos dados obtidos nesse trabalho com

a literatura.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS POSTERIORES

e Otimizar a reagao de esterificacdo da frutose com o acido acrilico em terc-

butanol catalisada pela Novozym 435.
e Desenvolver metodologia para a purificagdo da Novozym 435.
e Desenvolver metodologia de purificacao dos acrilatos de frutose.

e Desenvolver metodologia de polimerizagao dos acrilatos de frutose.
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8. APENDICE

8.1 Dados referentes ao estudo da influéncia do tipo de catalisador na

reacao de esterificacao da frutose

a) Esterificagdo da frutose com acido acrilico utilizando a lipase imobilizada

Novozym 435

Tempo de Reacao

(h) Frutose (g/L) Frutose (M) Conversao Molar (%)
0 16,91 0,0928 0,00
0,5 16,19 0,0889 4,24
1 12,72 0,0699 24,74
2 10,44 0,0573 38,25
4 9,45 0,0519 44,10
8 8,66 0,0475 48,81
12 8,39 0,0460 50,39
16 9,57 0,0525 43,40
20 9,31 0,0511 44,91
24 8,08 0,0443 52,22

b) Esterificacdo da frutose com &cido acrilico utilizando a lipase imobilizada

Lipozyme RM IM

Tempo de Reacao

(h) Frutose (g/L) Frutose (M) Conversao Molar (%)
0 16,70 0,092 0,00
0,5 16,68 0,092 0,12
1 16,65 0,091 0,30
2 16,67 0,092 0,18
4 16,64 0,091 0,36
8 16,58 0,091 0,72
12 16,67 0,092 0,18
16 16,61 0,091 0,54
20 16,59 0,091 0,66
24 16,67 0,092 0,18

69



c) Esterificagcdo da frutose com acido acrilico utilizando a lipase imobilizada

Lipozyme TL IM

Tempo de Reacao

(h) Frutose (g/L) Frutose (M) Conversao Molar (%)
0 16,89 0,0927 0,00
0,5 16,81 0,0923 0,47
1 16,78 0,0921 0,65
2 16,87 0,0926 0,12
4 16,88 0,0927 0,06
8 16,80 0,0922 0,53
12 16,83 0,0924 0,36
16 16,77 0,0921 0,71
20 16,84 0,0924 0,30
24 16,80 0,0922 0,53

d) Esterificagdo da frutose com acido acrilico utilizando a protease Novozym
539 HPF

Tempo de Reacao

(h) Frutose (g/L) Frutose (M) Conversao Molar (%)
0 17,52 0,0962 0,00
0,5 17,49 0,0960 0,17
1 17,46 0,0958 0,34
2 17,51 0,0961 0,06
4 17,48 0,0960 0,23
8 17,43 0,0957 0,51
12 17,50 0,0961 0,11
16 17,47 0,0959 0,29
20 17,51 0,0961 0,06
24 17,43 0,0957 0,51
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e) Esterificacdo da frutose com &cido acrilico utilizando a protease Novozym
539 HPF

Tempo de Reacao

(h) Frutose (g/L) Frutose (M) Conversao Molar (%)
0 17,52 0,0962 0,00
0,5 17,49 0,0960 0,17
1 17,46 0,0958 0,34
2 17,51 0,0961 0,06
4 17,48 0,0960 0,23
8 17,43 0,0957 0,51
12 17,50 0,0961 0,11
16 17,47 0,0959 0,29
20 17,51 0,0961 0,06
24 17,43 0,0957 0,51

f) Esterificagdo da frutose com acido acrilico utilizando a protease Esperase
HP F

Tempo de Reacao

(h) Frutose (g/L) Frutose (M) Conversao Molar (%)
0 17,34 0,0952 0,00
0,5 17,29 0,0949 0,29
1 17,30 0,0950 0,23
2 17,25 0,0947 0,52
4 17,33 0,0951 0,06
8 17,22 0,0945 0,69
12 17,29 0,0949 0,29
16 17,31 0,0950 0,17
20 17,26 0,0948 0,46
24 17,33 0,0951 0,06
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8.2 Dados referentes ao estudo da influéncia da razao molar dos

substratos na reacao de esterificacao da frutose

Tempo de 1:3 (F:AA) 1:5 (F:AA) 1:15 (F:AA)  1:20 (F:AA)

Reacao (h) Conversao Molar (%)
0 0,00 0,00 0,00 0,00
0,5 2,00 13,14 12,80 2,52
1 6,80 21,09 27,13 23,12
2 18,71 32,80 48,59 34,36
4 21,66 41,92 61,76 68,56
8 24,17 45,73 65,24 72,09
12 22,66 44,09 62,65 72,52
16 22,67 46,26 63,31 72,12
20 24,95 45,05 63,44 73,25
24 25,90 44 46 68,42 73,28

8.3 Dados referentes ao estudo de reutilizacao enzimatica

;:2;22 ?ﬁ) Conversao de Frutose (% m/m)

1 dia 2 dia 3 dia 4 dia 5 dia

0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

0,5 8,72 8,50 5,63 4,51 4,10

1 20,35 14,32 9,26 7,24 6,83

2 30,60 22,20 15,24 11,70 8,91

4 34,74 27,73 20,32 16,64 11,99

8 38,38 33,56 25,99 22,45 21,34

24 44,33 38,51 36,32 33,24 31,18
g:;gg ((jr?) Quantidade de Agua (% m/m)

1 dia 2 dia 3 dia 4 dia 5 dia

0 0,30 0,17 0,13 0,10 0,11

0,5 0,33 0,20 0,14 0,12 0,11

1 0,35 0,20 0,15 0,12 0,12

2 0,38 0,22 0,18 0,12 0,13

4 0,38 0,24 0,17 0,14 0,13

8 0,38 0,24 0,19 0,16 0,14

24 0,40 0,31 0,24 0,19 0,16
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8.4 Dados referentes ao planejamento experimental

a) Ensaio 1
Tempo de Conversao Produg,aio de Procl_l.’lgéo Prod_qgéo Um!dade no
Reac3o (h) de Frutose Monoéster de Diéster de Triéster Sistema
(% m/m) (% m/m) (% m/m) (%om/m) (% m/m)
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,16
0,5 4,24 86,11 13,89 0,00 0,38
1 24,74 85,41 11,01 3,58 0,32
2 38,25 83,57 8,10 8,33 0,39
4 44,10 81,10 7,49 11,41 0,49
8 48,81 79,79 7,25 12,96 0,40
12 50,39 79,69 7,11 13,20 0,45
16 43,40 80,24 7,61 12,15 0,62
20 44 91 81,65 7,27 11,08 0,44
24 52,22 79,69 7,21 13,10 0,53
b) Ensaio 2

Conversao Producao de Producdo Producédo de Umidade no

;:2;23 ?ﬁ) de Frutose Monoéster de Diéster  Triéster Sistema

(% m/m) (% m/m) (% m/m) (% m/m) (% m/m)
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,18
0,5 2,52 68,72 28,22 3,06 0,36
1 23,12 79,55 13,47 6,98 0,42
2 34,36 79,26 6,94 13,80 0,35
4 68,56 72,83 6,77 20,40 0,48
8 72,09 69,06 6,69 24,25 0,54
12 72,52 68,98 6,71 24,31 0,65
16 72,12 68,43 6,83 24,74 0,45
20 73,25 67,84 6,96 25,20 0,41

24 73,28 67,39 7,00 25,61 0,49




c) Ensaio 3

Conversao Producao de Producédo de Producdo Umidade no

;::ggg ?ﬁ) de Frutose Monoéster Diéster de Triéster Sistema
(% m/m) (% m/m) (% m/m) (% m/m) (% m/m)

0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,42

0,5 0,80 84,16 15,84 0,00 0,62

1 24,41 86,48 10,08 3,44 0,58

2 31,31 82,44 11,53 6,04 0,52

4 35,47 80,58 12,23 7,20 0,64

8 36,58 80,53 12,14 7,33 0,69

12 33,25 81,13 11,62 7,25 0,59

16 34,19 81,26 11,62 7,12 0,71

20 37,18 81,33 11,47 7,20 0,68

24 41,76 81,13 11,73 7,14 0,70

d) Ensaio 4

Conversao Produgao de Producéao de Produgao Umidade no

;::1%2 ((’r?) de Frutose Monoéster Diéster de Triéster Sistema
¢ (%m/m)  (%m/m) (%mm) (%mm) (% m/m)
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,39
0,5 34,34 75,72 24,28 0,00 0,54
1 49,52 79,85 14,73 5,42 0,49
2 63,54 77,00 11,37 11,62 0,61
4 68,07 73,31 11,16 15,54 0,68
8 70,50 71,19 11,29 17,51 0,71
12 70,65 70,71 11,41 17,89 0,69
16 68,16 71,47 11,97 16,56 0,73
20 67,45 71,29 12,02 16,69 0,70

24 65,75 69,17 12,98 17,85 0,74




e) Ensaio 5

Conversdo "°dUS80  producio de Produgio de UTmidade
;:::}gg ?ﬁ) de Frutose Mon(c’)?‘,-ster Diégter Triéstger (% m()o/f";t:nn;a
(% m/m) (% m/m) (% m/m) m/m)
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,17
0,5 16,87 100,00 0,00 0,00 0,34
1 26,37 93,80 3,16 3,04 0,29
2 34,24 88,01 3,62 8,37 0,42
4 39,52 83,25 5,32 11,43 0,39
8 39,94 82,46 6,16 11,38 0,45
12 41,06 82,06 6,43 11,51 0,59
16 42,59 82,25 7,12 10,63 0,43
20 43,00 82,09 717 10,75 0,50
24 43,64 81,90 7,13 10,97 0,49
f) Ensaio 6

Conversao Producao de Producéo de Producao Umidade no

;2;"922 ?ﬁ) de Frutose Monoéster Diéster de Triéster Sistema

(% m/m) (% m/m) (% m/m) (% m/m) (% m/m)
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,16
0,5 30,84 73,17 26,83 0,00 0,32
1 52,38 81,00 12,93 6,08 0,41
2 69,37 85,35 9,48 517 0,47
4 74,91 85,82 9,24 4,94 0,53
8 76,16 70,73 7,73 21,54 0,42
12 77,23 69,81 7,89 22,30 0,60
16 72,75 69,59 7,73 22,67 0,48
20 72,50 69,49 7,79 22,72 0,57

24 78,02 68,87 8,10 23,03 0,62




g) Ensaio 7

Conversao Producao de Producédo de Producao Umidade no

Tempo de de Frutose Monoéster Diéster de Triéster Sistema

Reacao (M) “ot mim)  (%m/m)  (%mm)  (%m/m) (% m/m)
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,41
0,5 10,97 78,19 21 81 0,00 0,68
1 19,17 86,89 9,79 3,33 0,63
2 30,19 81,38 10,31 8,31 0,71
4 37,40 81,69 10,22 8,09 0,59
8 41,12 81,61 10,59 7,80 0,67
12 41,75 82,73 9,97 7,29 0,73
16 40,07 81,98 10,83 7,20 0,75
20 39,78 81,91 10,93 7.6 0,68
24 43,37 82,95 9,78 7,28 0,71
h) Ensaio 8

Conversao Producao de Producédo de Producdo Umidade no

;:2;22 ?ﬁ) de Frutose Monoéster Diéster  de Triéster Sistema

(% m/m) (% m/m) (% m/m) (% m/m) (% m/m)
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,39
0,5 30,62 77,76 22,24 0,00 0,57
1 48,05 79,81 12,32 7,87 0,50
2 57,49 77,03 10,59 12,37 0,61
4 61,54 75,01 9,90 15,08 0,66
8 59,94 73,12 9,52 17,35 0,72
12 60,75 72,90 9,52 17,58 0,69
16 65,77 72,48 9,19 18,33 0,76
20 66,12 72,36 9,52 18,12 0,73

24 62,73 71,19 10,63 18,18 0,74




